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Summary

Effects of bazedoxifene and calcium plus vitamin D on bone quality in

ovariectomized rats

Osteoporosis is currently the most common metabolic bone disease and one of the most
pressing health problems worldwide due to its enormous social and economic burden. Its
treatment is multidisciplinary and includes both non-pharmacological, public health
measures, applicable to the entire population, and pharmacological measures, mostly

antiresorptive therapies.

Estrogen deficiency is a key factor in the pathogenesis of postmenopausal osteoporosis,
therefore, estrogen replacement hormone therapy has been a first-line treatment to prevent
vertebral and hip fractures. However, the cardiovascular complications that were associated
with the treatment, as well as the increased risk of developing breast cancer, discouraged its

use.

A great discovery was the appearance of selective estrogen receptor modulators
(SERMs) that avoid many of these side effects. SERMs are non-steroidal synthetic agents that
bind to the estrogen receptor and exhibit estrogen agonist or antagonist activity depending
on the type of tissue. Among them, bazedoxifene is a 3rd generation SERM with agonist effects
on bone and additional favorable effects on lipids, uterus and breast tissue. Bazedoxifene has
been shown to reduce the incidence of new vertebral fractures in patients with osteoporosis
and also the incidence of non-vertebral fractures in high-risk patients. In addition, it is a very

well tolerated drug, without harmful effects on the endometrium or breast tissue.

On the other hand, the knowledge of the important implication of calcium and vitamin
D in bone metabolism makes calcium and vitamin D supplements widely used in osteopenic
or osteoporotic patients. They are used, for economic reasons, as a preventive or therapeutic
regimen in order to avoid the development of the disease and future fractures. In addition, it
must be taken into account that, in all clinical trials on postmenopausal osteoporosis

treatments, calcium plus vitamin D was administered to the placebo group.
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The aim of this work was to study the effects of bazedoxifene and calcium plus vitamin
D supplements on bone quality using an experimental model of ovariectomized rats and a

long-term treatment (8 months).

MATERIAL AND METHODS

e In the first experiment, 3 groups of 15 6-month-old female Wistar rats were used: SHAM,
sham intervention control group; OVX, ovariectomized rats; and OVX + BZD, a third group

of ovariectomized rats treated with bazedoxifene (0.33 mg / kg / day).

e In the second experiment, 3 groups of 15 6-month-old female Wistar rats were used:
SHAM, sham intervention control group; OVX, ovariectomized; and OVX + (Ca + Vitamin
D) ovariectomized treated with calcium and vitamin D (10 mg of calcium and 6.7 IU of

vitamin D / kg / day orally).

In both experiments, after 8 months of treatment, the bone mineral density (BMD) of the
left femur and of the spine was studied at the level of L2, L3 and L4 by double-energy X-ray
absorptiometry (DEXA), the photomicrographic parameters from the computed
microtomography images acquired in the bone samples, the biochemical markers of
remodeling by ELISA immunoassay and the biomechanical parameters of the bone.
Biomechanics were determined by a 3-point bending test in the first experiment and, in the

second experiment, by a mechanical compression test based on the finite element method.

RESULTS

e In the first experiment, ovariectomy decreased DMOF and DMOL. DMOL was partially
recovered with bazedoxifene. Bone remodeling increased, with bazedoxifene recovering
the basal levels of the formation markers (BGP and PINP). This drug recovered the bone
volume fraction (BV / TV), the bone surface density (BS / TV), the increase in trabecular

separation (Tb.Sp), the decrease in the number of trabeculae (Th.N), the increase in the
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trabecular pattern factor (Th.Pf) and the structural model index (SMI). The relative cortical
surface increased after ovariectomy, normalizing with bazedoxifene. It also recovered the
maximum deformation before the rupture produced by the oophorectomy, and partially

avoided the weight gain of the ovariectomized rats.

e Inthe second experiment, DMOF and DMOL decreased in OVX rats, unchanged in treated
rats. Oophorectomy produced an increase in BGP and CTX / TRAP values, without
generating differences in PINP values. These variations did not change after treatment.
Oophorectomy worsened the bone microstructural parameters that were maintained
after treatment with calcium and vitamin D. Ovariectomy worsened the bone
microstructural parameters that were maintained after treatment with calcium and
vitamin D. D2D significantly decreased in the OVX group, while no changes were evidenced
in D3D; no variations were observed after treatment with calcium and vitamin D. The
apparent elastic modulus in the x, y and z direction was significantly reduced in the OVX
group, with no differences after treatment. Oophorectomy significantly increased the rats'

weight, and calcium and vitamin D supplementation prevented this increase.

CONCLUSIONS

Analyzing our results, long-term treatment with bazedoxifene, at the doses used in this
study, had a positive effect on bone quality in our experimental group of rats, largely reversing

the alterations that oophorectomy produced on said quality.

In contrast, long-term treatment with calcium and vitamin D supplements was not able
to reverse the alterations in bone quality caused by surgery, only avoided weight gain in

ovariectomized rats.






Resumen

Efectos del bazedoxifeno y del calcio mas vitamina D sobre la calidad ésea en

ratas ovariectomizadas

La osteoporosis es actualmente la enfermedad metabdlica 6sea mas comun y uno de
los problemas de salud mas apremiantes a nivel mundial debido a su enorme carga social y
econdmica. Su tratamiento es multidisciplinar e incluye tanto medidas no farmacoldgicas, de
salud publica aplicables a toda la poblacion, como medidas farmacoldgicas, mayoritariamente

terapias antirresortivas.

El déficit de estrogenos es un factor clave de la patogenia de la osteoporosis
postmenopdusica, por ello, la terapia hormonal sustitutiva con estrégenos ha sido un
tratamiento de primera eleccion para prevenir las fracturas vertebrales y de cadera. Sin
embargo, las complicaciones cardiovasculares que se asociaron al tratamiento, asi como el

aumento del riesgo de padecer cancer de mama desaconsejaron su uso.

Un gran descubrimiento fue la aparicion de los moduladores selectivos de los receptores
estrogénicos (SERMs) que evitan muchos de estos efectos secundarios. Los SERMs son agentes
sintéticos no esteroideos que se unen al receptor estrogénico y presentan actividad agonista
0 antagonista estrogénica segun el tipo de tejido. Dentro de ellos, el bazedoxifeno, es un SERM
de 32 generacién con efectos agonistas sobre el hueso y efectos favorables adicionales sobre
los lipidos, el utero y el tejido mamario. Se ha demostrado que el bazedoxifeno reduce la
incidencia de nuevas fracturas vertebrales en pacientes con osteoporosis y también la
incidencia de fracturas no vertebrales en pacientes de alto riesgo. Ademds, es un

medicamento muy bien tolerado, sin efectos nocivos sobre el endometrio o el tejido mamario.

Por otra parte, el conocimiento de la importante implicacién del calcio y la vitamina D
en el metabolismo 6seo hace que los suplementos de calcio y vitamina D sean ampliamente
utilizados en pacientes osteopénicos o con osteoporosis. Se emplean, por motivos
econémicos, como régimen preventivo o terapéutico con el fin de evitar el desarrollo de la

enfermedad y futuras fracturas. Ademas, hay que tener en cuenta que, en todos los ensayos
6
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clinicos sobre los tratamientos de la osteoporosis postmenopausica se administra calcio mas

vitamina D al grupo placebo.

OBJETIVOS

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar los efectos del bazedoxifeno y de los
suplementos de calcio mas vitamina D sobre la calidad ¢sea utilizando un modelo

experimental de ratas ovariectomizadas y un tratamiento a largo plazo (8 meses).

MATERIAL Y METODOS

e En el primer experimento se utilizaron 3 grupos de 15 ratas Wistar hembras de 6 meses
de edad: SHAM, grupo control de intervencién simulada; OVX, grupo de ratas
ovariectomizadas; y OVX + BZD, un tercer grupo de ratas ovariectomizadas tratadas con

bazedoxifeno (0,33 mg/kg/dia).

e En el segundo experimento se utilizaron 3 grupos de 15 ratas Wistar hembras de 6 meses
de edad: SHAM, grupo control de intervencion simulada; OVX, ovariectomizadas; y OVX+
(Ca+ Vitamina D) (n=15), ovariectomizadas tratadas con calcio y vitamina D (10 mg de

calcioy 6,7 Ul de vitamina D/kg/dia via oral).

En ambos experimentos, tras 8 meses de tratamiento, se estudio la densidad mineral ésea
del fémur izquierdo (DMOF) y de la columna vertebral (DMOL) a nivel de L2, L3 y L4 por
absorciometria de rayos X de doble energia (DEXA), los parametros microfotograficos a partir
de las imagenes de microtomografia computarizada adquiridas en las muestras de hueso, los
marcadores bioquimicos de remodelado por inmunoensayo ELISA y los parametros
biomecanicos del hueso. La biomecéanica se determind mediante un ensayo de flexién a 3
puntos en el primer experimento y, en el segundo experimento, mediante un ensayo

mecanico de compresion basado en el método de los elementos finitos.
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RESULTADOS

En el primer experimento, la ovariectomia descendié la DMOF y DMOL. La ultima se
recupero parcialmente con bazedoxifeno. El remodelado 6seo aumento, recuperando el
bazedoxifeno los niveles basales de los marcadores de formacion (BGP y PINP). Dicho
farmaco, recuperé la fraccién volumétrica dsea (BV/TV), la densidad de superficie dsea
(BS/TV), el aumento en la separacioén trabecular (Tb.Sp), la disminucion en el nimero de
trabéculas (Th.N), el aumento del factor de patréon trabecular (Th.Pf) y el indice de modelo
estructural (SMI). La superficie relativa cortical aumentd tras la ovariectomia,
normalizandose con bazedoxifeno. También recuperd la deformacion maxima antes de la
rotura producida por la ovariectomia, y amortigud parcialmente la ganancia de peso de

las ratas ovariectomizadas.

En el segundo experimento, la DMOF y la DMOL disminuyeron en las ratas OVX, sin
cambios en las ratas tratadas. La ovariectomia produjo un aumento en los valores BGP y
CTX/TRAP, sin generar diferencias en los valores PINP. Estas variaciones no cambiaron
después del tratamiento. La ovariectomia empeoré los parametros microestructurales
0seos que se mantuvieron tras el tratamiento con calcio y vitamina D. D2D disminuyo
significativamente en el grupo OVX, mientras que no se evidenciaron cambios en D3D; no
se observaron variaciones después del tratamiento con calcio y vitamina D. El mdédulo
elastico aparente en la direccion x, y y z se redujo significativamente en el grupo OVX, sin
diferencias después del tratamiento. La ovariectomia aumentad significativamente el peso

de las ratas y los suplementos con calcio y vitamina D evitaron este aumento.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos podemos deducir que el tratamiento a largo plazo con

bazedoxifeno, en las dosis empleadas en este trabajo, tuvo un efecto positivo sobre la calidad

Osea de nuestro grupo experimental de ratas, revirtiendo en gran parte las alteraciones que

produjo la ovariectomia sobre dicha calidad.
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Al contrario, el tratamiento a largo plazo con suplementos de calcio y vitamina D no fue
capaz de revertir las alteraciones en la calidad 6sea causadas por la cirugia, Unicamente

amortigud la ganancia de peso en las ratas ovariectomizadas.
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Introduccion

lll.1. EL HUESO:

El conjunto de huesos que compone el esqueleto humano constituye un sistema vivo en
continua actividad con una implicacién fundamental en la homeostasis del organismo. Sus

funciones principales son:

1. Funcion de proteccion: Protege los drganos vitales y la médula dsea.

2. Funcioén locomotora y mecénica: Actla como una estructura de soporte y de insercion
muscular, permitiendo el movimiento y la locomocién del cuerpo humano.

3. Funcién metabdlica, como depdsito de iones calcio y fésforo [1].

4. Funcién hematopoyética y reguladora del sistema inmune.

l11.1.1 COMPOSICION DEL HUESO:

El tejido 6seo, morfoldégicamente hablando, es un tejido conectivo altamente
especializado, compuesto por una matriz osea extracelular (formada por componentes
orgdnicos e inorgdnicos) y un componente celular, en el que las distintas subpoblaciones
celulares dseas (células de revestimiento, osteoclastos, osteoblastos, osteocitos y sus
precursores) interaccionan entre si en diferentes procesos de formacién, resorcion vy

transformacion del hueso [2].

A. MATRIZ OSEA EXTRACELULAR:

Compuesta por un componente organico que representa el 30% del peso seco y un

componente inorganico que abarca el 70% restante.

o Componente organico:

Esta compuesto por proteinas colagenas y no colagenas.

16
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» Fibras coldgenas: Las fibras de coldgeno son sintetizadas por los osteoblastos y
constituyen el 90% de las proteinas que hay en el hueso. Estas fibras son las que dan al
hueso resistencia a las fuerzas de traccién. La molécula de colageno esta formada por tres
cadenas en espiral (cadenas a) que se disponen en una triple hélice. Dichas cadenas a del

colageno estan formadas basicamente por glicina, prolina e hidroxiprolina.

De los tipos de coldageno que hay, el colageno tipo | es el mas abundante, pero

también se ha encontrado en el hueso colageno de tipo Il y de tipo V [3].

Las alteraciones genéticas del colageno dan lugar a enfermedades como la
osteogénesis imperfecta o enfermedad de los huesos de cristal, que ocasiona que los

huesos de los enfermos se rompan con mucha facilidad [2].

» Proteinas no coldgenas (PNC): Constituyen aproximadamente el 10% de las proteinas del

hueso. A su vez se dividen en exdgenas y endégenas [2]:

e Exdgenas: La albumina y la a-2-HS-glicoproteina. Ambas tienen cardcter acido. Se

conoce que poseen afinidad por la hidroxiapatita e inhiben su crecimiento.

e Enddgenas: Son sintetizadas por las células éseas y se dividen en 4 grupos:

¢ Proteoglicanos: Macromoléculas que contienen algin glucosaminoglicano en
su composicion unido a proteinas de alto peso molecular. Estan formados por

repeticiones de acido hialurdnico y leucina.

¢ Proteinas y-carboxiladas: Contienen residuos carboxilados en el Aacido
glutamico. Entre ellas destacan la osteocalcina y la proteina Gla de la matriz. La
proteina Gla de la matriz es sintetizada por condrocitos hipertréficos y es un
marcador de condrogénesis.

La osteocalcina tiene gran afinidad por los cristales de hidroxiapatita e inhibe el

crecimiento de cristales, por lo que se ha propuesto la hipotesis de que esta
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proteina posea un papel fundamental en la regulacidn de los cristales éseos y

en el crecimiento del hueso [4].

Proteinas glucosiladas: Las mas importantes son la osteonectina y la fosfatasa
alcalina. Las fosfatasas alcalinas constituyen un sistema multiple de formas
moleculares. Las diferentes isoenzimas son codificadas por el mismo gen y sus
diferencias se deben a diferentes grados de glucosilacion. Se cree que la
fosfatasa alcalina podria funcionar como una proteina fosfato transferasa.

La osteonectina puede unirse al colageno |, lll y V, lo que sugiere que interviene

en la organizacién de la matriz [3].

Proteinas RGD: Son proteinas glucosiladas que tienen en su estructura una
secuencia de tres aminoacidos Arg-Gly-Asp, que es la utilizada por las integrinas
para posibilitar las interacciones célula- matriz. Las mas importantes son

osteopontina, vitronectina, sialoproteina, fibronectina y trombospondina [2,3].

o Componente inorganico:

Formado por agua e iones entre los que destacan calcio y fosfato que dan lugar a

cristales de fosfato calcico o hidroxiapatita (HA).

La matriz ésea aporta al hueso sus excelentes propiedades biomecdnicas; las sales

minerales le proporcionan dureza, rigidez y resistencia a la compresion y las fibras colagenas

le dotan de flexibilidad y resistencia a la tension [5].

B. COMPONENTES CELULARES:

Las células 6seas son las responsables de los procesos de formacion, transformacion y

resorcion del esqueleto. Existen cuatro tipos de células dseas: los osteoblastos, osteocitos, las

células de revestimiento (linea celular osteobldstica) y los osteoclastos (linea celular

osteoclastica).
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> Osteoblastos:

Los osteoblastos son las células responsables de la formacion dsea. Sintetizan matriz
organica extracelular que luego sera mineralizada por depdsito de cristales y, ademas, son
los responsables de la activacion de los osteoclastos. Se originan a partir de células
mesenquimales (células madre de la médula ésea y del tejido conjuntivo). Estas células
madre pueden diferenciarse en varias estirpes celulares seguin los reguladores de
transcripcion a los que se vean sometidas. De esta forma, una célula madre pluripotencial
como la unidad formadora de colonias de fibroblastos (CFU-F) puede diferenciarse en un

osteoblasto, un adipocito, un condroblasto, un mioblasto o un fibroblasto.

A nivel histoldgico, los osteoblastos son células mononucleares con citoplasma
basofilo (Figura 1). Poseen reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi bien
desarrollados, lo que muestra la alta capacidad secretora de la célula. La membrana

plasmatica es rica en la isoenzima dsea de la fosfatasa alcalina.

La mayoria de los osteoblastos desaparecen por un proceso de apoptosis una vez
ejercida su funcion. Sin embargo, una parte de ellos quedan englobados en la propia matriz
gue han sintetizado, acabando su actividad anabdlica y convirtiéndose en osteocitos [2].
Otros osteoblastos, en cambio, quedan retenidos en la superficie ésea, convirtiéndose en

células de revestimiento planas (lining cells) [6,2].

Figura 1: Imdgenes de un osteoblasto obtenidas con microscopio optico. Tomado de
http://atlas.gechem.org/
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» Osteocitos:

Los osteocitos son las células mas abundantes del hueso. Constituyen el ultimo
estadio de diferenciacién y se forman cuando el tejido mineralizado envuelve al

osteoblasto (Figura 2).

Se conectan entre si a través de proyecciones citoplasmaticas generando una red de
conexiones célula- célula que incluye a los osteoblastos en la superficie. Se les conoce
como los sensores de carga mecdnica que participan en la regulacién de los procesos de
modelacidén y remodelacion éseas adaptativas [2]. De esta manera, los osteocitos actian
como mecano sensores del hueso detectando los estimulos mecanicos, los transducen a
sefales bioquimicasy, a través de la liberacién de diversos factores, comunican el estimulo
a los osteoblastos y osteoclastos. Tienen un papel fundamental en el sistema de
comunicacién en el hueso. Ante un estrés mecanico se produciria una deformacién del
tejido dseo, estimulando el flujo de liquidos intersticiales. Los mediadores de la respuesta
al estrés del tejido 6seo serian las prostaglandinas y el dxido nitrico. Los osteoblastos y
osteoclastos responden a estos mediadores generando diferentes respuestas

metabdlicas.

Figura 2: Microtomografia de osteoblastos y osteocitos. Tomado de
http://anatpat.unicamp.br/lamossol.html.
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» Osteoclastos:

Los osteoclastos son células gigantes y multinucleadas con capacidad de resorcién
Osea, es decir, de remover tejidos mineralizados. Provienen de células hematopoyéticas
de la linea monocito- macréfago y son los precursores de las células formadoras de
colonias de granulocitos y macroéfagos. Para su formacidn necesitan ser estimulados por
el factor estimulante de las colonias de macroéfagos (M-CSF) para diferenciarse hacia la
estirpe monocitica y asegurar su proliferacidon y la expresion del receptor de RANK
(receptor activador del factor nuclear Kappa B). La unién de RANKL (ligando del receptor
activador del factor nuclear Kappa B) mediante el receptor RANK dard lugar a la

diferenciacion del osteoclasto.

Son células grandes con varios nucleos, ricas en mitocondrias y lisosomas, que
presentan un borde en cepillo en la zona de contacto con el hueso (zona de sellado),
permitiendo la resorcion de la matriz ésea calcificada (Figura 3 y Figura 4). Suelen
encontrarse en contacto con las superficies dseas calcificadas y dentro de las llamadas
lagunas de Howship, que son el resultado de la resorcién de dichas superficies éseas.
Poseen una vida muy corta que finaliza por apoptosis o muerte celular programada. La

enzima caracteristica de los osteoclastos es la fosfatasa acida resistente al tartrato [2].

Figura 3: Imdgenes de un osteoclasto obtenidas con microscopio dptico. Tomado de
http://atlas.gechem.org/.
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Figura 4: Representacion de un osteoclasto activo. Tomado de Atlas de Histologia de Gartner, 2001.
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111.1.2 TEJIDO OSEO:

El tejido dseo esta formado por hueso compacto y hueso trabecular (Figura 5).

» Hueso compacto o cortical:

El hueso compacto o cortical forma la capa externa del hueso, de caracter duro,
resistente y compacto. Tiene fundamentalmente labor de sostén y proteccion. Constituye

el 80% del esqueleto humano [2]. Se encuentra en la diafisis de los huesos largos.

Tiene una estructura en forma de anillos concéntricos alrededor de canales centrales
(canales de Havers) que se disponen longitudinalmente y por donde transitan los vasos
sanguineos y linfaticos. Los canales de Havers estan conectados, a su vez,

perpendicularmente por los canales de Volkmann. Entre los anillos concéntricos de matriz
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mineralizada hay pequefias lagunas donde se encuentran los osteocitos. Desde cada
laguna irradian unos canaliculos que las comunican entre si y permiten el intercambio
celular. El conjunto del canal central con los anillos concéntricos que lo rodean, las lagunas,

canaliculos y osteocitos se denomina osteona.

» Hueso trabecular o esponjoso:

El hueso trabecular es la capa interna esponjosa del hueso, menos densa que el
hueso compacto pero resistente. Constituye el 20% del esqueleto humano. Se encuentra
principalmente en la epifisis de los huesos largos, el diploe de los huesos planos y entre

las vértebras.

Esta formado por laminas intersticiales dispuestas irregularmente formando unas
placas llamadas trabéculas. Estas trabéculas forman una estructura esponjosa en la que se
intercalan huecos que contienen tejido hematopoyético. Dentro de las trabéculas se
encuentran los osteocitos. Los vasos sanguineos penetran directamente en el hueso

esponjoso permitiendo el intercambio de nutrientes y oxigeno con los osteocitos.

Figura 5: Imagen hueso cortical y

esponjoso.
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I11.2. REMODELADO OSEO:

El hueso es un tejido dindmico que se encuentra sometido a un proceso constante de
formacion y destruccion (resorcion). La formacion la llevan a cabo las células formadoras del
hueso, los osteoblastos. La resorcion la llevan a cabo las células destructoras, los osteoclastos

[7,8].

En condiciones normales, este proceso de restructuracion del hueso existente esta
equilibrado y la tasa de renovacién es de un 5- 10% del hueso total al aifo. Se produce en las
unidades basicas multicelulares o unidades de remodelado éseo (URO), donde los
osteoclastos resorben una cantidad determinada de hueso y los osteoblastos se encargan de
formar la matriz osteoide y mineralizarla rellenando la cavidad que se habia creado
previamente [9]. Anualmente, se renueva el 5% del hueso cortical y el 20% del hueso
trabecular de los adultos, permitiendo el mantenimiento del volumen dseo, la reparacién del
dano tisular y la homeostasis del metabolismo fosfocalcico. De esta manera, el hueso se esta
formando continuamente gracias a los osteoblastos y a su vez, esta siendo resorbido en las
zonas donde estan activos los osteoclastos. Los osteoblastos se encuentran en las superficies
externas de los huesos y en las cavidades déseas internas. Aproximadamente, en todos los
huesos vivos existe un 4% actividad osteoblastica, de manera que algo de hueso nuevo se esta
formando continuamente. Por el contrario, el hueso también esta siendo continuamente
resorbido por los osteoclastos, normalmente activos en menos del 1% de las superficies 6seas

del adulto.

Es importante resaltar que la resorcidon siempre precede a la formacion de hueso y en
condiciones normales el proceso esta balanceado, manteniéndose un equilibrio entre las

cantidades de hueso resorbidas y las formadas.

En cuanto a la histologia, la resorcidon de hueso se produce cuando los osteoclastos
emiten proyecciones analogas a vellosidades hacia el hueso, formando un borde rugoso con

el hueso.
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Las vellosidades secretan dos tipos de sustancias:

1. Enzimas proteoliticas liberadas por los lisosomas
2. Diferentes acidos (citrico, lactico), liberados por las mitocondrias y las vesiculas

secretoras.

Las enzimas digieren la matriz organica del hueso y los acidos disuelven las sales éseas.
Las células osteoclasticas también ingieren por fagocitosis diminutas particulas de matriz 6sea

y de cristales, terminando también por disolverlas y liberando los productos hacia la sangre.

Los osteoclastos habitualmente se agrupan formando masas pequefas y, una vez
activados, fagocitan hueso durante unas tres semanas, excavando pequenos tuneles. Al cabo
de este tiempo, los osteoclastos desaparecen y los tineles son invadidos por osteoblastos,
para comenzar a desarrollar hueso nuevo. El depdsito de hueso nuevo contintia durante varios
meses en forma de capas concéntricas (laminillas) en las superficies internas de la cavidad,
hasta que se rellena el tunel y cesa cuando el hueso comienza a invadir los vasos sanguineos
que riegan el area. Cada nueva area de hueso formada es una osteona, ya nombrada

anteriormente.

111.2.1 FASES DEL REMODELADO OSEO:

Las fases del remodelado dseo son las siguientes (Figura 6):

1. Activacion: Tiene lugar en una superficie dsea, en la que las células de revestimiento,
a partir de la secrecion de colagenasas, preparan la zona que se va a remodelar y
mediante senales quimiotacticas atraen a los preosteoclastos que se diferenciaran en

osteoclastos.

2. Resorcion: Los osteoclastos disuelven la matriz mineral y descomponen la matriz
osteoide, siendo finalizado el proceso por los macréfagos, que permiten la liberacién

de los factores de crecimiento contenidos en la matriz.
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3. Inversion: Es una etapa de supuesta inactividad que dura aproximadamente 2

semanas.

4. Formacion: En las zonas de resorcién se produce un fendmeno de agrupamiento de
preosteoblastos, atraidos por factores de crecimiento. Los preosteoblastos sintetizan
una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo tejido y expresan BMPs
(proteinas morfogenéticas dseas), responsables de la diferenciacién. Dias después, los
osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide que rellenara las

cavidades que se habian creado.

5. Mineralizacion: A los 30 dias del depdsito osteoide comienza la mineralizacién, que

finalizard a los 130 dias en el hueso cortical y a los 90 dias en el trabecular.

Figura 6: Fases del remodelado éseo. Tomada de Mellibovsky,2006.
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El depdsito y la resorcion de hueso que se producen continuamente durante las fases

del remodelado dseo tienen importantes funciones fisioldgicas:
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= El hueso adapta su resistencia proporcionalmente al grado de tension al que se le
somete. En consecuencia, el hueso aumenta de espesor cuando esta sometido a cargas

importantes.

= La forma del hueso puede cambiar su disposicion para soportar adecuadamente las
fuerzas mecanicas, adaptando el depdsito y la resorcién ésea de acuerdo con los

patrones de sobrecarga.

= El hueso viejo se vuelve relativamente fragil y débil y necesita nueva matriz organica a
medida que esta se va degenerando. De esta forma, la dureza normal del hueso se
mantiene. De hecho, los huesos de los nifos, en los que las tasas de depdsito y
resorcién son rapidas, son poco fragiles en comparacién con los huesos de las personas

de edad avanzada, en quienes las tasas de depdsito y resorcidn son bajas.

111.2.2 REGULACION DEL REMODELADO OSEO:

El remodelado dseo se encuentra regulado por multiples factores tanto a nivel local
como sistémico, que controlan el reclutamiento, replicacion, diferenciacién y actividad de los
osteoblastos y los osteoclastos [10,11]. Ademas, estimulos mecanicos participan en el proceso

de remodelado 6seo [12].

Existen diversas hormonas involucradas en el remodelado éseo como son la hormona
paratiroidea (PTH), la calcitonina y el 1,25-dihidroxicolecalciferol (forma activa de la vitamina
D3), reguladas por las concentraciones de calcio extracelular. Otras, sin embargo, son
independientes de las concentraciones de calcio, como son los andrdgenos, estrégenos,

glucocorticoides, hormonas tiroideas y hormona del crecimiento (GH) [10,13].

= La PTH producida en las glandulas paratiroideas es la hormona hipercalcemiante por
excelencia. Realiza su accion a tres niveles: directamente sobre el hueso, estimulando

los osteoclastos y favoreciendo la resorcidn dsea, una accion ligada a la presencia de
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vitamina D; en el rifidén, incrementando la reabsorcién tubular distal de calcio; e
indirectamente sobre el intestino, estimulando la sintesis de 1,25-

dihidroxicolecalciferol que, a su vez, aumenta la absorcion de calcio.

La calcitonina, actla directamente sobre receptores de los osteoclastos. Su papel
fisioldgico es controvertido. Se ha demostrado que situaciones en las que hay un
aumento en su secrecion (carcinoma medular del tiroides) o en las que hay ausencia
de células C (tiroidectomia total) la calcemia se mantiene en niveles normales y no hay
alteraciones dseas. Sin embargo, a dosis farmacoldgicas, la calcitonina posee una
actividad inhibidora de la resorcién dsea al reducir el nimero y actividad de los

osteoclastos, por lo que se puede considerar una hormona protectora del tejido dseo.

La vitamina D3 realiza su accion principal en el intestino delgado, favoreciendo la
absorcién del calcio de la dieta. En el hueso actua, en presencia de PTH, estimulando
la diferenciaciéon de los osteoclastos y, por tanto, la resorcién dsea, posibilitando una
mineralizacién adecuada. En el rifiédn aumenta la reabsorcién tubular proximal de
calcio. El déficit o la insuficiencia de vitamina D3, como ocurre en mujeres
postmenopausicas, conllevan un riesgo aumentado de hiperparatiroidismo secundario

con objeto de mantener la normocalcemia y una pérdida asociada de masa 6sea.

La GH se sintetiza ademas de en la hipdfisis en otras células del organismo, entre ellas
los osteoblastos. Actua directamente sobre receptores de los osteoblastos,
estimulando su actividad, lo que produce un aumento en la sintesis de colageno,
osteocalcina y fosfatasa alcalina. También actia de forma indirecta con el aumento de
la sintesis de los factores de crecimiento analogos a la insulina | y Il (IGF-I e IGF- 1l) por

los osteoblastos, lo que favorece su proliferacion y diferenciacion.

Las hormonas tiroideas son esencialmente hipercalcemiantes. A nivel de hueso actdan

estimulando a los osteoclastos que aceleran la velocidad del recambio 6seo. Asi, el

hipertiroidismo condiciona riesgo de osteoporosis.
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Los glucocorticoides de forma fisioldgica actian como moduladores del remodelado
0seo. A dosis farmacoldgicas disminuyen la actividad de los osteoblastos e inducen una
pérdida ésea condicionando una osteoporosis secundaria. Esta accion estd mediada

en parte por la PTH y el 1,25-dihidroxicolecalciferol.

Las hormonas sexuales juegan un papel importante sobre el hueso. Los estrégenos
inhiben la resorcidon d6sea y estimulan la formacidon del hueso. Actuan sobre los
osteoblastos directamente, modulando su proliferacién vy diferenciacién, vy
aumentando la secrecién de citoquinas que, a su vez, actuarian de forma paracrina
estimulando o inhibiendo la actividad de los osteoclastos. También tienen accién
directa sobre los osteoclastos modulando su actividad. Mas recientemente se ha
comprobado que los estrégenos pueden aumentar los niveles de osteoprotegerina
(OPG), proteina inhibidora de la resorcién producida por los osteoblastos, por lo que
podrian jugar un papel importante en la regulacidon de la osteoclastogénesis. Esta
actividad explicaria la pérdida de hueso ligada al hipoestrogenismo tras la menopausia.
Por su parte, los androgenos tienen un efecto fundamentalmente anabdlico, de forma
gue facilitan la accion osteoblastica e inhiben la resorcion 6sea al disminuir la secrecion

de citoquinas como las interleuquinas 6y 8 (IL-6 y 8).

Entre los factores locales involucrados en el remodelado dseo se encuentran factores de

crecimiento, prostaglandinas y citoquinas:

Los factores de crecimiento son polipéptidos que regulan la replicacion y la funcidn de
las células sobre las que actuan y pueden ejercer su funcidén de forma local y sistémica.
Algunos ejemplos son: el factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-1), el factor de
crecimiento epidermoide (EGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor
de crecimiento transformante B (TGF- B), el factor de crecimiento derivado de

plaguetas (PDGF) y las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP) [14].

Las prostaglandinas regulan el remodelado 6seo de manera local.
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= Las citoquinas son péptidos de pequefio tamafio que presentan funciones reguladoras
sobre la formacidn, resorcion dsea y la respuesta inmune. Algunos ejemplos son las
interleuquinas (IL-1, IL-6, IL-11...), factores estimulantes de colonias (M-CSF y GM-CSF)

y el factor de necrosis tumoral (TNF).

Es importante destacar que existe una estrecha interrelacién entre la actividad y el
desarrollo de osteoblastos y osteoclastos. Los osteoblastos regulan la diferenciacion vy la

actividad de los osteoclastos mediante el sistema RANK/RANKL/OPG.

El RANKL es un potente factor de resorcidn sintetizado por los osteoblastos y por células
del sistema inmune. Se expresa como proteina de membrana, pero también como proteina
libre secretada [15] y fue identificada como parte de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral (TNF) [16-19]. El RANKL, producido por el osteoblasto, se une al receptor RANK
situado en la superficie de los osteoclastos y promueve la proliferacion, diferenciacion,
supervivencia y fusion de las células precursoras de osteoclastos, para activarlas hacia
osteoclastos maduros e inhibir su apoptosis [16,17]. Para ello, es indispensable, la expresién

del M-CSF por los osteoblastos del estroma, en una accion sinérgica [20]. (Figura 7).

Los osteoblastos sintetizan también la osteoprotegerina (OPG), que protege al hueso y
bloguea los efectos del RANKL, modulando negativamente la activacion y desarrollo de los

osteoclastos. [21] (Figura 8).

Los efectos bioldgicos de la OPG son antagdnicos a los ejercidos por el RANKL vy, por

tanto, el remodelado 6seo depende del equilibrio entre ambos [13].

Por su parte, las hormonas, las citoquinas y los factores de crecimiento actuarian sobre
los receptores en los osteoblastos y otras células para inducir la produccién del RANKL.
Algunos de estos factores también suprimen la produccién de la OPG por los osteoblastos,
aumentando el ratio RANKL/OPG. Ademas de PTH, otros agentes pro-resortivos que regulan
la expresion de RANKL/OPG incluyen las interleuquinas IL-1, IL-7 e IL-17; TNFa,

glucocorticoides y vitamina D. Por otro lado, muchas moléculas que inhiben la resorcion dsea,
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como los estrégenos, el IFNy, el TGFb y las interleuquinas IL-4 e IL-13, también han

demostrado regular el balance RANKL/OPG.

Figura 7: Unién del RANKL al RANK para iniciar la osteoclastogénesis.
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El principal papel fisiolégico del sistema RANK/RANKL/OPG es la regulacion del
remodelado dseo, interviniendo en un amplio rango de enfermedades dseas en las que se
produce un desequilibrio entre formacién y resorcién. Por ejemplo, en la enfermedad de
Paget se han identificado mutaciones de los genes del RANKL y la OPG, pero el aspecto mas
investigado es el papel del sistema RANK/RANKL/OPG en la osteoporosis postmenopausica.
Para su tratamiento, se autorizo el uso de Denosumab, un anticuerpo monoclonal anti-RANKL

[13].

También se ha podido observar la implicacidon de este sistema en la artritis reumatoide,
generando una temprana activacion del RANKL y una supresion de la OPG en las articulaciones
inflamadas. El uso de Denosumab en esta enfermedad ha mostrado utilidad terapéutica no
solo reduciendo la pérdida dsea, sino también protegiendo frente a la erosidon dsea y el dafio

estructural.

Igualmente se ha visto como las células cancerosas en metastasis 6seas son capaces de
aumentar el ratio RANKL/OPG, estimulando la resorcidén dsea y permitiendo a las células
cancerosas crecer dentro del hueso. Lo mismo que ocurre en el mieloma multiple, cuyas
células son incluso mas destructivas para el hueso. En los pacientes con mieloma multiple
encontramos concentraciones mas bajas de OPG que los controles y el anticuerpo Denosumab

ha mostrado efectos antirresortivos persistentes.

En el cancer de prdstata, la OPG podria usarse para el diagndstico y progresion precoz
de la enfermedad. Los pacientes con cancer de prdstata que responden a la terapia
antiandrogénica presentan niveles de OPG significativamente mas bajos vy, por ello, la OPG
podria convertirse en un marcador util en el tratamiento de estos pacientes. Denosumab ha
demostrado aumentar la densidad mineral ésea y reducir la incidencia de nuevas fracturas

vertebrales en estos pacientes con cancer de préstata que reciben terapia antiandrogénica.
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111.2.3 MARCADORES DE REMODELADO OSEO:

Los marcadores bioquimicos de remodelado éseo miden los productos generados
durante el proceso de formacion o degradacion de la matriz ésea y pueden determinarse en
sangre y orina. Nos permiten cuantificar las actividades formadora y resortiva del hueso vy, por

tanto, el grado de riesgo para el desarrollo posterior de fracturas.

Los marcadores dseos que miden la actividad osteoblastica se denominan de formacion
y los que derivan del nimero o la actividad de los osteoclastos son los Ilamados marcadores

de resorcion.

Dicha medida se puede realizar desde dos puntos de vista: a) determinacion de los
productos especificos sintetizados por las células dseas (osteocalcina, fosfatasa alcalina,
propéptidos del procolageno, fosfatasa acida tartrato resistente...) y b) determinacion de los
componentes del hueso vertidos a la circulacion durante la resorcion désea (calcio,

hidroxiprolina, piridinolinas, telopéptidos...).

111.2.3.1 MARCADORES DE FORMACION OSEA:

El osteoblasto realiza dos funciones fundamentales dentro del proceso de formacion del

hueso:

1. Sintesis de proteinas de la matriz.

2. Mineralizacién de la matriz dsea.

Entre las proteinas sintetizadas por el osteoblasto estan el colageno y la osteocalcina.
Por cada molécula de colageno | que sintetiza el osteoblasto se produce una molécula de
propéptido aminoterminal de procoldgeno | (PINP) y otra de propéptido carboxiterminal
procolageno | (PICP). Los niveles de osteocalcina, PINP y PICP en suero nos serviran, por lo
tanto, como indices cuantitativos de la actividad del osteoblasto. Por otra parte, en el proceso
de mineralizacidn désea esta directamente implicada la fosfatasa alcalina liberada por los

osteoblastos.
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Los marcadores de formacién dsea que mads se utilizan en la actualidad son:

o Fosfatasa alcalina total.

o Isoenzima ésea de la fosfatasa alcalina.

o Osteocalcina.

o Propéptido carboxiterminal del procolageno I.

o Propéptido aminoterminal del procoldgeno |

A continuacién, me voy a centrar en los marcadores de formacién dsea que he utilizado

para el desarrollo de esta tesis.

1. Osteocalcina:

La osteocalcina (BGP, “Bone Gla-Protein”), es una proteina sintetizada por los
osteoblastos que contiene 49 aminodacidos. Se caracteriza por la presencia en su
secuencia, en posiciones 19, 21 y 24, de tres aminoacidos gamma-carboxiglutamicos (Gla),
formados por gamma-carboxilacion del acido glutdmico, reaccién dependiente de la

vitamina K (Figura 9).

Figura 9: Proceso de formacion de la molécula de osteocalcina. Tomada de Marcadores bioquimicos
de remodelado dseo. Plataforma de experiencia en salud ésea por M Rubert, 2012.
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La osteocalcina se une a la fase mineral del hueso a través de los residuos “Gla” (los
dos grupos quimicos -COO~ se unen a los Ca%*). Por ello, cuando esta proteina es liberada

por el osteoblasto, una parte pasa al suero, y otra se une a la fase mineral del hueso.

La osteocalcina se ha utilizado desde los afios 80 como marcador bioquimico de
formacion 6sea debido a que la parte de esta proteina que pasa al suero es directamente
proporcional a la cantidad sintetizada por el osteoblasto [22]. Es importante tener en
cuenta que, ademas de la osteocalcina intacta, en el suero existen una serie de fragmentos
de esta proteina derivados del metabolismo periférico y procedentes también de la
degradacion del hueso [23]. Los antisueros utilizados en los inmunoanalisis no son capaces
de detectar estos fragmentos metabdlicos con la misma especificidad que a la propia BGP,
por ello, los resultados obtenidos dependerdn del método utilizado [24]. Actualmente
existen anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente contra determinadas
regiones de la molécula de osteocalcina, que son capaces de reconocer la molécula intacta
y/o un determinado tipo de fragmento. A la hora de cuantificar la BGP, es fundamental
realizar los estudios completos utilizando siempre la misma técnica de medida ya que se
ha visto que cada método tiene diferente especificidad frente a los fragmentos circulantes

de osteocalcina y, por tanto, los resultados obtenidos podrian presentar variaciones.

También es importante tener en cuenta la inestabilidad de la BGP a temperatura
ambiente a la hora de realizar su medicién. En un tiempo pequeiio (1-2h), si el suero no se
ha congelado inmediatamente, un porcentaje alto de la BGP intacta se degrada a otros
fragmentos mas pequefos. El fragmento amino-terminal medio es el mayoritario que se
obtiene y si el método de cuantificacion utilizado no es capaz de detectarlo se obtendran
cifras de BGP significativamente mas bajas que las reales. Por tanto, es importante utilizar
métodos que sean capaces de detectar este fragmento, para minimizar la infraestimacion

en la cuantificacién que supone la degradacién de la molécula a temperatura ambiente.
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2. Propéptido Aminoterminal del Procolageno | (PINP):

El colageno tipo | predomina en la matriz dsea. Se sintetiza en los osteoblastos y se
libera al exterior durante la formacién dsea en forma de un precursor, denominado

procolageno |.

La estructura del colageno | maduro es de triple hélice, formado por dos cadenas
proteicas iguales denominadas alfa-1 y otra diferente denominada alfa-2. Su precursor, el
procolageno |, se libera al exterior donde se escinden sus extremos amino y carboxi
terminales por accién de peptidasas especificas dando lugar a dos nuevas proteinas,
correspondientes a los dos extremos del procolageno, denominadas propéptido
aminoterminal del procolageno | (PINP) y propéptido carboxiterminal del procoldgeno |

(PICP), que se liberardn al suero (Figura 10).

Figura 10.: Estructura molécula de coldgeno y formacion de sus propéptidos. Tomada de
Diagndstico genético molecular en colagenopatias: importancia de la correlacion datos
genéticos-datos clinicos por J. Porta, 2020.
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La molécula de coldgeno pasa a formar parte de la matriz dsea ya sin sus extremos.
Cuanto mas coldgeno se sintetice, mas cantidad de propéptidos de procolageno pasaran
a la circulacién y, por tanto, las concentraciones de PICP y de PINP pueden considerarse

marcadores bioquimicos de formacion dsea.

La determinacion de PICP en suero se utiliza principalmente para el seguimiento del
grado de remodelado dseo en los nifios con déficit de hormona de crecimiento [25] pero
no presenta una buena sensibilidad es el estudio de las alteraciones del remodelado dseo

en la osteoporosis posmenopausica.

La determinacion rutinaria de PINP es mas reciente. Aunque segun la teoria las
sensibilidades del PINP y del PICP deberian ser similares, porque se desprende una
molécula de cada propéptido por cada molécula de colageno sintetizada, la sensibilidad
de la determinacion del PINP es muy superior a la del PICP en el estudio de la osteoporosis
[26]. Actualmente, la técnica del PINP estd automatizada por electroquimioluminiscencia

lo que ha facilitado enormemente su utilizacidn en el laboratorio clinico.

Diversos estudios demuestran que la isoenzima ésea de la fosfatasa alcalinay el PINP
son los marcadores de formacidn mas sensibles y especificos para el estudio de la
osteoporosis postmenopausica [26]. Debido a la existencia de una reaccion cruzada entre
el método de la fosfatasa alcalina dsea y la fosfatasa alcalina hepatica recomendamos la
utilizacion del PINP como marcador mas sensible y especifico en el estudio y seguimiento

de los tratamientos en la osteoporosis postmenopausica.

111.2.3.2 MARCADORES DE RESORCION OSEA:

El osteoclasto realiza dos funciones principales que dan lugar al proceso de resorcién

Osea y son contrarias a las que realiza el osteoblasto:

1) Disolucién del mineral éseo.

2) Degradacion de la matriz del hueso.
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La anhidrasa carbdnica liberando protones al medio, facilita la disolucién del fosfato

calcico (hidroxiapatita). El calcio liberado sera un indice indirecto de la tasa de destruccién del

hueso al pasar al liquido extracelular. Mientras tanto, el osteoclasto libera una serie de

enzimas: catepsina K, metaloproteinasas, fosfatasa acida tartrato resistente...

La fosfatasa acida tartrato resistente en suero es también un marcador bioquimico de

resorcién ésea. Ademas, durante la degradacidn del coldgeno se liberan a la circulacién un

gran numero de productos derivados de su rotura, desde aminoacidos como la hidroxiprolina

hasta productos complejos como los telopéptidos.

Los marcadores de resorcion ésea que se utilizan en la actualidad son los siguientes

ordenados segln la actividad o producto de degradacion medido:

R/

(@)

¢+ Actividad enzimatica del osteoclasto.

Fosfatasa acida tartrato resistente.

% Degradacion del mineral éseo.

O

R/

(@)

O

Calcio / Creatinina en orina.

+* Productos derivados de la rotura del colageno.

Hidroxiprolina en orina.
Puentes de piridolina: piridolina y desoxipiridolina.
Telopéptidos carboxiterminales del coldgeno | unidos

piridolina (ICTP).

por puentes de

Telopéptidos aminoterminales del colageno | unidos por puentes de

piridolina (NTX).

Telopéptido C-terminal de la cadena alfa 1 del colageno tipo | (CrossLaps,

CTX).

A continuacion, igual que en el caso anterior, me voy a centrar en los marcadores de

resorcion 6sea que he utilizado para el desarrollo de esta tesis.
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1. Fosfatasa acida tartrato resistente en suero:

La fosfatasa 4acida tartrato resistente es una enzima lisosomal liberada por el
osteoclasto activo. Existen otras isoenzimas de la fosfatasa acida, pero sélo la procedente
de los hematies y la dsea son resistentes al tartrato. Por ello, la determinacién de la
actividad sérica de la fosfatasa acida en presencia del anién tartrato, fosfatasa acida
tartrato resistente (FATR), en muestras de suero que no presenten hemdlisis, constituye

una medida especifica de resorcidn dsea.

La determinacidén de la FATR es una técnica sencilla, similar a la de la fosfatasa
alcalina, pero realizada en medio acido (pH = 4.8) en vez de basico y afiadiendo tartrato
sodico al medio. La técnica es econdmica y esta automatizada, pero tiene el inconveniente
de ser poco especifica debido a la presencia en el suero de otras isoenzimas de FATR
derivadas de los eritrocitos y las plaquetas, ademas, la bilirrubina interfiere en la medida

del producto final de la reaccién, de color amarillo.

Se ha demostrado que el suero contiene dos formas de FATR, la 5a y la 5b. La 5a
contiene acido sidlico y la 5b no. Las propiedades antigénicas y el pH 6ptimo de Ila
isoenzima 5b son idénticos a los de la FATR purificada de los osteoclastos humanos, y
completamente diferentes de las de la isoenzima 5a, lo que sugiere que la forma 5b es la

gue procede de los osteoclastos, y la 5a de otras fuentes no determinadas [27].

Actualmente, existe un método comercial que permite analizar especificamente la
isoenzima 5b de la FATR en suero. Los resultados obtenidos indican que la determinacién
de laisoenzima 5b de la FATR presenta mayor sensibilidad para detectar los cambios en la

resorcién que la determinaciéon de FATR total [27] en el seguimiento del remodelado dseo.

El mayor inconveniente que presenta el uso de este marcador es su falta de

estabilidad, que hace necesaria la congelacion de las muestras de suero inmediatamente

después de su obtencidn, lo que dificulta su uso.

39



Introduccion

2. Telopéptido Carboxiterminal de la Cadena alfa-1 del Colageno Tipo | (CrossLaps,

CTX):

El CTX es un producto de degradacion del coldgeno tipo I. Se trata de un fragmento
de ocho aminoacidos perteneciente a la zona telopeptidica C-terminal de una cadena alfa-
1 del colageno |. Este péptido se suele eliminar unido a un puente de piridinolina, debido
a que cuando el coldgeno aun no se ha degradado, el segundo aminoacido de esta
secuencia estd implicado en la formacion de un puente piridinolinico. Abreviadamente, lo

conocemos como telopéptido carboxiterminal o CTX (Figura 11).

Se descubrié que el fragmento de CTX puede sufrir isomerizacién. Dentro de la
secuencia de 8 aminoacidos (EKAHDGGR), la unién DG es un sitio potencial de beta-
isomerizacién [28]. En el coldgeno recién sintetizado, el CTX tiene una estructura lineal
(alfa-CTX), pero el grado de beta-isomerizacién (beta-CTX) aumenta al aumentar la edad

del colageno éseo.

En los adultos, mayoritariamente el C-telopéptido se encuentra en la forma beta.
Por ello, cuando se determina CTX en el laboratorio nos referimos implicitamente a beta-
CTX. Actualmente, ademas de mediante ELISA, su determinacion en suero puede

realizarse de manera automatizada por electroquimioluminoscencia.

Figura 11: Estructura del telopéptido carboxiterminal (CTX, Cross Laps). Tomada de
https://www.farestaie.com.ar/.
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111.3. LA OSTEOPOROSIS:

Historicamente la definicion de osteoporosis ha sido dificil, ya que estando basada en la
densidad mineral 6sea (DMO) podria no incluir todos los factores de riesgo para fractura,
mientras que una definicién basada en fracturas no permitiria la identificacion de poblaciones

en riesgo.

La primera reunién de consenso para establecer la definicion de osteoporosis (OP) tuvo
lugar en 1992 y en 1993 se publicé la primera declaracién por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), definiendo la osteoporosis como “una enfermedad esquelética sistémica
caracterizada por una masa 6sea baja y por el deterioro microarquitectonico del tejido 6seo,
con un aumento subsecuente en la fragilidad del hueso y susceptibilidad al riesgo de fractura”

[29,30].

Al ir comprendiendo que la densidad mineral ésea no era lo Unico importante y que se
debia tener en cuenta la resistencia ésea, la osteoporosis se redefiniéo en 2001 en una nueva
conferencia de consenso llevada a cabo en el seno del panel de expertos en la prevencion de
osteoporosis del Nacional Institutes of Health (USA): “La osteoporosis se define como un
trastorno del esqueleto caracterizado por una alteracion de la resistencia ésea [31] que
predispone a una persona a un incremento en el riesgo de fracturas”. La resistencia del hueso

refleja principalmente la integracion de la DMO vy la calidad del hueso. (Figura 12).

Se trata de una definicién operativa, probablemente con mayor utilidad para el clinico
en su practica diaria. Actualmente, el criterio que nos permitird identificar a los pacientes que
la sufren en el dia a dia asistencial es la obtencién en una densitometria de una puntuacion T
inferior a -2,5 [32]. El mayor inconveniente en la osteoporosis es la falta de signos de alerta
previos a la aparicion de fracturas lo que hace que muchos pacientes no sean diagnosticados
en las fases tempranas y puedan ser tratados de forma precoz y efectiva. Se ha comprobado
gue el 95% de los pacientes que presentan una fractura por fragilidad no tenian un diagnéstico
previo de osteoporosis [33]. La osteoporosis es una enfermedad que produce un aumento de

la morbilidad en los pacientes que la sufren, generando en ellos un deterioro en la calidad de
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vida, ademas aumenta la mortalidad y conlleva a un importante consumo de recursos

sociosanitarios de todo tipo [32,34].

Figura 12: Imagen microscopica del hueso normal y osteopordatico.

Osteoporosis

Los pacientes que presentan fracturas por fragilidad han mostrado un deterioro en la
calidad de vida vy, el temor a sufrir nuevas fracturas los hace mas propensos a la depresion.
Todo ello condiciona una menor puntuacion en muchas de las esferas valoradas en los

cuestionarios de calidad de vida [35,36].

Existen numerosas enfermedades o la medicacion utilizada para tratarlas que son
capaces de producir osteoporosis e incrementar el riesgo de fractura. En estos casos
hablariamos de una osteoporosis secundaria. Las fracturas por fragilidad incrementan el
riesgo de sufrir otras fracturas [37,38]. Por ejemplo, después de sufrir una fractura vertebral

el riesgo de padecer una nueva fractura en una vértebra aumenta entre 7 y 10 veces [39,40].

Diversos estudios demostraron que los pacientes que sufren fracturas por fragilidad
tienen un aumento de la mortalidad, tanto en estudios descriptivos donde se recoge la
mortalidad asociada a las fracturas osteopordticas, como en estudios de cohorte, en los que

se observa que los pacientes fracturados tienen una mayor mortalidad si se comparan con los
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controles de su misma edad y sexo que no han tenido fracturas [32]. Asi, algunos estudios
realizados en nuestro pais han mostrado que la mortalidad de la fractura de la extremidad
proximal del fémur es del 6-10% en el primer mes, pero si se realiza un seguimiento de estos
pacientes, la mortalidad aumenta hasta el 30% en el primer afio tras la fractura y llega hasta

el 40% a los 2 aios [41].

Desde el punto de vista socioecondmico las fracturas osteoporéticas suponen una carga
de gran magnitud. Es una enfermedad que afecta a 150-200 millones de personas en el
mundo. Aproximadamente la mitad de estos pacientes pertenecen a paises desarrollados. Se
estima que entorno al 33% de las mujeres mayores de 50 ainos va a sufrir osteoporosis. Hoy
en dia la osteoporosis sigue estando infradiagnosticada y muchos pacientes permanecen sin
tratamiento a pesar de tener fracturas reconocidas. Ademads de su elevada mortalidad y
morbilidad la osteoporosis genera costes socioecondmicos importantes. El calculo de este
coste es dificil y sesgado pero dichos costes se pueden dividir en directos e indirectos. Entre
los directos estan los debidos a hospitalizacién, cuidados ambulatorios y farmacéuticos y
dentro de los indirectos nos encontramos la pérdida de produccidon del paciente o de los

familiares que los atienden [34].

111.3.1 FISIOPATOLOGIA:

En |la osteoporosis se produce una disfuncion de las unidades de remodelado éseo que
a su vez se debe fundamentalmente a dos tipos de alteraciones. La primera consiste en el
establecimiento de un “balance negativo”; la segunda en un aumento del nimero de unidades

de remodelacién, que da lugar a un “aumento del recambio 6seo”.

e En el adulto joven existe un balance dseo “cero” debido la cantidad de hueso que forman
los osteoblastos en cada unidad de remodelacion ésea es igual a la que han destruido
previamente los osteoclastos. Sin embargo, alrededor de los 40 afios, la cantidad de hueso
formada por los osteoblastos comienza a ser menor que la destruida por los osteoclastos.

Esto se conoce como “balance negativo”. Dependiendo de la masa dsea inicial, de la
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cuantia del balance negativo, y de la edad de la persona, dicha pérdida puede dar lugar a

la osteoporosis.

A la disminucion de la actividad de los osteoblastos propia de la edad, existe un aumento
de la actividad de los osteoclastos que en las mujeres se relaciona con la disminucién de
los estrogenos. La falta de estas hormonas probablemente también inhibe la actividad
formativa por favorecer la apoptosis de los osteoblastos, intensificando el balance

negativo [32].

El aumento del nimero de unidades de remodelacién cuando éstas se encuentran en
balance negativo supone un aumento del nimero de puntos del esqueleto en los que se
pierde masa 0sea, y por tanto acelera su pérdida. De hecho, el aumento del recambio es
el responsable de la mayor cantidad de masa ésea perdida. La menopausia es el mejor
ejemplo de aumento del recambio por la deplecion de estrogenos que implica. A él se debe
la aceleracion de la pérdida de masa dsea que sigue a la menopausia, y en definitiva es el

mecanismo responsable de la “osteoporosis postmenopausica” [32].

111.3.2 CLINICA Y DIAGNOSTICO:

La osteoporosis es una enfermedad asintomatica. La sintomatologia que presenta esta

condicionada por las fracturas. No existe relacién clinica entre la osteoporosis y la artrosis o

la fibromialgia y si estos procesos coinciden en un paciente, se debe al azar.

La fractura por fragilidad constituye la principal complicacion clinica de la osteoporosis

[42]. Las fracturas por fragilidad mas frecuentes se localizan en columna vertebral, mufieca y

cadera. Suelen clasificarse de modo general como vertebrales y no vertebrales. Entre las no

vertebrales se incluyen ademas las de humero, pelvis, costillas y otras de frecuencia menor.

No suelen incluirse como osteopordticas las fracturas de dedo, craneo y se duda de las de

tobillo [43].
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Las manifestaciones clinicas de las fracturas suelen incluir dolor, impotencia funcional y
deformidad [44]. La fractura vertebral es la mas prevalente y su manifestacion mas tipica es
un dolor agudo, intenso, localizado en columna, que se exacerba con los movimientos y
disminuye con el reposo. En un estudio multicéntrico realizado en Espafia, en mujeres
postmenopadusicas que acudian a la consulta de Medicina Interna por dolor crénico de
espalda, se observd que existia al menos una fractura vertebral no diagnosticada previamente
en el 15,8% de las mismas [45]. También puede observarse, la pérdida de estatura y el
desarrollo de cifosis dorsal [46]. En el estudio anterior, las mujeres con fractura vertebral

tenian un promedio de 3 cm menos de estatura que las mujeres del grupo control.

La fractura mas grave es la de cadera que suele estar desencadenada por una caida.
Aunque sin datos que la apoyen, se ha generalizado la creencia popular de que, en presencia
de una osteoporosis importante, el paciente se fractura la cadera estando de pie y que
después cae. La mayor tasa de mortalidad asociada a la osteoporosis esta relacionada con la
fractura de cadera y representa uno de los mayores costes sociales de esta enfermedad. Las
causas de muerte son diversas y en muchos casos no se relacionan directamente con la
fractura. La mortalidad es del 20-30% en el primer afo, aumentando el riesgo de muerte de 2
a 10 veces por encima de lo esperado en la poblacién de similares caracteristicas [47]. La
mayor parte de los pacientes necesitan intervencidn quirurgica. Pero, las repercusiones de
una fractura de cadera no se limitan a su tratamiento hospitalario, sino al deterioro de la
calidad de vida que hace que en muchos casos los pacientes no sean capaces de llevar una

vida independiente.

Segun los criterios establecidos por la OMS en 1994 (Figura 13), la Unica técnica
aceptada y reconocida como “patrén oro” para medir la DMO, es la densitometria o absor-
ciometria de rayos X de doble energia (DXA). Esta prueba mide la cantidad de mineral dseo
contenido en un cierto volumen de hueso al pasar una dosis baja de rayos X con dos grados

diferentes de energia a través del hueso.

Actualmente estd cuantificada la relacion entre la masa dsea y el riesgo de fractura por

fragilidad; el riesgo relativo aumenta entre 1,5 y 3 por cada desviacion estandar (DE) de
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disminucion de masa dsea, comparada con la media de la poblacién joven del mismo sexo (T-
score). De esta manera, segun la OMS, el paciente presentara osteoporosis cuando tenga una
DMO por debajo de 2,5 respecto a la media de referencia de un adulto joven del mismo sexo

y etnia.

Figura 13: Criterios densitométricos de la OMS. Se indican las desviaciones estdndar de la DMO frente
al pico maximo de masa dsea.

Criterios Densitométricos de la O.M.S.

Baja masa Oseau Osteopenia

Osteoporosis

En la practica clinica habitual, la definicion de osteoporosis de la OMS es poco operativa
ya que muchas fracturas por fragilidad se producen en pacientes con un T-score > -2,5. Por
ello, la National Bone Health Alliance ha propuesto considerar el diagndstico de OP en mujeres
postmenopausicas y en varones> 50 afios con fractura femoral por fragilidad,
independientemente del valor de la DMO, asi como ante una fractura de bajo impacto

vertebral, del himero proximal o de la pelvis, si se constata un T-score <-1,0 [48].
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111.3.3 OSTEOPOROSIS POSTMENOPAUSICA:

La menopausia supone la condicién de riesgo mas importante para la osteoporosis. En
el mundo occidental la mujer pasa mas de la tercera parte de su vida en menopausia por la
elevada esperanza de vida. Este hecho justifica que la prevalencia de esta enfermedad haya
aumentado de forma notable en los ultimos anos. La deprivacién estrogénica supone una
ausencia de freno a la accion de los osteoclastos y esto conlleva una pérdida acelerada del
hueso trabecular (alto remodelado éseo). Esta accion, junto con el hecho de que el pico de
masa 0sea en la mujer es mas precoz y de menor cuantia que en el vardn justifica, en gran
medida, que la osteoporosis sea mucho mas frecuente en el sexo femenino. El riesgo es mayor
cuanto mas precoz es la edad de la menopausia, y mucho mas intenso cuando la deprivacion
hormonal es brusca, como ocurre en la menopausia quirdrgica [49]. A continuacion, vamos a

explicar este mecanismo con detalle.

El déficit estrogénico hace mas sensible el hueso a las hormonas resortivas y, en
concreto, a la PTH. El aumento de la resorcidn conlleva un aumento del calcio plasmatico y
una disminucién de la PTH, lo que genera, de manera secundaria una disminucién de la sintesis
renal de 1,25-dihidroxicolecalciferol que implica una reduccidn de la absorcién intestinal del
calcio. Esto desencadena un balance negativo del calcio y un incremento de la resorcion dsea,

aumentando la excrecion de calcio a nivel urinario.

Ademas, la disminucidn de los niveles de progesterona va a favorecer una discreta
acidosis respiratoria, inducida por alteraciones del sistema nervioso central, que favorece la
filtracion del calcio. Como consecuencia del aumento de la filtracién del calcio a través del
rifdn, se producird un aumento de las concentraciones de la PTH intentando prevenir la
perdida de calcio. Este aumento de la PTH favorece un aumento de la actividad destructora
de la masa dsea, lo cual generara antes o después, si no consigue frenar, una osteoporosis y

un aumento del riesgo de fractura.

Cuando ya ha aparecido la menopausia, el equilibrio existente en la homeostasis dsea

se va a ver alterado, produciéndose un desequilibrio importante entre los diferentes factores
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involucrados en el metabolismo de los osteoclastos/osteoblastos. Esto da lugar a un aumento
del recambio 6seo y una perdida acelerada del esqueleto, aumentando asi el riesgo de
fractura. En la figura 14 podemos observar cémo va disminuyendo la DMO a medida que

avanza la edad de la mujer.

La ausencia de estrogenos conlleva una disminucion del nimero y actividad de los
osteoblastos y un aumento del nimero y actividad de osteoclastos. Esto se traduce en un
incremento del numero de unidades de remodelado éseo y una mayor aceleracion de la

pérdida de masa Osea.

La ausencia de estrégenos también genera una serie de cambios en la secrecion de

citocinas y hormonas locales:

= Aumento de la secrecion de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF alfa)
responsables de la atraccidn de los preosteoclastos y la activacién de los osteoclastos,

aumentando asi la resorcion dsea.

= Disminucidn de la expresidon de OPG. La OPG neutraliza la actividad del RANKL vy, por

tanto, bloquea la transformacion de los macréfagos en osteoclastos.

= Estimulacion de la diferenciacion de precursores osteoclasticos, M-CSF.

Figura 14: Pérdida de densidad dsea
en mujeres con la edad. Tomada de
https://www.msdmanuals.com/

Densidad osea

MENOPAUSIA

| | | | 1 | | |
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111.3.4 CLASIFICACION DE LA OSTEOPOROSIS:

Segun sus caracteristicas clinicas podemos distinguir dos grandes grupos de

osteoporosis: la osteoporosis primaria y la secundaria.

e Osteoporosis primarias: Son aquellas en las que no se identifica ninguna enfermedad que

las justifique directamente [49,50]:

» Tipo | (postmenopdusica): Es la debida a la pérdida de estrégenos. Se produce entre
los 51 y los 75 afios y se caracteriza por una pérdida acelerada y desproporcionada
del hueso trabecular (alta remodelacion 6sea). Causa mayoritariamente las
fracturas vertebrales por compresion. Se observa disminucion de la actividad PTH
para compensar el aumento de la resorcidn dsea. El tratamiento antirresortivo es

eficaz para frenar la pérdida dsea.

» Tipo |l (senil): Afecta a personas mayores de 70 afios como consecuencia de un
déficit de la funcion de los osteoblastos (bajo remodelado éseo). Otros factores
etiopatogénicos son: sedentarismo-inmovilizacion, peor absorcion intestinal de
calcio, menor insolacién y trastornos nutricionales que ocasionan déficit de
vitamina D e hiperparatiroidismo secundario. Se asocia con fracturas de cuello
femoral, porcién proximal del humero y pelvis, por afectarse tanto el hueso cortical
como el trabecular. El tratamiento antirresortivo es menos eficaz en este tipo de
OP. Algunos autores han argumentado en contra de este tipo de clasificacion, dado
que la pérdida désea asociada al envejecimiento parece ser asintomatica y la
morbilidad de la osteoporosis seria exclusivamente secundaria a las fracturas que

ocasiona [51].

e Osteoporosis secundarias: Son aquellas que son consecuencia o bien una manifestacion
de otras enfermedades o de su tratamiento. Algunas de las causas mas importantes son

[52]:
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v’ Trastornos alimentarios y digestivos: ingesta baja en calcio, déficit de vitamina D,
anorexia nerviosa, malabsorcion, enfermedad de Crohn, gastrectomias, reseccién
intestinal, hepatopatias cronicas, alcoholismo crénico...

v" Endocrinopatias y enfermedades metabodlicas: hiperparatiroidismo,
hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, hipogonadismo ovarico o testicular,
diabetes, hemocromatosis, acidosis metabdlica renal...

v' Enfermedades genéticas: osteogénesis imperfecta, homocistinuria, hipofosfatasia,
sindrome de Marfan...

v" Enfermedades reumadticas: artritis reumatoide, lupus, polimialgia reumatica, otras

conectivopatias, distrofia simpatica refleja y en general todas las enfermedades

sistémicas que recibe también tratamiento con corticoides.

Nefropatias: insuficiencia renal crénica, trasplantados renales...

Neoplasias: osteomalacia oncogénica.

Enfermedades hematoldgicas: mieloma, leucemia, macroglobulinemia...

Enfermedades respiratorias: EPOC, asma (utilizacion de corticoides) ...

Abuso de tdxicos: tabaco, alcohol, cafeina...

AR N N NEEN

Inmovilizacion prolongada: muy frecuente en los pacientes de edad avanzada (el
hueso necesita estimulo mecanico para su formacion y remodelado)

v" Farmacos: glucocorticoides, heparina, barbituricos, anticomiciales,
guimioterdpicos, psicétropos, indometacina, algunos diuréticos, hormonas

tiroideas...

111.3.5 TRATAMIENTOS FRENTE A LA OSTEOPOROSIS:

El objetivo de dicho tratamiento es reducir la incidencia de fracturas en los pacientes,
evitando la aparicién de osteoporosis con medidas preventivas o tratando la enfermedad una

vez que se ha instaurado. Los objetivos se pueden resumir en los siguientes puntos [53]:

e Prevenir las fracturas.

e Optimizar el desarrollo del esqueleto y maximizar el pico de masa dsea.
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e Prevenir la pérdida de masa 0sea, en especial en los periodos en los que esta
acelerada.

e Preservar la integridad del esqueleto.

e Mejorar la calidad de vida.

e Disminuir la morbilidad y la mortalidad.

El tratamiento de la osteoporosis es multidisciplinar e incluye tanto medidas no
farmacoldgicas, de salud publica, aplicables a toda la poblacién, como medidas

farmacoldgicas, mayoritariamente terapias antirresortivas.

» Tratamientos no farmacoldgicos: Se basan en medidas preventivas de aplicacion a
toda la poblacién y haciendo énfasis en las mujeres osteopénicas y osteoporadticas.
Estas medidas abarcan un estilo de vida saludable, incluyendo dieta equilibrada y
ejercicio fisico regular, evitar el tabaco, limitar el consumo de alcohol e implementar

medidas para la prevencién de caidas.

» Calcio y vitamina D: Son dos compuestos fundamentales para el metabolismo dseo y
el correcto desarrollo del esqueleto. A continuacién, hablaremos de ambos con

detalle.

» Tratamientos farmacoldgicos: Segin su mecanismo de accion los podemos dividir en

[52,53]:

1. Inhibidores de la resorcién:

o Calcitonina: Inhibe la actividad osteoclastica. Se utiliza la hormona sintética o
la extraida de otros organismos como el salmén. Se administra intranasal y
reduce el riesgo de fracturas vertebrales. Presenta efecto analgésico en el

tratamiento del dolor agudo en fracturas vertebrales.

Actualmente esta retirada del mercado por sus efectos secundarios.
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o Terapia hormonal sustitutiva (THS): Reemplaza la deprivacion hormonal por el

cese de la actividad ovarica. Su mecanismo de accién consiste en inhibir la
resorcion y el turnover 6seo que se produce durante la menopausia.
Actualmente se utiliza en los primeros afios de la menopausia para mejorar el

sindrome climatérico.

o Bifosfonatos: Compuestos analogos de los pirofosfatos inorganicos que inhiben
la capacidad resortiva de los osteoclastos evitando la unidon de estos a la
superficie 6sea. Han demostrado evidencia de eficacia en reduccion de
fracturas, rapidez de accion y seguridad, lo que permite su prescripcién y
mantenimiento por los médicos de Atencidén Primaria [52]. Ejemplos de
bisfosfonatos serian: Alendronato, Risedronato, Ibandronato y el Acido
zoledronico. Alendronato y Risendronato disminuyen el riesgo de fractura
vertebral y de cadera. Ibandronato se utiliza en el tratamiento de OP en

mujeres postmenopausicas con riesgo elevado de fractura.

El Acido zoledrénico se emplea en el tratamiento de la enfermedad de Paget y

en la OP postmenopausica.

o Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (SERMs): Son una

alternativa a la terapia hormonal sustitutiva. Son agonistas estrogénicos en los
receptores del hueso y antagonistas estrogénicos en los receptores de mama.
El raloxifeno es el SERMs mas utilizado frente a la osteoporosis.

A continuacion, hablaremos de los SERMs con detalle.

o Denosumab: Anticuerpo monoclonal recombinante humano, que se une al
RANKL. Es un potente antirresortivo que reduce el riesgo de todas las fracturas
por fragilidad. Se considera un farmaco de segunda linea, como alternativa al
alendronato y risedronato ya que se administra por via parenteral y tiene un

alto coste [54].
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2. Estimuladores de la formacion:

o Hormona Paratiroidea (PTH): Se puede encontrar como PTH intacta (1-84) o

como su analogo, la PTH recombinante humana (1-34). Se ha descrito un efecto
positivo mejorando la microarquitectura dsea y una reduccion en el riesgo de

nuevas fracturas por un mecanismo osteoformador.

3. Inhibidor de la resorcidn y estimulador de la formacidn:

o Ranelato de estroncio: Disminuye la diferenciacién y actividad osteoclastica y

aumenta la replicacion de células preosteoblasticas y la sintesis de colageno.
Se ha demostrado su eficacia en la prevencién de fracturas vertebrales y no
vertebrales.

Actualmente esta retirado del mercado por sus efectos secundarios.

A continuacion, vamos a profundizar en los tratamientos que se han empleado en el

desarrollo de esta tesis: los SERMs y la suplementacidn con calcio y vitamina D.

111.3.5.1 MODULADORES SELECTIVOS DE LOS RECEPTORES ESTROGENICOS

(SERMs). BAZEDOXIFENO.

Para ejercer sus diversas acciones en los tejidos, el estradiol se une a un receptor
estrogénico celular, produce un cambio de conformacién en el mismo, y luego penetra en la
célula y con la ayuda de proteinas coactivadoras, da lugar a la sintesis de proteinas que son

las que realizan su accion [55,56] (Figura 15).

Los moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (SERMs) fueron un
descubrimiento muy importante en el campo de la medicina. Son agentes sintéticos no
esteroideos que se unen también al receptor estrogénico, modificandolo y produciendo una
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posterior transcripcién, pero con la peculiaridad de que pueden actuar como agonistas o
antagonistas estrogénicos dependiendo del tipo de tejido [57,58]. (Figura 16). El mecanismo
de accién de los SERMs es a través de los dos tipos de receptores estrogénicos (o y B). En
general, tienen actividad agonista en el higado, tubo digestivo, esqueleto y corazén y
antagonista en la mama. En el Utero, unos SERMs se comportan como agonistas y otros como
antagonistas [55]. Existen un gran numero de proteinas co-reguladoras que modulan la accién
de los SERMs sobre la expresidn génica y contribuyen a la farmacologia tejido-especifica de

los mismos [55].

Figura 15: Mecanismo de unidn del estradiol al receptor estrogénico y produccion de proteinas
especificas que expresardn el efecto del estradiol en los diferentes tejidos.
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El Tamoxifeno es un SERMs que se utiliza como antiestrégeno mamario para el
tratamiento y prevencién del cancer de mama, pero posee actividad agonista estrogénica en
el utero, pudiendo inducir hiperplasia endometrial. El Raloxifeno se ha utilizado en Ia
prevencion y tratamiento de la osteoporosis y previene el cdncer de mama, pero tiene cierta
actividad estrogénica [59]. El bazedoxifeno (BZA) es un SERMs de 32 generacidn con efectos
agonistas sobre el hueso y efectos favorables adicionales sobre los lipidos, el Gtero y el tejido
mamario [60,61]. En la (Figura 17) mostramos la estructura quimica del estradiol y la del

bazedoxifeno.

Figura 16: Unidon de los SERMs al receptor estrogénico. Inducen a la activacion de un «elemento de
respuesta alternativa del ADN» que activa o inactiva la transcripcion genética y, con ello, la respuesta
deseada.
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Debido a su accidén agonista estrogénica sobre el hueso, el Raloxifeno y el Bazedoxifeno
se han utilizado y se utilizan en el tratamiento de la osteoporosis. El Bazedoxifeno tiene la
ventaja de una mayor seguridad endometrial, de tal modo que se utiliza también ampliamente
junto con estrégenos equinos conjugados para el tratamiento de la endometriosis [62,63,64].
Se ha demostrado que su utilizacién prolongada produce una disminucidn en la aparicién de
nuevas fracturas vertebrales y un descenso del riesgo de fracturas no vertebrales en mujeres
de alto riesgo, considerando como tales aquellas con una DMO de cuello femoral con
puntuacion T inferior a -3,0 y/o 1 fractura vertebral severa o 2 fracturas vertebrales

moderadas [65].

La osteoporosis al ser una enfermedad crdnica necesita un tratamiento de larga
duracion, por ello, es necesario el empleo de medidas individualizadas y el uso de
tratamientos secuenciales. Dichos tratamientos secuenciales consisten en disefiar estrategias
que mantengan un farmaco el tiempo suficiente para conseguir sus beneficios con los minimos
riesgos y la maxima adherencia. El tratamiento farmacoldgico debe irse cambiando a lo largo
de la vida de la mujer para adaptarse asi a las necesidades clinicas y metabdlicas propias de

cada momento [66].
En esta tesis vamos a profundizar en los efectos producidos por el bazedoxifeno sobre
la calidad 6sea en un modelo experimental de ratas ovariectomizadas que, por lo tanto, se

encuentran en un estado de osteopenia.

Figura 17: Estructura quimica del estradiol y bazedoxifeno.

Estradiol
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111.3.5.2 SUPLEMENTACION CON CALCIO Y VITAMINA D.

El calcio es un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de un esqueleto sano.
Es necesaria una ingesta de calcio de 700- 1.000 mg/dia en la infancia; 1.300 mg/dia desde los
9 a los 18 afios; y 1.000 mg/dia desde los 19 hasta los 50 afios; incrementando a 1200 mg/dia

a partir de la menopausia en mujeres y a partir de los 70 afios en hombres.

La forma mas natural y eficiente de recibir el aporte calcico necesario es a través de la
dieta. Los alimentos que contienen mayor proporcién de calcio son los productos lacteos, los
pescados azules en conserva, las judias y las almendras. Se recurrird al uso de los suplementos
calcicos en aquellos casos en los que no se pueda realizar una ingesta minima de calcio a través
de la alimentacién. En la actualidad, existen en el mercado multiples preparados de sales

calcicas, algunos con vitamina D incorporada [53].

La vitamina D es un compuesto imprescindible en el metabolismo 6seo. Una adecuada
exposicién solar, tomar el sol al menos 15 minutos diarios, en la cara, los brazos y el escote es
suficiente, en la mayor parte de los casos, para mantener niveles de vitamina D adecuados en
sangre. En otras circunstancias, en cambio, si es aconsejable administrar 800 Ul de vitamina D

diarios [67] como son:

e Pacientes con osteoporosis.

e Personas mayores de 65 afios con riesgo de fractura.
e Personas con déficit de vitamina D.

e Personas con una exposicién solar limitada.

e Personas con un aporte de calcio inadecuado (menos de 700-800 mg diarios).

Una dieta equilibrada en cuanto a los contenidos en principios inmediatos y calorias es

imprescindible para mantener una buena salud désea [53].

Los estudios coinciden en la necesidad de asegurar un aporte adecuado de calcio como
factor fundamental en cualquier tratamiento de OP [67]. Asi, en los pacientes en tratamiento
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farmacoldégico para la OP se deben utilizar suplementos de calcio y vitamina D por varias

razones.

En primer lugar, porque todos los estudios de referencia realizados para establecer la
reduccion del riesgo de fracturas por fragilidad se han realizado administrando a los pacientes
un suplemento de calcio y vitamina D [68]. Tendremos que reproducir las mismas condiciones
clinicas del estudio para obtener los mismos resultados por los que el farmaco fue aprobado

para su uso en los pacientes.

En segundo lugar, la mayor parte de los pacientes que padecen osteoporosis y fracturas
por fragilidad tienen hipovitaminosis D y no ingieren las cantidades recomendadas de calcio

establecidas por consenso [69].

Por ultimo, la suplementacidn con calcio y vitamina D ha mostrado eficacia en poblacién
>65 afos institucionalizada reduciendo el riesgo de fractura no vertebral y de forma mas
marginal de fractura de cadera [70,71]. Este efecto depende en gran parte de la dosis de
vitamina D (2800UlI diarias) y es mas evidente a mayor edad y niveles mas bajos de vitamina
D [70]. Los suplementos de calcio y vitamina D no disminuyen el riesgo de fractura vertebral

[70].

Existen datos contradictorios sobre la eficacia de la vitamina D en la prevencion de
caidas. Algunos resultados indican que los suplementos de vitamina D, con y sin calcio, son
eficaces en la prevencion de caidas [72], especialmente en ancianos con déficit de vitamina D
[73]. Otros estudios no demuestran este efecto beneficioso de la vitamina D [74] e incluso la

administracion de dosis altas anuales podria aumentar el riesgo de caidas [75].
A pesar de la controversia, es aconsejable la administraciéon de al menos 1.000 Ul/dia

de vitamina D3 y de 600 mg/dia de calcio a todos los pacientes en tratamiento para la

osteoporosis.

58



Introduccion

En esta tesis vamos a analizar los efectos producidos por los suplementos de calcio y

vitamina D sobre la calidad 6sea en un modelo experimental de ratas ovariectomizadas.

111.4 LA RATA OVARIECTOMIZADA COMO MODELO DE
OSTEOPOROSIS POSTMENOPAUSICA.

Para desarrollar nuevos tratamientos farmacoldgicos contra la osteoporosis se han
utilizado modelos animales en los que se induce artificialmente la osteoporosis con técnicas
como la ovariectomia, utilizada en nuestro experimento [76]. La OMS y la Food and Drug
Administration (FDA) establecieron en sus guias clinicas unos criterios, para regular la
utilizacién de modelos de animales de experimentacién en la evaluacidn preclinica de

farmacos en el tratamiento de la osteoporosis [77,78].

La rata ovariectomizada constituye el modelo animal mas utilizado en el estudio de la
osteoporosis postmenopausica [79]. La deprivacion estrogénica que se produce al extirpar los
ovarios de la rata reproduce fielmente los cambios que ocurren cuando la mujer entra en la
menopausia a nivel de densidad mineral dsea, marcadores bioquimicos, microarquitectura
0sea y biomecanica. De igual forma, la rata ovariectomizada presenta una excelente respuesta

frente a los farmacos usados para tratar la osteoporosis [80,81].

Nuestro estudio comenzd con ratas hembra de 6 meses de vida que equivaldria
aproximadamente a 30-35 afios en los humanos [82]. El tratamiento se mantuvo durante 8
meses, finalizando con ratas de 14 meses que podrian equipararse a mujeres de unos 60 anos.
La comparacién entre ambas especies es siempre aproximada. Debemos tener en cuenta que
los 8 meses de tratamiento en la rata corresponderian con un tratamiento a largo plazo en la

mujer.
Es importante destacar que, dentro de los modelos animales utilizados en el estudio de

la osteoporosis, la rata es de los que presenta mayor sencillez en su manejo y requiere menos

espacio vital, asi como, un precio asequible.
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En nuestra tesis, la rata ovariectomizada ha sido el modelo experimental utilizado para

evaluar la eficacia de diferentes tratamientos frente a la OP.

1.5 COMENTARIOS FINALES A LA INTRODUCCION.

El hueso es un tejido dindmico sometido a un continuo proceso de destruccién
(resorcion) y de formacion. En la vida adulta la tasa de formacion es igual a la de resorcion,
por lo que mantiene su masa, pero existen diversas condiciones patoldgicas en las que una de

las actividades supera a la otra, produciéndose un hueso defectuoso.

Debido la gravedad del problema, desde su descubrimiento se han ido desarrollando

diversos tratamientos para contrarrestar los efectos de la osteoporosis sobre el hueso.

Dado que la caracteristica mas importante de la osteoporosis es la existencia de un
hueso descalcificado, desde el principio, se pensé que la aportacion de calcio y vitamina D
seria con seguridad un remedio para esta enfermedad. Todavia se utiliza muchas veces,
especialmente al comienzo de la enfermedad y por motivos econdmicos. Por otra parte, en
todos los ensayos clinicos sobre los tratamientos de la osteoporosis postmenopausica, se

administra calcio mas vitamina D al grupo placebo.

La falta de estradiol es la causa mas frecuente de la osteoporosis postmenopdausica vy,
por ello, también se utilizd el estradiol como tratamiento de esta patologia. Al cabo de un
tiempo se observaron efectos secundarios y se abandoné este tratamiento. Los moduladores
selectivos de los receptores estrogénicos (SERMs) vinieron a sustituir al estradiol, ya que eran
medicamentos que se unian al receptor del estradiol y producian acciones en el hueso,
similares a las de dicha hormona. Los SERMs se han utilizado mucho en el tratamiento de la
osteoporosis postmenopausica, aungque algunos tienen el inconveniente de activar en exceso
los receptores del utero produciendo efectos secundarios no deseados. La investigacion de
los SERMs ha progresado durante estos ultimos afios, llegando a los de tercera generacién con

efectos en el hueso y sin efectos en el Utero. Uno de ellos es el bazedoxifeno.
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La rata ovariectomizada ha sido utilizada como modelo experimental de osteoporosis
postmenopausica a lo largo de muchos afios y su uso en trabajos de experimentacion ha sido

recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud.

Teniendo en cuenta todo lo presentado hasta este punto, proponemos para esta tesis

doctoral los siguientes objetivos.
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Objetivos

Los objetivos de este trabajo son:

e Estudiar el efecto producido sobre la calidad ésea por el tratamiento a largo plazo con
BAZEDOXIFENO (SERM de 32 generacidn) en un modelo experimental de osteoporosis
postmenopausica, la rata ovariectomizada.

e Estudiar el efecto producido sobre la calidad 6sea por el tratamiento de CALCIO +
VITAMINA D, en un modelo experimental de osteoporosis postmenopdausica, la rata

ovariectomizada.

Los efectos producidos sobre la calidad 6sea serdn evaluados mediante la determinacién
de la densidad mineral ésea, el estudio del remodelado 6seo, el analisis de parametros

microestructurales y el estudio de las propiedades biomecanicas del hueso.
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V.1 ACCION DEL BAZEDOXIFENO (BZD).

V.1.1 DISENO DEL EXPERIMENTO.

Se utilizaron 45 ratas Winstar hembras de 6 meses de edad del animalario de la
Fundacion Jiménez Diaz que fueron mantenidas en condiciones estables de temperatura de
222 C, ciclos de 12 horas de luz y oscuridad y con acceso libre a comida y agua. La comida se

administré mediante una dieta completa para ratas y ratones, SAFE A04 (Augy, France).
El peso medio de las ratas al comienzo del estudio fue de 333,6 £ 32 g.
Las ratas se dividieron al azar en 3 grupos:

1. Grupo SHAM (n=15) Ratas en las que se simulé la ovariectomia.
2. Grupo OVX (n=15) Ratas ovariectomizadas.

3. Grupo OVX + BZD (n=15) Ratas ovariectomizadas a las que se les administré 0.33

mg/kg/dia de bazedoxifeno mediante sonda oral durante 8 meses.

El tratamiento comenzd el dia posterior a la ovariectomia y se mantuvo durante 8
meses. Todos los tratamientos se realizaron de acuerdo con los Estdndares Comunitarios
Europeos sobre el cuidado y uso de los animales de laboratorio y fueron aprobados por el
Comité Etico del Investigacién Animal del Instituto de Investigacidn Sanitaria de la Fundacién

Jiménez Diaz.

o CRONOGRAMA EXPERIMENTO:

1. Ovariectomia:

o Partimos de 45 ratas Winstar de 6 meses de edad.

o Serealiza la ovariectomia de 30 ratas. Las otras 15 quedan como grupo control SHAM.
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2. Tratamiento:

Materiales y métodos

o Tratamiento con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno por sonda oral a 15 ratas

ovariectomizadas durante 8 meses desde el dia posterior a la ovariectomia.

o Los grupos SHAM y OVX no fueron tratados.

3. Sacrificio:

o Se sacrifican las 45 ratas, a los 8 meses del comienzo del experimento.

4. Realizaciéon de densitometrias, marcadores de remodelado éseo, microtomografia

computarizada y biomecdnica.

o Realizacion de las densitometrias déseas de los fémures izquierdos y columnas

vertebrales.

o Realizaciéon de los marcadores de remodelado éseo.

o Envio de los fémures izquierdos para

la realizacion de la microtomografia

computarizada a la Universidad de Oviedo, y de los fémures derechos para la

realizacion de los estudios de biomecanica.

5. Analisis de los resultados.

& meses & meses
N
> |
Nacimiento Tratamiento DMO Analisis
con BZD 7 P P resultados
g d remodelado dseo
S oV Sacrificio Micro-CT
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V.1.2 OVARIECTOMIA, SACRIFICIO Y OBTENCION DE MUESTRAS.

Las ratas fueron anestesiadas para la cirugia mediante inyeccién intramuscular de 0.7
mL de una mezcla 1:2 de 2 g/ml de hidrocloruro de Xilacina (Rompun®) y 50mg/ml de
Ketamina (Ketolar®). Una vez anestesiadas, fueron inmovilizadas de las cuatro extremidades
y se rasurd la zona a intervenir. La posicidn final del animal fue decubito supino, apoyado sobre

el dorso o espalda.

La cirugia de ovariectomia bilateral se realizd a través de una incision abdominal.
Previamente se inmovilizé al animal y se le rasurd el abdomen. Para la extirpacién de los
ovarios se identificaron los cuernos uterinos, que estan fijados al ovario por un extremo y al
Utero por otro. Se establecieron las ligaduras a ambos lados del ovario, seccionando y
extirpando los mismos. Una vez extirpados los ovarios se suturé la incisién realizada (Figura

18 a-c).

Figura 18: Cirugia de ovariectomia.

Figura 18a: Incision e identificacion cuernos uterinos.
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Figura 18b: Ligadura y extirpacion ovarios. Figura 18c: Sutura de la incision.

El farmaco que se administré fue Conbriza® (Pfizer). La dosis se calculé en base al
tratamiento indicado para la osteoporosis en humanos, 20 mg/dia via oral. De este modo, la
dosis de Bazedoxifeno empleada en nuestras ratas fue 0,33 mg/kg/dia mediante sonda oral.

El vehiculo utilizado fue 0.3 ml de agua destilada en cada animal.

El tratamiento comenzd un dia después de la ovariectomia y se mantuvo durante 8
meses. Transcurridos los 8 meses de tratamiento, se pesaron las ratas y se sacrificaron

mediante exanguinacion por puncidn cardiaca bajo anestesia con isofluorano (Forane®).

Mediante puncidon cardiaca se obtuvieron las muestras de sangre, que fueron
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos para obtener el suero (Figura 19). Dicho suero,
se separ6 en alicuotas y congeld a -802C hasta la posterior determinacién de los pardmetros

de remodelado dseo.

Las ratas fueron congeladas -202C, tras la extraccidn de su sangre, hasta la medicion de
la densidad mineral ésea. El dia previo a la realizacion de dicha medicidn las ratas se metieron
en una nevera a 49C para su descongelacidon. Una vez descongeladas, se amputaron los
fémures derechos e izquierdos con la ayuda de pinzas y bisturi (Figura 20). Una vez extraidos
y limpios se realiz6 la densitometria mineral dsea de los fémures izquierdos y columnas

vertebrales a nivel de L2, L3 y L4.
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Figura 19: Exanguinacion mediante puncion cardiaca.

V.1.3 DENSITOMETRIAS OSEAS:

Se procedié a la determinacion de la densidad mineral dsea (DMO) del fémur izquierdo
y de la columna vertebral a nivel de L2, L3 y L4, por densitometria de doble energia de rayos
X (DEXA). Para ello se utilizé un aparato denominado Piximus (Hologic, QDR-1000 TM), que es

un densitémetro especifico para animales y muestras pequefas (Figura 21).
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Para realizar la DMO femoral se utilizd el fémur izquierdo limpio y para determinar la
DMO lumbar se colocéd a cada rata en posicion de decubito ventral escaneando las tres
vertebras completas (L2, L3, L4). Los resultados de la DMO de la columna se expresaron como
la media de los valores obtenidos en cada una de las 3 vértebras. Los coeficientes de variacion

de esta técnica intra e interensayo son de < 0,53% y <1,2 % respectivamente.

Tras esta medicion, los fémures izquierdos se envolvieron en gasas empapadas con
suero fisioldgico y se mantuvieron congelados a -202C hasta la realizacion de la
microtomografia computarizada. Los fémures derechos se envolvieron en gasas empapadas
con suero fisioldgico y se mantuvieron congelados a -20°C hasta la realizacidon del test
biomecdnico. Se ha comprobado como en estas circunstancias, el hueso no muestra
variaciones significativas en sus propiedades mecanicas durante al menos 7 u 8 meses. De
igual modo, no se han observado variaciones cuando las muestras se someten hasta en 5

ocasiones a periodos cortos de congelacion- descongelacion [83].

Figura 21: Aparato Piximus realizando la

DMO lumbar de la rata.
[ e !l.-‘-‘ 3 e
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V.1.4 MARCADORES BIOQUIMICOS DE REMODELADO OSEO:

Las muestras de sangre se descongelaron para determinar los marcadores bioquimicos

de remodelado 6seo.

V.1.4.1 MARCADORES BIOQUIMICOS DE FORMACION OSEA:

o Osteocalcina (BGP):

Se utilizdé un inmunoensayo colorimétrico (ELISA) comercial especifico para la
determinacion de los niveles de osteocalcina en nuestras ratas (Rat-MID™ Osteocalcin). La
técnica consiste en la unidon competitiva de un anticuerpo monoclonal a la osteocalcina

soluble en el suero problema o a osteocalcina inmovilizada en las paredes de los pocillos.

El primer paso es una pre-incubacidn, que consiste en que la osteocalcina biotinilada
se inmoviliza en las paredes de los pocillos de las microplacas mediante su unién a
estreptavidina. Los pocillos son lavados, para posteriormente pipetear una solucion con
anticuerpos anti-osteocalcina junto a los sueros estandar, control o los sueros problema con

concentraciones de osteocalcina desconocidas.

Tiene lugar una competicion entre la osteocalcina de dichos sueros y la osteocalcina
de las paredes de los pocillos en su unidn a los anticuerpos monoclonales. Tras esta primera
incubacidn, los pocillos son lavados de nuevo. En una segunda incubacién, una solucién de
peroxidasa conjugada con inmunoglobulinas antilgG se anade a los pocillos, uniéndose asi a
las inmunoglobulinas que previamente se habian ligado con la osteocalcina de las paredes
de los pocillos. Después de un tercer lavado, se afiade TMB (tetrametilbencidina), sustrato
cromoégeno de la peroxidasa, enzima que se encuentra unida al anticuerpo secundario de las
paredes de los pocillos. Posteriormente, la reaccion es detenida con acido sulfurico. La
absorbancia obtenida en esta reaccidn cromdgena es inversamente proporcional a la

concentracion de osteocalcina en cada muestra.
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La sensibilidad del ensayo es de de 50 ng/mL vy los coeficientes de variacion intra e

interensayo <5,0% y <6,6% respectivamente.

o Prépeptido aminoterminal del procoldgeno | (PINP):

Se utilizé un enzimoinmunoensayo (ELISA) comercial especifico para determinar las
concentraciones de PINP en nuestras ratas (Rat/Mouse PINP). El ensayo no presenta

reactividad cruzada con el PINP humano.

La técnica se basa en un enzimoinmunoensayo competitivo que utiliza un anticuerpo

policlonal de conejo, anti-PINP que va unido a la superficie de micropocillos de poliestireno.

Durante la pre-incubacion, el PINP biotinilado se fija en una placa con estreptavidina
pegada. De esta forma, el PINP de las muestras competira con el PINP biotinilado por unirse
al anticuerpo anti-PINP de la superficie, uniéndose menos PINP biotinilado a las paredes de
los pocillos cuanto mayor sea la concentracion de PINP en nuestras muestras.
Posteriormente, se procede al lavado del poliestireno para retirar el PINP no unido al
anticuerpo de superficie. Para completar la reaccion se afiade avidina marcada con
peroxidasa. De esta forma, la avidina se unira al complejo biotina del PINP externo y el resto
serd lavado. Por ultimo, se revela el ELISA mediante un sustrato cromégeno de la peroxidasa,
como es la tetrametilbencidina (TMB). Esta reaccion se detiene con acido clorhidrico. La
reaccion cromégena se mide por absorbancia a 450 nm, siendo inversamente proporcional

a la concentracion de PINP de nuestra muestra.

La sensibilidad del método es de de 0,7 ng/mL y los coeficientes de variacion intra e

interensayo <5% y <8,2% respectivamente.
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V.1.4.2 MARCADORES BIOQUIMICOS DE RESORCION OSEA:

o Isoenzima 5b de la Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP-5b):

Se utilizé un inmunoensayo (ELISA) comercial especifico de rata (RatTRAP™ Assay) para

determinar la concentracion de FATR-5b en sangra de rata.

La técnica se basa en un enzimoinmunoensayo colorimétrico que utiliza anticuerpos

monoclonales altamente especificos para la isoenzima 5b de la TRAP.

Un anticuerpo monoclonal anti- TRAP-5b se incuba en los pocillos de la placa de ELISA
recubiertos de IgG. Dicho anticuerpo se une a la IgG de los pocillos. Después de una etapa
de lavado, los calibradores, controles y problemas se afiaden a los pocillos y se incuban,
uniéndose la TRAP-5b presente en dichas muestras al anticuerpo anti-TRAP-5b. La actividad
anti- TRAP-5b se determina con un sustrato cromogénico (p-nitrofenil fosfato),
produciéndose un color amarillo proporcional a la cantidad de enzima presente en la

muestra. La reaccion se detiene afiadiendo a los pocillos NaOH.

La TRAP-5b es la especifica de la actividad resortiva osteoclastica y se detecta
Unicamente su forma activa, es decir, aquella que ha sido recientemente liberada a la
circulacion y no las formas mas antiguas (inactivas o fragmentadas). De esta forma, nuestro
ensayo nos da una buena estimacion de la tasa de resorcion ésea en el momento de la

extraccién sanguinea.

La sensibilidad del ensayo es de 0,1 U/L y los coeficientes de variacién intra e

interensayo del método son <5% y <5,5 % respectivamente.
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o Telopéptido carboxiterminal del colageno tipo | (CTX):

Se utilizé un inmunoensayo (ELISA) comercial especifico para ratas (RatLaps CTX-ELISA)

para determinar los niveles de CTX en sangre de rata.

La técnica se basa en un ELISA competitivo, en el que se utiliza un antigeno sintético
biotinilado, similar al CTX de rata, y dos anticuerpos, un anticuerpo primario policlonal de

conejo y un anticuerpo secundario anticonejo conjugado con peroxidasa.

La primera parte consiste en una pre-incubacidon con un antigeno sintético biotinilado
en una placa con estreptavidina pegada. Después de esta incubacion, se lava la placa y se
afiade la muestra junto con el anticuerpo primario. Durante la incubacién, el antigeno
sintético unido a la placa competira con el CTX soluble de la muestra, por unirse al anticuerpo
primario. Se lava y se aflade el anticuerpo secundario que esta conjugado con peroxidasa.
Por ultimo, se revela el ELISA mediante un sustrato cromogénico, la TMB, que da color. Esta
reaccion se para con acido sulfurico. Se mide la absorbancia a 450 nm en un
espectrofotdmetro. La absorbancia medida serd inversamente proporcional a la

concentracion de CTX de la muestra.

La sensibilidad del ensayo es de 2,0 ng/ml y los coeficientes de variacion intra e

interensayo del método son <5,6% y <10,5% respectivamente.

V.1.5 MICROTOMOGRAFIA COMPUTARIZADA (MICRO-CT).

Los fémures izquierdos de las ratas se enviaron a la Universidad de Oviedo para el
estudio de microarquitectura dsea a partir de las imagenes de microtomografia
computarizada (micro-CT) adquiridas en las muestras de hueso. Dicho analisis se realizd en

la metafisis distal del fémur y en un anillo de hueso cortical de la diafisis del mismo.
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Todas las muestras se escanearon en un microtomografo de rayos X de sobremesa
modelo SkyScan 1174 (Bruker, Kontich, Bélgica). Las muestras se colocaron con el eje largo
perpendicular al suelo del portamuestras y a la fuente de rayos X. Las imdagenes se

obtuvieron en las siguientes condiciones:

e Voltaje de la fuente de rayos X: 50 KV

e Intensidad de la fuente de rayos X: 800 pA

e Utilizacion de filtro de aluminio de 1 mm

e Resolucién: 17,1 um

e Paso de rotacion de la muestra: 0.4°

e Rotacion total: 180°

e Tiempo de exposicion: 11000 ms

e Tiempo aproximado de escaneado por muestra: 3h 50 min.

e Se obtuvieron 930 tomogramas en formato TIFF de cada muestra.

La correccién de campo plano se llevé a cabo al principio de cada escaneo. Los
tomogramas obtenidos del escaneado de las muestras se reconstruyeron mediante el
algoritmo de Feldkamp modificado [84] en la aplicacién NRecon version 1.6.9.16 (Bruker

microCT, Kontich, Bélgica). Los parametros éptimos seleccionados fueron los siguientes:

e Ring artefact reduction: 8
e Beam hardening correction: 30
e Smoothing: 1

Los parametros de escaneo y de reconstruccion utilizados fueron los mismos para
todas las muestras. Tras la reconstruccion, se seleccionaron mediante la aplicacion CTAn
versién 1.14.4.1 (Bruker, Kontich, Bélgica) dos volumenes de interés (VOI) distintos en los

gue realizar la determinacién de las propiedades microestructurales.

En el caso del hueso trabecular, se seleccioné un volumen de interés (VOI)

comenzando a 1 mm del cartilago de crecimiento de la metafisis distal del fémur (tomado
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como seccion de referencia) y ocupando 3,4 mm en direcciéon proximal (un total de 200

imagenes), excluyendo para el analisis el hueso cortical. (Figura 22).

Figura 22: Zonas del hueso analizadas en la microtomografia computarizada.
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Para el analisis de hueso cortical, se vuelve a tomar como referencia el cartilago de
crecimiento de la metafisis distal, comenzando el VOI a 14 mm del mismo y abarcando 2,5
mm (150 imagenes). (Figura 22). El analisis estructural de los VOI se lleva a cabo con el
software proporcionada con el equipo (CTAn versién 1.14.4.1). Una vez obtenidos los
resultados de los parametros microestructurales, se utilizé el programa CTVol 2.2.3.0
(Bruker, Kontich, Bélgica) para visualizar los modelos tridimensionales creados con CTAn

mediante el algoritmo Marching cubes 33.
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V.1.5.1 PARAMETROS MORFOMETRICOS HUESO TRABECULAR.

Para el hueso trabecular se determinaron los parametros morfométricos estandar de

hueso esponjoso mediante un andlisis en 3D de las trabéculas.

Todos los parametros se hallaron siguiendo las recomendaciones de nomenclatura de

histomorfometria adoptada por ASBMR (American Society for Bone and Mineral Reserach):

¢ Relaciones de superficies y volumen:

e La fraccion volumétrica 6sea (BV/TV) refleja a la perfeccion la pérdida o ganancia
de hueso en los distintos grupos. Se obtiene a partir de los indices morfométricos
basicos volumen de hueso (bone volume, BV) y volumen de interés total (total

volume of interest, TV). Se expresa comuinmente en porcentaje.

e La superficie total del hueso trabecular (BS), se mide mediante triangulacién de la
superficie del objeto mediante el algoritmo marching cubes. Su relacién con el
volumen de interés analizado se conoce como densidad de la superficie dsea
(BS/TV). Se expresa en mm-1, al ser el cociente entre una unidad de superficie y

una unidad de volumen.

e La superficie especifica 6sea (BS/BV) expresa la relacion entre la superficie total
del hueso trabecular con el volumen ocupado Unicamente por hueso mineralizado.

Al igual que la variable anterior se expresa en mm-1.

% indices métricos directos:

e El grosor trabecular (Tb.Th) Se calcular a partir de un método que ocupa con
esferas la estructura analizada por transformacién de la distancia. Se expresa
habitualmente en mm o pum.
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La separacion trabecular (Tb.Sp), se calcula del mismo modo, pero esta vez

ocupando las cavidades medulares. Se expresa en mm o pum.

El nimero de trabeculas (Th.N) implica el nimero de veces que se atraviesan las
trabéculas por unidad de longitud por una via arbitraria a través del volumen de
interés. El método consiste en lanzar una linea que atraviese la regidn de interés y

contar cuantas veces atraviesa trabéculas. Se expresa en mm-1.

Las distintas variables se midieron directamente en las imagenes 3D de las trabéculas

utilizando métodos descritos en la literatura [85,86].

K/

+ indices no métricos directos:

El factor de patrén trabecular (Th.Pf) describe cuantitativamente la conectividad
trabecular. Es un indice de conectividad inverso (a mayor valor de Th.Pf menos
conectadas estdn las trabéculas) basado en el calculo de un indice de convexidad o
concavidad relativa de la superficie dsea total, en el cual, la concavidad de las
superficies trabeculares implica conectividad, mientras que la convexidad indica

estructuras desconectadas y aisladas. Se expresa en mm-1 [87].

El indice de modelo estructural (SMI) indica la prevalencia relativa de trabéculas en
forma de placa (plate-like) o en forma de tubo (rod-like), indicando mayor
presencia de placas cuanto mas se acerca el valor a cero. Se define en un intervalo
de valores de 0 a 3, donde 0 es una estructura en forma de placa ideal y 3 un

cilindro.

La densidad de conectividad (Conn.D), indica el nuimero de conexiones
redundantes entre estructuras trabeculares por unidad de volumen, expresada en

mm-3 [88].
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e El grado de anisotropia (DA) es una medida de la simetria del objeto o de la
presencia/ausencia de estructuras alineadas en una determinada direccion. Se

trata de una variable adimensional. Cero es la isotropia total y 1 la anisotropia total.

V.1.5.2 PARAMETROS MORFOMETRICOS HUESO CORTICAL.

En la region cortical se realizan dos andlisis distintos. El primero, la separacion endostio-
periostio, nos permite calcular el volumen total, el volumen de hueso y el volumen medular.

En el segundo, reportamos la porosidad del hueso cortical.

X/

«+» Separacion endostio-periostio:

e El volumen total de la seccién transversal dentro del periostio (VIP) es el valor
medio del volumen ocupado por hueso y médula 6sea en las secciones
transversales analizadas. Se expresa en mm3.

Un valor bajo de VIP nos indica que hay menos formacion dsea y mas reabsorcion

y, al contrario, si nos encontramos con un valor alto.

e El volumen de hueso cortical (Ct.BV) es el valor medio del volumen ocupado por

hueso en las secciones transversales analizadas. Se expresa en mm3.

e El volumen medular (Md.V) es el valor medio del volumen ocupado por la médula
Osea en las secciones transversales analizadas. Se expresa en mm3. Este valor nos
indica lo contrario que VIP.

+* Porosidad:

e El volumen del hueso cortical excluyendo los poros (Ct.BV).
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e El ratio entre la superficie cortical y el volumen del hueso cortical sin poros
(Ct.BS/BV).

e Laporosidad del hueso cortical (Ct.B.Po).

e El espesor de los poros (Ct.Th).

e El didmetro del poro (Ct.Po.Dm).

V.1.6 BIOMECANICA.

Los fémures derechos de las ratas permanecieron congelados a -802C y se
descongelaron con anterioridad al ensayo mecanico para una correcta preparacion. El ensayo
se realizd en una maquina universal de ensayos. Se configurd un ensayo de flexion a 3 puntos
[89,90]. El fémur se colocd horizontalmente sobre dos soportes, aplicando una fuerza por la
parte superior en el centro del hueso. La flexidon provoca fuerzas de traccion y alargamiento

en la cara convexa del hueso, y fuerzas de compresién y acortamiento en la cara concava.

La distancia entre soportes fue de 17,6 mm y el didmetro de indentador de 5,6mm. La
fuerza se aplico en la direccién perpendicular al eje del hueso, en la region de la diafisis, con
una velocidad de aplicacion de 10mm/min (0.17 mm/s). Se obtuvo una curva carga-
desplazamiento para cada muestra y se calculo el diametro de la diafisis a partir del promedio

de 6 medidas diferentes, para minimizar el efecto de la variabilidad.

La curva carga- desplazamiento nos proporciona informacion acerca de las propiedades
mecanicas extrinsecas o estructurales del hueso (Figura 23). Dichas propiedades incluyen:

fuerza maxima, desplazamiento maximo, rigidez extrinseca y trabajo de rotura.

Pero para poder comparar materiales distintos entre si, es necesario una

estandarizacion de dicha curva obteniendo la curva tensidn- deformacién, en la que se miden
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las propiedades intrinsecas o materiales del hueso (Figura 24). Estas propiedades abarcan:

esfuerzo maximo, deformacién maxima, médulo de Young y tenacidad [91].

Figura 23: Curva carga/ desplazamiento.
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V.1.6.1. PARAMETROS BIOMECANICOS ANALIZADOS.

A partir de la curva resultante de cada experimento se han determinado diferentes

parametros indicadores de las caracteristicas mecanicas de las muestras [92].

- Fuerza maxima de flexiéon en el momento del fallo mecanico
- Desplazamiento en el momento del fallo mecanico

- Rigidez extrinseca

- Energia de rotura

- Tensién mdaxima

- Deformacion maxima

- Moddulo de Young

V.2 ACCION DEL CALCIO + VITAMINA D.

V.2.1 DISENO DEL EXPERIMENTO.

Se realiz6 un segundo experimento, similar al anteriormente descrito, utilizando 45
ratas Winstar hembras de 6 meses de edad del animalario de la Fundacién Jiménez Diaz que
fueron mantenidas en condiciones estables de temperatura de 222 C, ciclos de 12 horas de luz
y oscuridad y con acceso libre a comida y agua. La comida se administréo mediante una dieta
SAFE A04 completa para ratas y ratones, que contenia 7.3 g/kg de calcio y 1000 Ul/kg de

vitamina D3.

El peso medio de las ratas al comienzo del estudio fue de 333,6+ 32 g.
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Las ratas se dividieron al azar en 3 grupos:

1. Grupo SHAM (n=15) Ratas en las que se simuld la ovariectomia.
2. Grupo OVX (n=15) Ratas ovariectomizadas.

3. Grupo OVX + (Ca + Vit D) (n=15) Ratas ovariectomizadas a las que se les administré 25
mg/kg/dia de Natecal D Flash® con sonda oral durante 8 meses. Natecal D Flash® esta
compuesto de carbonato de calcio and colecalciferol. 25 mg de Natecal D Flash®

equivalen a 10 mg de calcio y 6,7 Ul de vitamina D.

Ambos tratamientos comenzaron el dia posterior a la ovariectomia y se mantuvieron

durante 8 meses.

Todos los tratamientos se realizaron de acuerdo con los Estandares Comunitarios
Europeos sobre el cuidado y uso de los animales de laboratorio y fueron aprobados por el
Comité Etico del Investigacidon Animal del Instituto de Investigacién Sanitaria de la Fundacion

Jiménez Diaz.

o CRONOGRAMA EXPERIMENTO:

1. Ovariectomia:

o Partimos de 45 ratas Winstar de 6 meses de edad.

o Serealiza la ovariectomia de 30 ratas. Las otras 15 quedan como grupo control SHAM.

2. Tratamiento:

o Tratamiento con 25 mg/kg/dia de Natecal D Flash® por sonda oral a 15 ratas

ovariectomizadas durante ocho meses desde el dia posterior a la ovariectomia.
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o Los grupos SHAM y OVX no fueron tratados.

Sacrificio:

o Se sacrifican las 45 ratas trascurridos los ocho meses.

Realizacion de densitometrias, marcadores de remodelado dseo, microtomografia

computarizada y biomecanica.

o Realizacion de las densitometrias déseas de los fémures izquierdos y columnas
vertebrales.

o Realizacién de los marcadores de remodelado dseo.

o Envio de los fémures izquierdos para la realizacion de la microtomografia
computarizada y la biomecanica a la empresa QUIBIM S.L (Valencia), y de los fémures

derechos para los estudios de biomecanica.

Analisis de los resultados.

4 meses 8 meses
N N
| |
Nacimiento Tratamiento v' DMO Analisis
con Ca+ Vit D 7 Rfirevidoris resultados
remodelado dseo
OVX Sacrificio ' pficro-CT
o M L]

v" Biomecdnica
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V.2.2 OVARIECTOMIA, SACRIFICIO Y OBTENCION DE MUESTRAS.

Se realiza la cirugia de ovariectomia de la misma manera que en el experimento con

bazedoxifeno. Ninguna rata murio tras la intervencion.

El farmaco que se administré fue Natecal D Flas® (ltalfarmaco). La dosis fue calculada
utilizando como base el tratamiento indicado para la osteoporosis en humanos, que es 1200
mg de calcio y 800 Ul de colecalciferol (vitamina D3) al dia via oral. De este modo, la dosis
empleada en las ratas fue 25 mg/kg/dia de Natecal D Flash® mediante sonda oral. El vehiculo

utilizado fue 0.3 ml de agua en cada animal.

El tratamiento comenzd un dia después de la ovariectomia y se mantuvo durante 8
meses. Transcurridos los 8 meses de tratamiento, se pesaron las ratas y se sacrificaron

mediante exanguinacion por puncion cardiaca.

El proceso de extraccion y congelacion de sangre fue igual al realizado en el primer

experimento con bazedoxifeno, asi como, la conservacién de las ratas.

V.2.3 DENSITOMETRIAS OSEAS.

La densidad mineral dsea (DMO) se determind in situ en la columna vertebral a nivel de
L2, L3 y L4 y en los fémures izquierdos por DEXA del mismo modo ya descrito en el primer

experimento (pagina 70).

V.2.4 MARCADORES BIOQUIMICOS DE REMODELADO OSEO:

En las muestras de sangre se determinaron marcadores bioquimicos de remodelado
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0seo ya explicados anteriormente en el experimento con bazedoxifeno (paginas 72-75). Se
determinaron osteocalcina y PINP como marcadores de formacién 6sea y TRAP- 5b y CTX

como marcadores de resorcion dsea.

V.2.5 MICROTOMOGRAFIA COMPUTARIZADA (MICRO-CT).

Los fémures izquierdos de las ratas tratadas con Calcio + Vitamina D se mandaron a
estudiar a QUIBIM S.L. (Quantitative Imaging Biomarkers in Medicine) en Valencia. Se estudio
la microarquitectura dsea a partir de las imagenes de microtomografia computarizada (micro-

TC) adquiridas en las muestras de fémur de rata recibidas.

El analisis de la microarquitectura dsea se realizé en las regiones de la cabeza femoral,

trocanter y metdfisis distal del fémur.

Se realizaron las adquisiciones de microtomografia computarizada en un equipo GE para
muestras in vitro (eXplore Locus SP®, General Electric, EE. UU.) utilizando tecnologia de
detectores planos con haz cénico (cone beam CT). Dichas imagenes se dividen en elementos
cubicos pequefios llamados voxels. La resolucion espacial de las adquisiciones fue isotrépica

con voxeles de 50x 50x 50 um [93,94].

Se realizé una sola adquisicion de micro-TC a cada uno de los fémures (Figura 25). Las
imagenes se exportaron en formato DICOM para su analisis mediante técnicas de postproceso

de imagen y extraccion de biomarcadores.

La segmentacion de las imagenes de micro-TC se realiz6 mediante el posicionamiento
de una regién de interés (ROI) rectangular y su propagacion automatica al resto de cortes,
verificando en todo momento que las regiones segmentadas contuvieran exclusivamente

hueso trabecular y médula, excluyendo el hueso cortical. Se segmentaron 3 regiones
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diferentes en cada fémur: cabeza femoral, trocanter y metafisis femoral distal (cercana a

rodilla).

Se utilizo el algoritmo de Otsu para umbralizar las intensidades, quedando finalmente

clasificada la imagen 3D exclusivamente en voxeles pertenecientes o no al hueso esponjoso

[95].

V.2.5.1 PARAMETROS MORFOMETRICOS HUESO TRABECULAR.

Para el hueso trabecular, se determinaron los pardmetros morfométricos estandar de
hueso esponjoso siguiendo las recomendaciones de nomenclatura de histomorfometria

adoptada por ASBMR.

Los parametros calculados ya han sido descritos anteriormente (paginas 78-80).

e La fraccién volumétrica ésea (BV/TV).
e El grosor trabecular (Th.Th)
e Laseparacion trabecular (Th.Sp).

e Elnumero trabecular (Th.N).

Ademas, se calcularon ademas propiedades de irregularidad mediante el analisis de la
dimension fractal en 2D (D2D) y en 3D (D3D), que expresan el grado de complejidad de los

contornos de una estructura en el llenado de una superficie o un volumen [96].
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Figura 25: Izquierda: reconstruccion longitudinal de las imdgenes del femur en micro-TC.

Derecha: reconstruccion 3D del femur.

V.2.6 TEST BIOMECANICO:

Las muestras de hueso trabecular reconstruidas a partir de las imagenes de micro-TC se
sometieron a simulaciones de ensayos mecanicos de compresion mediante el método de los

elementos finitos.

Se realizaron simulaciones estaticas de compresidn uniaxial en los 3 ejes a las diferentes
muestras virtuales obtenidas mediante ensayo de tension-deformacién. Las propiedades del
material base se definieron a partir de las del hueso compacto (mddulo de Young, E=10 GPa;
coeficiente de Poisson, o = 0,3). En las simulaciones del ensayo de compresién se impuso un
desplazamiento nulo en los nodos de una cara y una deformacion (€) del 1% de la longitud de

la arista en el lado opuesto.

A partir de la resolucién del sistema de ecuaciones se extrajo el mddulo elastico

aparente de toda la estructura en cada una de las direcciones (Ex, Ey, Ez) [97].
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V.3 ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados de ambos experimentos fueron expresados como la media + DS de los

diferentes parametros.

Se utilizé un método no paramétrico, el test de Mann- Whitney (Programa de Software

Medcalc, Bélgica), para comparar los diferentes grupos de tratamiento.

Un valor de p< 0,05 fue aceptado como indicador de una diferencia estadisticamente

significativa.
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Resultados

VI.1 ACCION DEL BAZEDOXIFENO

VI.1.1 DENSIDAD MINERAL OSEA.

La ovariectomia produjo un descenso significativo de la densidad mineral 6sea en fémur
y columna. El tratamiento con bazedoxifeno recuperé parcialmente la densidad lumbar, pero

no tuvo efectos sobre la densidad ésea femoral (Figura 26).

Figura 26: Densidad mineral ésea femoral DMOF y densidad mineral osea lumbar
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses. Los resultados se expresan como media  desviacion estandar. Las
diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan con las letras a y b segun
el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo OVX). DMOF: OVX vs
SHAM p<0.01; OVX+BZD vs SHAM p<0.01. DMOL: OVX vs SHAM p<0.01; OVX+BZD vs
OVX p<0.05.
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VI.1.2 MARCADORES BIOQUIMICOS DE REMODELADO OSEO.

Las ratas ovariectomizadas presentaron, como era de esperar, un aumento significativo
en los marcadores de formacidn y resorcién dsea (BGP, PINP y CTX) tras la ovariectomia
comparandolas con el grupo control SHAM. El tratamiento con bazedoxifeno recuperd los
niveles basales de BGP y de PINP, sin variaciones significativas en los niveles de CTX (Figura

27).

VI.1.3 MICROARQUITECTURA OSEA.

La mayor parte de los parametros morfométricos tanto en hueso trabecular como en

hueso cortical presentaron diferencias significativas entre los grupos OVX y OVX + BZD.

VI.1.3.1 PARAMETROS MORFOMETRICOS HUESO TRABECULAR

e Relaciones de superficie y volumen e indices métricos directos:

Las ratas ovariectomizadas mostraron un empeoramiento significativo en la mayoria de
los parametros microestructurales dseos estudiados en comparacion con las ratas SHAM,
debido a la deficiencia estrogénica que presentaban. La fraccidon volumétrica ésea (BV/TV), al
igual que la densidad de superficie ésea (BS/TV) disminuyeron tras la ovariectomia,
recuperandose parcialmente después del tratamiento con bazedoxifeno (Figura 28). Dicho
farmaco, recuperd también parcialmente el aumento en la separacion trabecular (Th.Sp)
producido por la ovariectomia, asi como la disminucidn en el nimero de trabéculas (Th.N), sin

ejercer acciones sobre el espesor trabecular (Tb.Th) (Figura 29).
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Figura 27: Marcadores bioquimicos de remodelado Jdseo: Osteocalcina (BGP),

Propéptido Aminterminal del Procoldgeno | (PINP) y telopéptido carboxiterminal del

coldgenol (CTX).
BGP PINP
200 10-
180 °
8-
-El 160+ b -E‘ »
-

€ 140- €

- T a-

100 - 2l

SHAM ovX OVX + Bzd SHAM ovX OVX + Bzd

SHAM  OVX OVX + Bzd

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses, Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan
con las letras a 'y b segun el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo
OVX). BGP: OVX vs SHAM p<0.01; OVX+BZD vs OVX p<0.01. PINP: OVX vs SHAM p<0.01;
OVX+BZD vs OVX p<0.01.CTX: OVX vs SHAM p<0.01; OVX+BZD vs SHAM p<0.01.
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Figura 28: Pardmetros trabeculares métricos directos en fémur. Fraccion volumétrica

dsea (BV/TV) y densidad de superficie 6sea (BS/TV).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan
con las letras a 'y b segun el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo
OVX). BV/TV: OVX vs SHAM p< 0.01; OVX+BZD vs OVX p<0.05. BS/TV: OVX vs SHAM
p< 0.01; OVX+BZD vs OVX p<0.05.
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Figura 29: Pardmetros trabeculares métricos directos en fémur. Espesor trabecular

(Tb.Th), Separacion trabecular (Tb.Sp)y numero de trabéculas (Tb.N).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan
con las letras a 'y b segun el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo
OVX). Th.Th: OVX+BZD vs SHAM p<0.05. Th.Sp: OVX vs SHAM p< 0.01; OVX+BZD vs
OVX p<0.05. Th.N: OVX vs SHAM p< 0.01; OVX+BZD vs OVX p<0.05.
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¢ indices no métricos directos:

La ovariectomia también generé modificaciones en los pardmetros no métricos de la
morfometria trabecular ésea. Se determind el factor de patrdn trabecular (Tb.Pf ), el indice
de modelo estructural (SMI) y las variables densidad de conectividad (Conn.Dn) y el grado de
anisotropia (DA) en los grupos de ratas estudiados. El Th.Pf aumentd significativamente en las
ratas ovariectomizadas, indicando una importante pérdida de conectividad trabecular tras la
ovariectomia. El tratamiento con bazedoxifeno corrigid parcialmente esta pérdida. La
ovariectomia aumentd también significativamente el SMI, indicando una prevalencia de
trabéculas en forma de tubo, en comparacién, con las ratas SHAM con prevalencia de
trabéculas en forma de placa. El tratamieno con bazedoxifeno corrigié también parcialmente
esta variacion. El grado de anisotropia disminuyd significativamente tras la ovariectomia,
aumentando tras el tratamiento con bazedoxifeno a valores superiores a los de las ratas

controles (Figura 30).

VI.1.3.2 PARAMETROS MORFOMETRICOS HUESO CORTICAL.

Los parametros microestructurales analizados en la region cortical de los fémures de
rata no presentaron diferencias significativas entre los grupos OVXy OVX + Bzd. Se estudiaron
el volumen de hueso + médula 6sea (VIP), el volumen de hueso cortical (Ct.BV) y el volumen
medular (Md.V) en la region cortical de los fémures. El volumen de hueso + médula no parece
variar significativamente tras la ovariectomia, pero es menor en las ratas ovariectomizadas
tratadas con bazedoxifeno. El volumen de hueso cortical (Ct.BV) disminuye significativamente
tras la ovariectomia, no ejerciendo accion positiva el bazedoxifeno. El volumen de médula
Osea (Md.V) aumenta tras la ovariectomia, permaneciendo constante tras el tratamiento con

bazedoxifeno (Figura 31).
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Figura 30: Pardmetros trabeculares no métricos directos. Factor de patron trabecular

(Tb.Pf), indice de modelo estructural (SMI) y grado de anisotropia (DA).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan
con las letras a y b segun el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo
OVX). Thb.Pf: OVX vs SHAM p< 0.01; OVX+BZD vs OVX p<0.05.SMI: OVX vs SHAM
p<0.01; OVX+BZD vs OVX p<0.05.DA: OVX vs SHAM p<0.05; OVX+BZD vs OVX p<0.01.
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Figura 31: Pardmetros morfométricos hueso cortical. Volumen total de la seccion
transversal dentro del periostio que incluye, volumen de hueso + médula osea (VIP),

hueso cortical (Ct.BV) y volumen medular (Md.V) en la cortical.
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los grupos se expresan con la letra
a y se compara con el grupo SHAM. VIP: OVX+BZD vs SHAM p<0.01; CtBv: OVX vs.
SHAM p<0.05, OVX+BZD vs. SHAM p<0.05; Md.V: OVX vs. SHAM p<0.01.
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En cuanto a los parametros de porosidad del hueso cortical se estudiaron, ademas del
volumen de hueso cortical (Ct.BV) el ratio entre la superficie cortical y el volumen de hueso
cortical sin poros (Ct.BS/BV) y la porosidad del hueso cortical (Ct.B.Po). Observamos como el
volumen de hueso cortical disminuye tras la ovariectomia, no ejerciendo ninguna accién el
bazedoxifeno. La superficie relativa cortical aumenta tras la ovariectomia, normalizandose
tras el tratamiento con bazedoxifeno. La porosidad (Ct.B.Po) disminuye significativamente tras

la ovariectomia, no produciendo variaciones el tratamiento con bazedoxifeno (Figura 32).

VI.1.4 BIOMECANICA OSEA.

La cirugia de ovariectomia no supuso importantes alteraciones en la biomecanica dsea.
Analizando las propiedades biomecanicas extrinsecas de las muestras de fémur estudiadas
podemos ver como el desplazamiento maximo, la rigidez y el trabajo de rotura no varian con
la ovariectomia ni con el tratamiento con bazedoxifeno. En cambio, la fuerza maxima de
flexiéon en el momento del fracaso mecanico disminuye con la ovariectomia, como era de

esperar, sin ejercer efecto el bazedoxifeno (Figura 33).

En cuanto a las propiedades biomecanicas intrinsecas del hueso observamos como la
tensién maxima y el mdédulo de Young no se alteran con la cirugia, al contrario que la
deformacion maxima antes de la rotura que disminuye con la ovariectomia, recuperandose
muy ligeramente con el tratamiento con bazedoxifeno pero sin diferencias significativas

respecto al grupo OVX (Figura 34).
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Figura 32: Pardmetros de porosidad en hueso cortical. Volumen de hueso cortical

(Ct.BV), ratio entre la superficie cortical y el volumen del hueso cortical sin poros

(Ct.BS/BV) y porosidad del hueso cortical (Ct.B.Po).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas

utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;

OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno

durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan

con las letras a 'y b segun el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo

OVX). CtBv: OVX vs. SHAM p<0.05, OVX+BZD vs.SHAM p<0.05,Ct.BS/BV: OVX vs. SHAM

p<0.05; CtB.Po: OVX vs. SHAM p<0.001, OVX+BZD vs SHAM p<0.001.
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Figura 33: Propiedades biomecdnicas extrinsecas del hueso: fuerza mdxima,

desplazamiento mdximo, rigidez y trabajo de rotura.
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan
con las letras a y b segun el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo

OVX). Fuerza maxima: OVX vs. SHAM p<0.05, OVX+BZD vs. SHAM p<0.05.
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Figura 34: Propiedades biomecdnicas intrinsecas del hueso: tension mdxima,

deformacion madxima y mddulo de Young.
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan
con las letras a 'y b segun el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo

OVX). Deformacion mdxima: OVX vs. SHAM p<0.05
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VI.1.5 EVOLUCION DEL PESO.

Con respecto a los pesos de las ratas, al final del experimento, el grupo SHAM pesaba
380125 g, el grupo OVX 475 +30 g y el grupo tratado con bazedoxifeno 425115 g. Como era
de esperar, la ovariectomia hizo ganar peso a las ratas y el tratamiento con bazedoxifeno

amortiguo parcialmente dicha ganancia (Figura 35).

Figura 35: Pesos finales de las ratas.

Pesos finales
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/dia de bazedoxifeno
durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan
con las letras a y b segun el grupo con el que se comparen (a vs grupo SHAM, b vs grupo
OVX). Pesos finales: OVX vs. SHAM p<0.01, OVX+BZD vs. SHAM p<0.05; OVX +BZD vs.
OVX p<0.05.
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V1.2 ACCION DEL CALCIO + VITAMINA D.

VI.2.1 DENSIDAD MINERAL OSEA.

La densidad mineral dsea femoral y lumbar disminuyeron significativamente con la
ovariectomia. La administracion de Natecal D Flash® no produjo ningun cambio significativo

en la DMOF y DMOL del grupo de ratas OVX en comparacion con el grupo SHAM (Figura 36).

Figura 36: Densidad mineral 6sea femoral (DMOF) y densidad mineral ésea lumbar

(DMOL).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/dia de Natecal D
Flash® con sonda oral durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos
grupos se expresan con las letras a y b segun el grupo con el que se comparen (a vs
grupo SHAM, b vs grupo OVX). DMOF: OVX vs. SHAM p< 0.01; OVX+(Ca + Vit D) vs
SHAM p< 0.01. DMOL: OVX vs. SHAM p< 0.01; OVX+(Ca + Vit D) vs SHAM p< 0.01.
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VI.2.2 MARCADORES BIOQUIMICOS DE REMODELADO OSEO.

La ovariectomia produjo un aumento en los niveles séricos del marcador de formacion
6sea BGP y del marcador de resorcién dsea CTX/TRAP, sin variaciones en los niveles de PINP.
El tratamiento con calcio y vitamina D (Natecal D Flash®) no produjo ninguna mejora
significativa en los marcadores de remodelado dseo entre el grupo OVX y el grupo OVX + (Ca

+ Vit D) (Figura 37).

VI.2.3 MICROARQUITECTURA OSEA.

Transcurridos ocho meses desde la cirugia, muchas de las variables que determinan la
estructura osea, analizadas por microtomografia computarizada (micro-CT), fueron
significativamente diferentes en el grupo OVX en comparacion con el grupo SHAM. El grupo
OVX presenté una disminucion significativa en la fraccidn volumétrica ésea ocasionada por
un aumento significativo en la separacion trabecular y una disminucion significativa en el
nimero de trabéculas, sin cambios en el espesor trabecular. El tratamiento con calcio +
vitamina D (Natecal D Flash®) no corrigio el empeoramiento en la estructura ésea de las ratas
ovariectomizadas por lo que no se encontraron diferencias significativas entre el grupo OVX

y el grupo OVX + (Ca + Vit D) (Figura 38).

La figura 39 representa la microarquitectura dsea trabecular de los tres grupos
estudiados: SHAM, OVX y OVX + (Ca + Vit D). Podemos observar importantes diferencias
entre el grupo SHAM vy los dos grupos ovariectomizados, por tanto, el tratamiento con

Natecal D Flash® no previno la pérdida de estructura ésea producida por la ovariectomia.
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Figura 37: Marcadores bioquimicos de remodelado dseo: Telopéptido carboxiterminal

del coldgeno tipo I/Isoenzima 5b de la Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (CTX/TRAP),

osteocalcina (BGP) y propéptido aminoterminal del procoldgeno | (PINP).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas

utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;

OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/dia de Natecal D

Flash® con sonda oral durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos

grupos se expresan con la letra a (a vs grupo SHAM). CTX/TRAP OVX vs. SHAM p< 0.01;

OVX+(Ca + Vit D) vs SHAM p< 0.01; BGP OVX vs. SHAM p< 0.01; OVX+(Ca + Vit D) vs

SHAM p< 0.01.
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Figura 38: Parametros morfométricos en hueso trabecular. Fraccion volumétrica dsea

(BV/TV), espesor trabecular (Tb.Th), separacion trabecular (Tb.Sp) y numero de

trabéculas (Tb.N).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas

utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;

OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/dia de Natecal D

Flash® con sonda oral durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos

grupos se expresan con la letra a (a vs grupo SHAM). BS/TV: OVX vs. SHAM p< 0.01;

OVX+(Ca + Vit D) vs SHAM p< 0.01. Th. Sp: OVX vs. SHAM p< 0.05; OVX+(Ca + Vit D) vs

SHAM p< 0.05. Th.N: OVX vs. SHAM p< 0.05; OVX+(Ca + Vit D) vs SHAM p< 0.05.
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Figura 39: Imdgenes en 3D de hueso trabecular en secciones de fémur.

OVX + (Ca + Vit D)

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/dia de Natecal D

Flash® con sonda oral durante 8 meses.

En cuanto a las propiedades de irregularidad, la dimension fractal en 2D (D2D)
disminuyd significativamente en las ratas OVX en comparacion con las ratas SHAM, sin

cambios significativos en la D3D. El grupo de ratas ovariectomizadas y tratadas con Ca + Vit D
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mostré el mismo descenso en D2D y D3D que el grupo OVX sin ningln tipo de mejoria

significativa (Figura 40).

Figura 40: Dimension fractal en 2D (D2D) y en 3D (D3D).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/dia de Natecal D
Flash® con sonda oral durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos
grupos se expresan con la letra a (a vs grupo SHAM). D2D: OVX vs. SHAM p< 0.05;
OVX+(Ca + Vit D) vs SHAM p< 0.05. D3D: OVX+(Ca + Vit D) vs SHAM p< 0.05.

VI1.2.4 BIOMECANICA OSEA.

El médulo elastico aparente de los fémures en las tres direcciones del espacio Ex, Ey y
Ez sufrid un descenso significativo en las ratas OVX en comparacion con las ratas SHAM. Las
ratas ovariectomizadas tratadas con Natecal D Flash® no presentaron diferencias significativas

en comparacion con el grupo OVX (Figura 41).

109



Resultados

Figura 41: Médulo eldstico en las tres direcciones del espacio (Ex, Ey, Ez).
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas; OVX+(Ca + Vit D),
ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/dia de Natecal D Flash® con sonda oral
durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan
con la letra a (a vs grupo SHAM). Ex: OVX vs. SHAM p< 0.01. Ey: OVXvs. SHAM p< 0.01;
OVX+(Ca + Vit D) vs SHAM p< 0.01. Ez: OVX vs. SHAM p< 0.01; OVX+(Ca + Vit D) vs
SHAM p< 0.01.
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VI.2.5 EVOLUCION DEL PESO.

Analizando los pesos de las ratas, al final del experimento, el grupo SHAM pesaba
385+15 g, el grupo OVX 425 +10 g y el grupo tratado con calcio + vitamina D 400£10 g. Como
era de esperar, la ovariectomia hizo ganar peso a las ratas y el tratamiento con Natecal D

Flash® amortigud dicha ganancia (Figura 42).

Figura 42: Pesos finales de las ratas.
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Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas
utilizadas como control simulando la ovariectomia; OVX, ratas ovariectomizadas;
OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/dia de Natecal D
Flash® con sonda oral durante 8 meses. Las diferencias significativas entre los distintos
grupos se expresan con con las letras a y b segun el grupo con el que se comparen (a vs
grupo SHAM, b vs grupo OVX). Pesos finales: OVX vs. SHAM p<0.01; OVX +BZD vs. OVX
p<0.05.
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VIl.1 ACCION DEL BAZEDOXIFENO.

El bazedoxifeno es un SERM que, utilizado durante al menos 5 aiios, produce una
disminucion en la aparicion de nuevas fracturas vertebrales y un descenso en fracturas no
vertebrales en mujeres con alto riesgo. Su perfil de seguridad y el hecho de que no incremente
el riesgo de cancer de mama y reduzca la incidencia de cancer de endometrio lo convierte en
un farmaco de primera eleccion en el tratamiento de la osteoporosis [98]. Su capacidad de
actuar como agonista o antagonista estrogénico segun el tejido donde ejerza su accién nos

resulté interesante para estudiarlo.

A continuaciéon, vamos a analizar los resultados obtenidos en nuestras ratas

ovariectomizadas tras 8 meses de tratamiento con bazedoxifeno.

Analizando los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo, nuestros resultados
muestran un descenso en los niveles de BGP y PINP tras el tratamiento con bazedoxifeno,
aungue sin cambios en el CTX. Los marcadores de formacion dsea vuelven a los niveles previos
a la ovariectomia. Coincidiendo con nuestros resultados, Bueno y cols. [99] observaron en un
estudio realizado en 7492 pacientes latinas postmenopausicas, afectadas de osteoporosis,
que el bazedoxifeno redujo el remodelado éseo y las fracturas dseas. Al respecto, es
importante sefialar que no solo la densidad mineral dsea, sino que también el aumento de
remodelado dseo esta asociado a un incremento en el riesgo de fracturas osteoporoticas en
mujeres postmenopausicas [100] y que los cambios a corto plazo en los marcadores de
remodelado dseo pueden predecir la respuesta a los dos afios en la densidad mineral dsea en

aquellas mujeres tratadas con terapia hormonal sustitutiva [101].

Con respecto a la microarquitectura dsea, los pardmetros estudiados por micro- CT
muestran resultados positivos del tratamiento con bazedoxifeno sobre los parametros
trabeculares BV/TV, BS/TV, Tb.Th, Tb.Sp, Tb.N, Th.Pf, SMI, DA y Md.V y sobre el cortical
Ct.BS/BV, aungue no en todos los casos se recuperan los valores basales de las ratas control,

pero si mejoran con respecto a las ovariectomizadas.
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Saito y cols. [102] estudiaron monos adultos hembras ovariectomizadas a las que se
suministrd 0.2 0 0.5 mg/kg de bazedoxifeno durante 18 meses. Los parametros BV/TV, y Tb.Th
fueron mayores en el grupo tratado con bazedoxifeno que en el ovariectomizado vy, al
contrario, el SMI y Th.Pf fueron menores en el grupo tratado con bazedoxifeno que en el
grupo ovariectomizado. En conclusién, demostraron que el tratamiento con bazedoxifeno
previno los efectos negativos de la ovariectomia en propiedades estructurales como el BV/TV,

Tb.Th y Th.Pf que contribuyen significativamente a la fuerza dsea del tejido trabecular.

En cuanto a la biomecdnica del hueso no encontramos diferencias significativas entre
las ratas ovariectomizadas no tratadas y aquellas a las que se les administré bazedoxifeno. Por

tanto, dicho farmaco no produjo ningun efecto beneficioso en la biomecanica dsea.

Respecto al peso, el bazedoxifeno mitigd el aumento que sufrieron las ratas

ovariectomizadas pero no consiguié reducirlo al peso inicial que tenian las ratas control.

De acuerdo con los resultados de nuestro experimento, el tratamiento con bazedoxifeno
recuperd parcialmente la densidad dsea lumbar, pero no la femoral. Coincidiendo con
nuestros resultados, Barrionuevo y cols. [103] realizaron un estudio incluyendo 107 ensayos
clinicos en los que se podia concluir que existia una reduccion significativa de las fracturas
vertebrales con el bazedoxifeno. Del mismo modo, Jin y cols. [104] estudiando 41 articulos de
ensayos clinicos realizados entre junio de 2015 y junio de 2019 observaron que el
bazedoxifeno previene las fracturas vertebrales secundarias a osteoporosis. Peng y cols. [105]
realizando una revision sistematica de estudios desarrollados durante 3 y 7 afios y Palacios y
cols. [106] en un estudio realizado durante 7 afos, observaron que la incidencia de nuevas
fracturas vertebrales fue menor dentro de las mujeres postmenopadsicas con osteoporosis

tratadas con bazedoxifeno que en el grupo placebo.

La mayoria de los estudios sobre los efectos del bazedoxifeno lo hacen sobre las
fracturas vertebrales, como los que hemos comentado anteriormente [104-106]. Algunos
autores como Reginster y cols. [107] confirman que el bazedoxifeno es también capaz de

reducir el riesgo de fracturas vertebrales y no vertebrales en mujeres con alto riesgo de
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padecer osteoporosis. Autores como Yavropoulou y cols. [60] observaron tras el tratamiento
con bazedoxifeno un aumento de la DMO lumbar pero no de la DMO de cadera, pero al igual
que Reginster [107] si observaron una disminucidn del riesgo de fracturas no vertebrales en

el caso de mujeres postmenopadusicas de alto riesgo.

Con respecto al efecto comparativo ejercido por el bazedoxifeno y otros farmacos, en
un metanalisis realizado sobre 48.200 pacientes, Liu y cols. [108] observaron que el
alendronato y risendronato ejercian un efecto positivo mayor que el bazedoxifeno sobre la
osteoporosis, pero que el bazedoxifeno era la opcion mas segura presentando menos efectos
adversos. Gattiy cols. [109] afirman que el bazedoxifeno es tan efectivo como el raloxifeno en
prevenir la pérdida 6sea en mujeres con riesgo de osteoporosis y en reducir la incidencia de
nuevas fracturas vertebrales en aquellas mujeres que ya padecen la enfermedad. Otros
autores como Ellis y cols. [110] consideran que el bazedoxifeno es comparable a los
bifosfonatos para prevenir las fracturas vertebrales entre las mujeres con alto riesgo de

padecer osteoporosis postmenopausica.

En un trabajo realizado por nuestro grupo [111] administramos acido zoledrénico a ratas
ovariectomizadas y conseguimos efectos muy superiores de aumento de la DMO lumbar y
femoral sobre las ratas no tratadas que en el caso del bazedoxifeno. Autores como
Yavropoulou y cols. [60] afirman que el bazedoxifeno no parece ofrecer ventajas significativas
sobre otros agentes anti-resortivos, pero considerando la necesidad de tratamientos de larga
duracion para la osteoporosis, es un farmaco que tiene un puesto en el esquema terapéutico
a largo plazo para combatir esta enfermedad. Autores como Gatti y cols. [109] sugieren que
debido a su particular perfil el bazedoxifeno se puede considerar como una terapia de segunda
linea para mujeres entre 65 y 70 afos donde los bifosfonatos estén contraindicados o sean
mal tolerados. Estos autores piensan que el bazedoxifeno puede también tener su puesto
como terapia en primer lugar en mujeres postmenopadusicas mas jovenes para el manejo de
su menopausia y la prevencion de la osteoporosis y que se podria prescribir sélo o con

estrégenos conjugados.
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VIl.2 ACCION DEL CALCIO + VITAMINA D.

La suplementacién con calcio y vitamina D ha sido ampliamente recomendada para
prevenir la osteoporosis y las fracturas dseas derivadas de dicha enfermedad [112]. Sin
embargo, existe una gran controversia acerca de su eficacia. Existen un gran numero de
trabajos acerca de los efectos del calcio y la vitamina D en pacientes con osteoporosis, pero
resulta dificil encontrar una poblacién homogénea para realizar dichos estudios. Esta ha sido
nuestra razén para realizar un estudio con ratas ovariectomizadas que, como comentamos
anteriormente, constituyen un modelo animal de referencia en el estudio de la osteoporosis

postmenopdusica [80].

Analizando nuestros resultados podemos observar como la ovariectomia disminuyo la
densidad ésea lumbar y femoral, redujo el nimero de trabéculas y aumentd la separacién
entre ellas. En cuanto a la biomecanica 6sea, la ovariectomia disminuy6 la dimensidn fractal
en dos dimensiones (D2D) y el médulo elastico en las tres direcciones del espacio (Ex, Ey, Ez).
Se observé un incremento del remodelado dseo, aumentado los pardametros BGP y CTX/TRAP,
sin cambios en PINP. Aunque los niveles de PINP no sufrieran cambios, no podemos descartar
un aumento en sus niveles en el trascurso de los 8 meses de tratamiento. Los resultados de
nuestro estudio muestran como el tratamiento con calcio y vitamina D a largo plazo no
produjo ningln cambio en cuanto a la densidad mineral dsea, microarquitectura dsea,
marcadores bioquimicos de remodelado dseo y biomecanica de las ratas ovariectomizadas. Es
importante destacar, que estos resultados se analizaron al final del tratamiento, por lo que no

podemos asegurar que se produjeran cambios en estadios mdas tempranos.

Existen estudios que apoyan el uso de calcio y vitamina D para prevenir el riesgo de
fracturas en la osteoporosis. Weaver et al. [113] realizaron un metanalisis de ensayos clinicos
aleatorizados para ver la asociacion entre la suplementaciéon de calcio y vitamina D y la
prevencion de fracturas éseas en adultos. El estudio mostrd que la suplementacién con calcio

y vitamina D reducia un 15% el riesgo total de fracturas éseas y un 30% el riesgo de fracturas
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de cadera. Este metandlisis apoya el uso de suplementos de calcio y vitamina D como

intervencion para reducir el riesgo de fracturas en adultos de mediana edad y ancianos.

Pascalis et al. [114] realizaron un estudio para analizar la calidad dsea en pacientes que
recibian durante largos periodos suplementacion de vitamina D (400-1200 Ul) y calcio (1-1.5g)
en comparacion con los que no la tomaban. Observaron que la porcién mineral frente a la
cantidad de coldgeno del hueso y el contenido de glicosaminoglicano fueron mayores
mientras que la porosidad, la madurez mineral, cristalinidad y el contenido en piridolina del
hueso fueron menores en pacientes que tomaron suplementacién de calcio y vitamina D
durante largos periodos. Por tanto, los autores concluyeron que dicho tratamiento estaba

asociado con alteraciones tanto de la matriz mineral del hueso como de la matriz organica.

Aloia et al. [115] desarrollaron un estudio para evaluar la influencia de la
suplementacién con calcio y vitamina D sobre la PTH y el remodelado 6seo. 159 mujeres
postmenopausicas sanas participaron en el estudio longitudinal doble ciego que tuvo una
duracién de 6 meses. Las pacientes se dividieron aleatoriamente en 4 grupos: 1) doble
placebo, 2) calcio (1200 mg diarios) mas placebo, 3) vitamina D3 (100ug) mas placebo y 4)
vitamina D3y calcio. Se observé como la PTH disminuia rapidamente con el aporte de vitamina
D3 y también disminuia con la suplementacién de calcio. La suplementacion diaria con 1200
mg de calcio reducia los marcadores de remodelado 6seo mientras que el aporte de

cantidades inferiores a 100 pg de vitamina D3 no lo hacia.

Avenell et al. [116] revisaron 53 ensayos con un total de 91791 pacientes para
determinar los efectos de la vitamina D con o sin calcio para prevenir las fracturas dseas en
mujeres postmenopausicas y hombres mayores. Hay evidencia de que la vitamina D sola en
las dosis comercializadas es poco probable que sea efectiva previniendo fracturas de cadera.
La evidencia también sugiere que la vitamina D mas calcio disminuyen ligeramente el riesgo
de fracturas de cadera y disminuyen significativamente el riesgo de fracturas no vertebrales,
sin presentar ningun efecto, en las fracturas vertebrales. Se observd también un pequeno
aumento de sintomas gastrointestinales y enfermedades renales asociadas a la ingesta de

vitamina D y calcio, pero sin aumento de la mortalidad.
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Es importante destacar que varios estudios que han investigado los efectos combinados
de la suplementacion con calcio y vitamina D en mujeres postmenopausicas han mostrado
una disminucidn en el riesgo de fracturas dseas, teniendo en cuenta siempre que la adherencia
al tratamiento es esencial para obtener resultados eficaces. Lips et al. [117] revisaron 19
ensayos clinicos aleatorizados de vitamina D administrada con o sin calcio. Observaron que un
suplemento de 800 Ul de vitamina D combinada con calcio disminuia la incidencia de fracturas
no vertebrales, especialmente en ancianos con bajos niveles de vitamina D y bajo aporte de
calcio que tuvieron buen cumplimiento del tratamiento. Sin embargo, no hubo mejoria en
cuanto a la incidencia de fracturas vertebrales. Boonen et al. [118] llevaron a cabo un estudio
con mujeres postmenopausicas y hombres mayores de 50 afios con riesgo de fractura de
cadera. Estudiaron 9083 pacientes que tomaban solo vitamina D y 45509 tratados con calcio
y vitamina D. Sus resultados sugirieron que la ingesta de vitamina D reduce el riesgo de tener
fractura de cadera Unicamente cuando se realiza combinada con calcio. La Women’s Health
Initiative (WHI) llevd a cabo un ensayo clinico doble ciego con 36282 mujeres
postmenopausicas que vivian en EE.UU. El ensayo tuvo una duracion de 7 afos.
Aleatoriamente se dividid a las mujeres, administrando al primer grupo 1000 mg de carbonato
de calcio mas 400 Ul de vitamina D3 diariamente y al otro grupo se les administré placebo.
Los resultados determinaron que el uso a largo plazo de vitamina D y calcio reducia

significativamente el riesgo de fractura de cadera entre las mujeres postmenopausicas [119].

Sin embargo, otros estudios revelan que el suplemento con calcio y vitamina D no
supone ninguna reduccién en el nUmero de fracturas éseas. Michaelson et al. [120] estudiaron
a una poblacion de 60689 mujeres con edades comprendidas entre los 40 y 74 afios durante
un periodo de 4 anos. Durante el seguimiento se observd que 3986 mujeres presentaron algun
tipo de fractura y 1535 presentaron fractura de cadera. No se encontrd una asociacién dosis-
respuesta entre la ingesta diaria de calcio y el riesgo de fractura. Las mujeres que tenian una
ingesta diaria de calcio inferior a 400 mg/diarios, las que tomaban una ingesta intermedia y
las que ingerian dosis diarias superiores a 1200 mg de calcio diarios tuvieron un riesgo de
padecer fractura de cadera ajustado a su edad. De igual modo, la ingesta de vitamina D no
tuvo ninguna asociacion con el riesgo de fracturas. Grant et al. [121] estudiaron una poblacién

de 5292 personas de 70 afios o mayores con buena movilidad a los que dividieron
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alegatoriamente en 4 grupos: a) se les administré 800 Ul diarias de vitamina D3, b) se les
administré 1000 mg de calcio, c) se les administré 800 Ul de vitamina D3 combinadas con 1000
mg de calcio y d) se les administré un placebo. El seguimiento se realizé durante un periodo
entre 24 y 62 meses. No se encontraron diferencias entre los distintos grupos en la incidencia

de nuevas fracturas de cadera.

Kahwati et al. [122] recientemente llevaron a cabo una costosa revisidén que incluyd a
47676 pacientes para estudiar los posibles beneficios y efectos adversos de la suplementacién
con calcio, vitamina D y calcio mas vitamina D en la prevencién de fracturas dseas primarias
en poblacién adulta. Los autores observaron que la suplementacion con calcio y vitamina D
durante un periodo de 3y 7 afios no tenia un efecto significativo en la incidencia del nUmero

total de fracturas éseas.

Es importante destacar la influencia que puede tener la suplementacion con calcio y
vitamina D en el desarrollo de otras enfermedades. Cesareo et al. [123] concluyeron que no
se puede asegurar que los suplementos de calcio mds vitamina D no generen efectos
cardiovasculares o estén relacionados con un incremento del riesgo cardiovascular. Sin
embargo, otros autores como Kahwati et al [122], Kopecky [124] et al. y Prentice [119]
manifestaron que la combinacion de calcio y vitamina D no aumentaba la mortalidad por
eventos cardiovasculares. Kahwati et al. [122] y Avenell et al. [116] observaron que la
combinacion de calcio y vitamina D estd asociada con un aumento de la incidencia de piedras
en el rifndn. Grant et al. [121] no observaron diferencias entre los distintos grupos en cuanto

a la mortalidad, niumero de caidas o calidad de vida de los pacientes.

En resumen, hay dos corrientes de opinidn opuestas en cuanto a la suplementacion con
calcio y vitamina D, una de ellas apoyando que se prescriba dicha suplementacion a las
mujeres osteopordticas o a aquellas con riesgo de padecer osteoporosis y, la opinién
contraria, de que la suplementacién oral con calcio y vitamina D no tiene utilidad para prevenir
las fracturas en la osteoporosis. En nuestro trabajo, no hemos encontrado ningun efecto
positivo de la suplementacion con calcio y vitamina D sobre la densidad mineral dsea,

microarquitectura dsea, marcadores bioquimicos de remodelado dseo o biomecanica en las
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ratas ovariectomizadas. Teniendo en cuenta trabajos previos realizados por nuestro grupo de
investigacion, las ratas estaban osteopénicas desde al menos 3 meses después de la
ovariectomia [125]. El Unico efecto positivo que observamos fue que el tratamiento con calcio
y vitamina D evitd el aumento de peso que provoca la ovariectomia en las ratas, pero no

tenemos explicacién para ello.

De acuerdo con nuestros resultados, los suplementos calcio y vitamina D no tienen
ningun efecto beneficioso en la calidad dsea de las ratas ovariectomizadas. Por esta razon, no
podemos apoyar que el tratamiento con calcio y vitamina D sea necesario en todos los
pacientes con osteoporosis. Sin embargo, el tratamiento con vitamina D serd necesario en
aquellos pacientes tanto osteopordticos como no, que tienen niveles de vitamina D inferiores
a 24 ng/mL[126, 127] para prevenir un hiperparatiroidismo secundario, asi como, una revision
de las ingestas de calcio de la poblacidon general para asegurar un correcto aporte de calcio

que ayude a prevenir enfermedades cardiovasculares y ayude a una buena calidad ésea.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos se puede deducir las siguientes conclusiones:

o

La ovariectomia produjo severos trastornos sobre la calidad dsea en ratas, disminuyendo
la densidad mineral 6sea, incrementando el remodelado éseo, alterando de forma
negativa los parametros microestructurales dseos y los parametros biomecanicos, asi

como, aumentando el peso de las ratas.

Tras el tratamiento a largo plazo con bazedoxifeno, la densidad mineral ésea lumbar se
recupero parcialmente, sin efectos sobre la mineralizacién del fémur. Los suplementos de
Calcio mas Vitamina D no afectaron a la densidad mineral ésea lumbar ni femoral de las

ratas ovariectomizadas.

En cuanto al remodelado 6seo, el bazedoxifeno recuperd los niveles de los marcadores de
formacidn sin cambios en los marcadores de resorcién. Por el contrario, los suplementos
de Calcio mas Vitamina D no tuvieron ningun efecto positivo sobre el aumento de

remodelado dseo en las ratas ovariectomizadas.

En cuanto a la microestructura dsea, el Bazedoxifeno recuperod la fraccion volumétrica
Osea (BV/TV), la densidad de superficie ésea (BS/TV), el aumento en la separacion
trabecular (Tb.Sp), la disminucién en el nimero de trabéculas (Tb.N) y el aumento del
factor de patron trabecular Th.Pf y el SMI. La superficie relativa cortical, aumentada tras
la ovariectomia, se normalizé con Bazedoxifeno. El tratamiento con Calcio mas Vitamina
D no produjo ningun cambio sobre la microarquitectura dsea de las ratas

ovariectomizadas.

Con respecto a las propiedades biomecanicas, el Bazedoxifeno recupero la deformacion
maxima antes de la rotura producida por la ovariectomia, pero los suplementos con Calcio

y Vitamina D no tuvieron ningun efecto.

En referencia a la ganancia de peso de las ratas ovariectomizadas, tanto el Bazedoxifeno

como los suplementos de Calcio mas Vitamina D amortiguaron dicha ganancia.
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Por tanto, a la vista de los resultados obtenidos, se observa que el tratamiento a largo
plazo con Bazedoxifeno, a las dosis empleadas en este trabajo, tuvo un efecto positivo sobre
la calidad 6sea de nuestro grupo experimental de ratas, revirtiendo en gran parte las

alteraciones que produjo la ovariectomia sobre dicha calidad.

Sin embargo, el tratamiento a largo plazo con suplementos de Calcio mas Vitamina D no fue

capaz de recuperar la calidad dsea de las ratas previa a la cirugia. La Unica mejoria que

presentd este tratamiento fue la ausencia de ganancia de peso en las ratas ovariectomizadas.
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(A

bstract i
Introduction: Many osteopenic patients or patients with osteoporosis are treated only with calcium and vitamin D (vit D) as a
preventive or therapeutic regimen. All the clinical trials about the use of osteoporosis treatments administered calcium and vit
D 10 both control and intervention groups.

Aim of the study: To determine if treatment with calcium and vit D is useful in the treatment of osteoporosis. With this purpose
we study the effects on bone quality produced by long-term treatment with calcium and vit D in ovaniectomized rats.

Methods: Forty-five 6-month-old female Wistar rats were grouped as follows: SHAM (n=135), simulated intervention; OVX
(n=135), ovariectomized; and OVX+{Ca+vit D) (n=13), ovariectomized treated with calcium and vit D (10 mg of calcium and
6.7 1U of vit D/kg/day by oral gavage). The rats were sacrificed 8 months after treatment. We measured femoral (F) and lumbar
(L) Bone Mineral Density (BMD), biochemical markers of bone tumover, and trabecular microstructure, irregular structures
through fractal dimension analysis in 2D (D2D) and 3D (D3D) and biomechanical testing by finite clemcnts analysis.

Results: FBMD and LBMD decreased in OVX rats, with no changes observed in treated rats. Ovariectomy produced an in-
crease in osteocalein values and carboxyterminal telopeptide/tartrate resistant acid phosphatase, producing no differences in
aminoterminal propeptide of procollagen I; These variations did not change after treatment. Ovariectomy produced a decrease
in bone microstructural parameters maintained under treatment with calcium and vitamin D. D2D decreased significantly in the
OVX group, while no changes were evidenced on D3D; no variations were seen after treatment with calcium and vit D. The ap-
parent elastic modulus in the X, y, and z direction was significantly decreased in the QVX group, with ne differences after treat-
ment. Ovariectomy significantly increased the weight of the rats. Treatment with calcium and vit D prevented this increase.

k(fﬂdm: Long-term treatment with calcium and vit D did not revert alterations in bone quality caused by ovariectomy. )

1 Volume 05; Issuc 02



Citation: Torrubia B, Martin-Femnandez M, Rubert M, Gomez-Chinchon M, Sosa M, et al. (2020) Effects of Cakium and Vitamin-D Supplementation on Bone Quality

m an Ovanecsomized Rat Model. J Surg 5: 1276 DOL: 10.29011/2575.9760 001276

Keywords: Calcium; Ovariectomy; Vitamin D
Introduction

Calcium is the most important nutrient for achieving optimal
bone mass as well as preventing age-related loss of bone mass
[1]. In addition, calcium plays an essential role in the normal
functioning of a wide variety of body tissues and physiological
processes, including muscle contraction, blood coagulation, nerve
transmission, and in the role of second messenger, controlling
the activity of various hormones [2]. In the United States, the
recommended calcium intake is 1000 mg/day up to age 50 and
1200-1500 mg thereafter [3]. In Europe, the recommended intake
is somewhat lower, at 700-800 mg/day at any age and 800 mg/day
for women aged 50-65 years [4]. Worldwide, however, the daily
dietary intake of calcium is below these recommendations. Inrecent
years there has been a renewed interest in the effects of vitamin D
status on health. Although deficiencies in vitamin D status have
been classically associated with bone pathology, the discovery
that nearly all body tissues and cells have Vitamin D Receptors
(VDR) and an enzyme system to synthesize 1, 25(OH),VitaminD
(1,25(0H),D) has made it clear that vitamin D carries out other
functions, such as inhibition of cellular proliferation, angiogenesis,
and renin production, the stimulation of cellular maturation,
and the regulation of immune response. For this reason, low
levels of vitamin D have been associated with mortality, cancer,
cardiovascular discase, autoimmune diseases, diabetes, psychiatric
illness, and even respiratory disease in addition to the previously
known effects on bone metabolism (osteomalacia, secondary
hyperparathyroidism, osteoporosis, and fracture) [2,5].

In the general population, there is a high prevalence of vitamin
D deficiency [6], creating a need for vitamin D supplementation.
Osteoporosis is presently the most common metabolic bone disease
and one of the most pressing global public health problems due
to its huge social and economic burden. All the recommendations
for the treatment of osteoporosis recommended therapy with
antiresorptive agents, or anabolic agents such as PTH 1-84 or PTH
1-34 (7). At this point, it is important to note that all the clinical
trials upon which these recommendations are based administered
calcium and vitamin D to both control and intervention groups [7].
Due to economic reasons, many osteopenic patients or patients with
osteoporosis, especially in their initial stages in primary attention,
are treated only with calcium and vitamin D as a preventive or
therapeutic regimen in order to avoid the development of the
discase and future fractures. The aim of this work is to determine
the effectiveness of caleinm and vitamin D in the treatment of
osteoporosis. For that, we studied an experimental model of
postmenopausal osteoporosis consisting of ovanectomized rats
treated with calcium and vitamin D over a prolonged time period
(8 months) assessing the effects of these two substances on Bone
Mineral Density (BMD), bone microstructure, bone tumover, and

biomechanical parameters.

Materials and Methods
Animals

Forty-five 6-month-old female Wistar rats weighing
328+50 g (mean = SD) were used in this study. The animals were
kept under constant living conditions (22°C, 12-hour light-dark
cycles per day), and food (standard laboratory chow) and water
were available ad libitum. The animals were randomized into the
following groups: SHAM (n=15), simulated intervention; OVX
(n=13), ovanectomized; OVX+{(Ca+vit D) (n=15), ovaniectomized
and treated with calcium and vitamin D (25 mg/kg/day of Natecal
D Flash®, ltalfarmaco, Milan, Italy; by oral gavage) over 8
months. Natecal D Flash® is composed of calcium carbonate and
cholecalciferol. Twenty-five mg of Natecal D Flash® is equivalent
to 10 mg of calcium and 6.7 IU of vitamin D. Treatment began
first day after ovariectomy. The diet of the rats, SAFE A0 (Augy,
France), contained 7.3 g/kg of calcium and 1000 IU/kg of vitamin
D3. No animals died during the study. One day after the last
treatment, the experimental animals were weighed and killed by
exsanguination under isofluorane (Florane®) anesthesia. Blood
samples were obtained by cardiac puncture and serum samples
were immediately frozen at -80°C as aliquots until determination
of biochemical markers of bone turnover. Once the blood was
collected, the animals were frozen at -20°C until determination
of BMD in previously thawed animals. Prior to BMD analyses,
the left femurs were excised and cleaned of adjacent tissue for
BMD determination. Right femurs were also excised and cleaned
of adjacent tissue and used for computerized micro tomography
(micro-CT) and biomechanical testing. Lumbar spine BMD was
determined in situ. It has been shown that the use of repeated
freeze-thaw cycles does not influence the structural properties
of bone [8]. All procedures were carried out in accordance with
European Community standards on the care and use of laboratory
animals and after approval of the Ethics Committee of Instituto de
Investigacion Sanitaria Fundacion Jiménez Diaz.

Bone Mineral Density

BMD was determined in situ in the lumbar spine (1.2, L3,
and L4) and in the entire right femur by Dual-Energy X-Ray
Densitometry (DEXA) using a Piximus densitometer (HOLOGIC
QDR-1000 TM) with small-animal software. Intra- and inter-
assay coefficients of vanation (CV) were <0.53% and <12%,
respectively. The scans of the femur were analyzed to determing
the BMD of'the whole femur. Scans of the L2, L3, and L4 vertebrae
were analyzed for BMD and the results were expressed as the mean
of the values obtamned.

Biochemical markers of bone turnover
Serum Bone Gla Protein (BGP) was measured by ELISA for

>
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specific quantitative determination of rat osteocalcin levels (Rat-
MID Osteocalein, IDS, UK). The sensitivity of this assay was 50 ng/
ml. Intra- and inter-assay coefficients of vanation of the method
were <5.0% and <6.6%, respectively. Serum procollagen type 1
N-terminal propeptide (PINP) was measured by a specific ELISA
for both rat and mouse PINP (Rat/Mouse PINP EIA, IDS, UK). The
sensitivity of this assay was 0.7 ng/ml. The intra- and inter-assay
coefficients of variation were <7.4% and <8.0%, respectively.
Serum 5b isoenzyme of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)
was measured by an ELISA specific for rat TRAP (RatTRAP
Assay, IDS, UK). The sensitivity of the assay was 0.1 U/L. The
intra- and inter-assay variation coefficients for the method were
<5.0% and <5.5%, respectively. Serum C-Telopeptide of Type |
Collagen (CTX) was measured using a specific ELISA assay for
rat CTX (RatLaps ELISA, IDS, UK). The sensitivity of the assay
was 2.0 ng/ml. Intra- and inter-assay variation coeflicients of the
method were <5.6% and <10.5%, respectively.

Trabecular Microarchitecture Analysis of Femur

Trabecular bone microarchitecture was performed using
the QUIBIM SL system (Quantitative Imaging Biomarkers in
Medicine, Valencia, Spain) with computerized micro tomography.
We used a GE system for in vinro samples (eXplore Locus SP*,
General Electric, USA), which includes technology for plane
detection by means of cone-beam CT. The spatial resolution of
the acquired images was isotropic, with voxels of 50x50x50 um.
Although the voxel had a limited spatial resolution of 50um, this
was considered as adequate for the study of trabecular thickness
assuming that the measurement would take into account partial
volume effect and that previous studies have used larger voxels
(290um) to measure human trabecular thickness (80-150pm),
obtaining significant correlation with mechanical properties [9].
Other studies have used an isotropic voxel of 180um interpolated
to 90um [10]. Primary spongiosa was excluded in the analysis.
Segmentation of the uCT samples was performed by placing a
rectangular region ol interest and automatically propagating this
position to the rest of the slices, venfying that all the regions were
segmented in each femur, that is, femoral head, trochanter, and
distal femoral metaphysis (near the knee). Otsu’s method was used
for thresholding intensities [11] The following marphometric
parameters of trabecular bone were determined: Bone Volume/
Total Bone Volume (BV/TV), Trabecular Thickness (Tb. Th),
Trabecular Number (Tb. N), and (Tb. Sp). We also calculated
irregularity through fractal dimension analysis in 2D (D2D) and in
3D (D3D), expressing the degree of complexity of the contour of a
structure in the fill of a surface or a volume, respectively [12].

Biomechanical Analysis

Samples of trabecular bone reconstructed from uCT images
were subjected to simulation of mechanical compression by the

method of finite elements (FEA)0. Static simulations of uni-axial
compression in the 3 axes were performed on the different virtual
samples obtained by tension-deformation assay. Properties of the
basic matenial were defined from those of compact bone (Young
module E=10 GPa; Poisson coefficient, 6= 0.3). In the simulations
of compression assays, null displacement on nodes from one side,
and a displacement of 1% of the edge length of the opposite side
was applied. Using the resolution of the equation systems, the
apparent elastic modulus of the structure was obtained in three
directions (Ex, Ey, Ez) [13].

Statistical Analysis

The results of the experiments were expressed as the mean =
SD of the different parameters. The Mann-Whitney test (Medcale

Software Program, Belgium), a nonparametric method, was used

to P the diffc t groups. A p value ~0.05 was
accepted as denoting a significant difference.
Results

Compared to the SHAM group, FBMD and LBMD were
significantly decreased in OVX rats (p<0.001). Administration
of Ca+Vit D to OVX rats did not produce any significant change
in FBMD or in LBMD with respect to the untreated OVX group

(Figure 1).

Figure 1: FBMD and LBMD in a group of SHAM operated,
ovaniectomized, and ovariectomized rats treated with calcium
and vitamin D (Ca+ Vit D) over a period of 8 months. Data are
expressed as mean + SD. Statistical significance p<0.001: (a) vs.
SHAM.

Figure2 shows bone microstructural parameters. Eightmonths
after surgery, most of the micro-CT vanables charactenizing bone
structure were significantly different in the OVX group relative
to the SHAM group. OVX rats presented a significant decrease
in BV/TV in the femora (p< 0.01). This decrease in BV/TV was
duc to a significant increase in Th, Sp (p-0.03) and a decrease in
Tb. N (p<0.01), without differences in Tb, Th, Administration of
Car VD did nut cotrect the state of OVX rats, and po significant
differences were found with regard to the untreated OVX group

(Figure 2).
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Figure 2: Femoral trabecular microarchitecture analysis: Bone
volume/total volume (BV/TV), Trabecular Thickness (Tb. Th),
Trabecular Separation (Tb. Sp), and Trabecular Number (Tb. N).
SHAM operated, ovariectomized, and ovariectomized rats treated
with caleinm and vitamin D (Ca+ Vit D) OVFR a perind of R
months. Data are expressed as mean + SD. Statistical significance
p<0.001: (a) vs. SHAM. Data arc expressed as mean = SD.
Statistical significance: p<0.01 (a) vs. SHAM. OVX vs. Ca+Vit D:
BV/TV p<0.01; Tb.Sp p<0.05; Tb N p<0.01.

D2D decreased significantly (p<0.05) in the OVX group
compared to the SHAM gronp, without significant changes in
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D3D. OVX rats treated with Ca+Vit D showed the same decrease
in D2D and a significant decrease with respect to the SHAM and
OVX groups on D3D (Figure 3).

20
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Figure 3: Fractal dimension in 2D (D2D) and in 3D (D3D) in a
group of SHAM operated, ovariectomized, and ovariectomized rats
treated with calcium and vitamin D (Ca+ Vit D) over a period of 8
months. Data are expressed as mean = SD. Statistical significance
p<0.05: (a) vs. SHAM.

The apparent elastic modulus in the three spatial directions
(Ex, Ey, and Ez) was significantly decreased in OVX rats with
respect to the SHAM group (p<0.01). OVX animals treated with
Ca VitD had Ex values that did not differ significantly when
compared to the SHAM or OVX groups (Figure 4).

OVX +
(Ca + Vit D)

OVX +
(Ca+VitD)

Figure 4: Apparent elastic modulus in the x, y, and z spatial direction (Ex, Ey and Ez) in a group of SHAM operated, ovaniectomized,
and ovaniectomized rats treated with calcium and vitamin D (Ca+ Vit D) over a period of 8 months. Data are expressed as mean = SD.

Statistical significance p<0.05: (a) vs. SHAM.

Ovariectomy produced an increase in BGP values (p<0.01) and CTX/TRAP (p<=0.001) without causing differences in PINP
levels. Treatment with Ca+VitD did not produce any difference in the OVX rat group with respect to the OVX group (Figure 5).
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Figure 5: Biochemical markers of bone tumover: serum osteocalcin (BGP), telopeptide carboxyterminal of collagen/isoenzyme B of
tartrate resistant acid phosphatase (CTX/TRAP) and propeptide carboxyterminal of procollagen | (PINP) in a group of SHAM operated,
ovaricctomized, and ovaricctomized rats treated with calcium and vitamin D (Ca+ Vit D) over a period of 8 months. Data are expressed
as mean + SD. Statistical significance: p<0.001 (a)vs. SHAM; OVX vs. OVX + Ca+VitD: BGP p<0.01; CTX/TRAP p<0.001.

Ovariectomy significantly increased the weight of rats (p<0.05), though treatment with Ca+VitD avoided this increase in OVX-

treated animals (Figure 6).
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Figure 6: Body weight in a group of SHAM operated, ovaniectomized, and ovariectomized rats treated with calcium and vitamin D (Ca+
Vit D) over a period of 8 months. Data are expressed as mean + SD. Statistical significance p<0.05: (a) vs. SHAM, (b) vs. OVX.

Discussion

Calcium plus vitamin D supplementation has been widely
recommended to prevent osteoporosis and subsequent fracture
[14]. However, considerable controversy exists about its efficacy.
There is a large number of works about the effects of calcium and
vitamin D in patients with osteoporosis. However, it is difficult in
these cases to have a homogencous population. This is the reason to
make this study in an ovaniectomized rat model, a reference pattern
in the study of osteoporosis [ 15]. As expected, we found a decrease
in FBMD and LBMD, a decrease in trabecular number, increased

trabecular separation. a decrease in D2D fractal dimension. and a
decrease in the biomechanical parameters Ex, Ey, and Ez as a result
of ovaniectomy. Ovaniectomy also produced an increase in bone
mmoddins as reflected in BGP and CTX/TRAP valucs. Ah.boush
PINP levels were not changed, we could not rule out that they
were previously elevated during the eight-month period following
ovanectomy. The results of our work show that treatment with
calcium and vitamin D over a long period of time did not produce
any effect on BMD, bone microstructure, biochemical markers
of bone tumover, or biomechanics in ovaniectomized rats. These
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results were analyzed at the end of treatment, and we cannot rule
out the possibility that these changes took place in carlier stages
of the disease.

Previous research supports the use of calcium and vitamin D
to prevent fracture risk in osteoporosis. Weaver, etal. [ 16] conducted
a meta-analysis of randomized controlled trials of calcium plus
vitamin-D supplementation for fracture prevention in adults. The
study shows that calcium plus vitamin-D supplementation produced
a statistically significant 15% reduction in risk of total fractures
and a 30% reduced risk of hip fracture. This study supports the
use of calcium plus vitamin-D supplements as an intervention
for fracture-risk reduction in both community dwelling adults
and institutionalized middle-aged to elderly adults. Pascalis,
et al. [17] analyze a number of bone-quality indices in patients
who received long-term Vitamin-D (400-1200 1U) and calcium
(1.0-1.5 g) supplementation versus those who did not. The study
was a part of the HORIZON trial. The mineral/matrix ratio and
glycosaminoglycan content were higher, while Nano porosity (a
surrogate for tissue water content), mineral maturity/crystallinity,
and pyridinoline content were lower in patients without long-
term supplementation. The authors conclude that vitamin D and
calcium administration were associated with altered mineral and
organic properties.

Aloia, et al. [18] performed a study to evaluate the influence
of calcium and vitamin D on PTH and bone tumover. One hundred
fifty-nine healthy postmenopausal women participated in a
6-month, double-bind, placebo-controlled study in which patients
were grouped as follows: a) double placebo, 2) 1200 mg/day
calcium, 3) 100 pg, and 4) vitamin D, and calcium. Fasting PTH
declined with vitamin D supplementation, and PTH declined after
calcium intake. Dietary supplementation with 1200 ug calcium/
day reduced CTX and PINP, whereas supplementation with up to
100 pg of vitamin D, did not. Avenell, et al. [19] reviewed 53 trials
in which a total of 91 791 participants were included to determine
the effects of vitamin D with or without calcium for preventing
fracture in postemenopansal women and older men  Highequality
evidence indicates that when administered alone and in the formats
and doses tested, vitamin D is unlikely to be effective in preventing
hip fracture. Quality evidence also suggests that vitamin D plus
calcium results in a slight reduction in hip-fracture risk. It has
also been found that vitamin D plus calcium is associated with
a statistically signifi duction in the incidence of new non-
vertebral fractures. However, they found only moderate-quality
evidence of an absence of a statistically significant preventive
effect on clinical vertebral fractures.

It 1s important to note that many studses that have investigated
the effects of combined calcium and Vitamin-D supplementation
on postmenopausal women have shown a reduction in fracture
nisk, provided sufficient patient complianee (75-85%) was reached

[14]. Lips, et al. [20] reviewed 19 randomized clinical trials of
vitamin D administered with or without calcium. Vitamin-D
supplementation of 800 IU/day in combination with calcium
showed good compliance and may decrease the incidence of non-
vertebral fractures, especially in older individuals, groups having
low baseline Vitamin-D status and low calcium intake and also
showing good compliance. However, analysis of vertebral fractures
was negative in detecting reduction in all cases. Boonen, et al. [21]
conducted a study in women and men > 50 years who were at risk
for hip fracture. They studied 9083 patients treated with vitamin
D and 45 509 treated with vitamin D and calcium. Their results
suggest that oral vitamin D reduces the risk of hip fracture when
calcium supplementation is added.

The Women's Health Initiative (WHI) camied out a double-
blind, placebo-controlled trial [22] in which 36 282 postmenopausal
women living in the US were randomly assigned to a regimen
consisting of 1000 mg of elemental calcium carbonate plus 400 IU
of vitamin D daily or placebo. This study, which reports an average
intervention period of 7 years, found that long-term use of calcium
and vitamin D appears to cause a possibly significant reduction in
the risk of hip fracture among postmenopausal women. However,
there are other reports in which treatment with calcium and
vitamin D do not seem to provide any benefit in the number of
bone fracturcs. Michaclson, ct al. [23] studicd 60 689 women aged
40-74 years over a 4-year period. During follow-up, the authors
observed that 1535 women had sustained hip fractures. Women
with an estimated calcium intake below 400 mg/day, intermediate
calcium intake, and calcium intake above 1200 mg/day had a
similar age-adjusted hip-fracture risk, and Vitamin-D intake was not
associated with fracture risk. Grant, et al. [24] studied 5292 people
aged 70 years or older who had experienced a low-trauma fracture.
Study patients were randomly assigned to daily administration of
vitamin D, 1000 mg/day of calcium, both, or placebo. The groups
did not differ in the incidence of all-new fractures or hip fractures.
Kahwati, et al [25] recently carried out an extensive review that
mcluded 47 676 patients regarding primary prevention ot tractures
in adults with vitamin D, calcium, or combined supplementation.
The authors found that supplementation with vitamin D and
calcium for 3 to 7 years had no statistically significant effect on
total fracture incidence.

Here it is worth mentioning how treatment with calcium
and vitamin D conld influence the conrse of ather diseases
Cesareo, et al. [26] concluded that it is currently not possible to
ensure that calcium supplements given with vitamin D do not
cause adverse cardiovascular events or link these supplements
to increased cardiovascular risk. However, other authors such as
Kahwati, ct al. [25], Kopecky, ct al. [27], and Prentice [22] stated
that vitamin D with calcium does not increase all-cause mortality
from cardiovascular events. Kahwati, et al. [25] and Avenell, et
al. [19] suggest that viiamin D with calcium s associated with
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an increase in the incidence of kidney stones. Grant, et al. [24]
observed that treatment with calcium and vitamin D had no effect
on death, number of falls, or quality of life. In sum, there are two
opposing lines of opinion: one supporting that supplementation
with calcium and vitamin D should be indicated for osteoporotic
women and those at risk of osteoporosis and the opposite position,
that is that oral supplementation with calcium and vitamin D is not
useful in the treatment of osteoporosis or prevention of fractures.
In our work, we failed to find any positive effect of calcium and
vitamin D on BMD, bone microstructure, biochemical markers
of bone tumover, and biomechanics in ovariectomized rats.
According to previous research produced by our group, the rats
were osteopenic at least from three months after ovariectomy [28].
The only positive effect of treatment was the absence of excess
weight presented in ovariectomized rats. We have no explanation
for this result.

Limitations of The Study

The study was done in rats and this could be a limitation.
Ovaniectomized rats is considered an adequate research model to
study postmenopausal osteoporosis. We used rats in order to have
a homogeneous population, very difficult to have in the case of a
study in osteoporotic women.

Conclusion

According to our results, calcium and Vitamin-D supplements
do not have any positive effect on bone quality in ovariectomized
rats. Due to this fact, we can affim that calcium and vitamin D
supplements are not useful in osteoporosis treatment and they are
not necessary in all the cases. However, we have not studied the
possible effects of these treatments on the many other metabolic
pathways that are important for life in which calcium and vitamin
D play a role. Moreover, a substantial percentage of the world
population presents Vitamin-D deficit [29].

Recommendations: These findings do not support treatment
with calcium and vitamin D in all the patients with osteoporosis.
However, Vitamin-D treatment may be necessary in osteoporotic

patients with Vitamin-D levels below 24 ng/

or NON-0steoporotic
ml [30], mamlytoprevmlswonduyhypcmmhyrondmsmmda
review of calcium intake in the general p is y to
ensure enough intake.
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Resumen

Objetivo: El bazedoxifeno es un SERM de 3 generacion con efectos agonistas sobre el hueso y sobre el Gtero y el tejido
*MNWMMMMNMHWMhMMQmWW

ratas ovariectomizadas.

Material y métodos: Se utilizaron 3 grupos de 15 ratas Wistar hembras de 6 meses de edad: uno control; otro de ratas
ovariectomizadas; y un tercer grupo de ratas ovariectomizadas tratadas con bazedoxifeno (0,33 mg/kg/dia). Tras 8
meses se estudiaron la densitometria ésea lumbar y femoral, los parimetros microtomogrificos, los marcadores bio-
quimicos de remodelado y los parimetros biomecinicos del hueso.

Resultados: La ovariectomia descendio la densidad 6sea femoral y lumbar. La Gltima se recuperd parcialmente con ba-
zedoxifeno. El remodelado dseo aumentd, recuperando el bazedoxifeno los niveles de formacién. El bazedoxifeno recu-
perd la fraccion volumétrica ésea (BV/TV), la densidad de superficie ésea (BS/TV), el aumento en la separacién
trabecular (Tb.Sp), ka disminucién en el nimero de trabéculas (Th.N), el aumento del factor de patrén trabecular (Tb.Pf)
y el indice de modelo estructural (SMI). La superficie relativa cortical aumentd tras la ovariectomia, normalizindose
con bazedoxifeno. También recuperd la deformacién mixima antes de la rotura producida por la ovariectomia, y amor-

tigud parcialmente la ganancia de peso de las ratas ovariectomizadas.
Conclusiones: Nuestro estudio muestra resultados positivos del bazedoxifeno sobre la calidad dsea. Este firmaco podria

estar especialmente indicado para mujeres jovenes postmenopdusicas con osteoporosis o en riesgo de padecerla.
Palabras dave: bazedoxifeno, densidad mineral ésea, remodedado dseo, microtomografia, biomecinica, seguridad endometrial

INTRODUCCION El tamoxifeno es un SERM que se utiliza como anties-

Los moduladores selectivos de los receptores estrogéni-
cos (SERMs) son agentes sintéticos no esteroideos que
tienen actividades como agonistas o antagonistas estro-
génicos en diversos tefidos’. El mecanismo de accidén de
los SERMs es a través de los dos tipos de receptores es-
trogénicos (a y B). Los SERMs poseen propledades ago-
nistas o antagonistas dependiendo del tipo de tejido®~.
En general tienen actividad agonista en el higado, tubo
digestivo, esqueleto y corazén, y antagonista en la
mama. En el Gtero, unos SERMs se comportan como
agonistas y otros como antagonistas’. Existen un gran
nimero de proteinas co-reguladoras que modulan la
accidén de los SERMs sobre la expresién génica y con-
tribuyen a la farmacologia tejido-especifica de los mis-
mos'.

}N Correspondencia: Concepcién de la Piedra (cpedra@fyd.cs)

trégeno mamario para el tratamiento y prevencién del
cincer de mama con actividad agonista estrogénica en
el Gtero. El raloxifeno se ha utilizado en la prevencién y
tratamiento de la osteoporosis y previene el cincer de
mama, pero tiene una clerta actividad estrogénica‘. El
bazedoxifeno es un SERM de 3% generacién con efectos
agonistas sobre el hueso y efectos favorables adicionales
sobre los lipidos, el (tero y el tejido mamario®*.

Debido a su accidén agonista estrogénica sobre el
hueso, el raloxifeno y el bazedoxifeno se han utilizado y
se utilizan en el tratamiento de la osteoporosis. El baze-
doxifeno tiene la ventaja de una mayor seguridad endo-
metrial, de tal modo que se utiliza también ampliamente
junto con estrégenos equinos conjugados para el trata-
miento de la endometriosis™.
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En este trabajo nos hemos centrado en los efectos
producidos por el bazedoxifeno sobre el hueso. Pero nos
parece tamblén interesante sefialar que el bazedoxifeno
se ha descublerto como efectivo agente terapéutico en
el céncer humano colono-rectal™. También en el trata-
miento del cincer de mama'’, del cincer gastrointesti-
nal*? y del adenocarcinoma gistrico*.

Centrindonos en los efectos sobre el hueso, Keating
y cols.** observaron que el bazedoxifeno reducia la inci-
dencia de nuevas fracturas vertebrales en pacientes con
osteoporosis y también la incidencia de fracturas no ver-
tebrales en pacientes de alto riesgo. Por otra parte, es un
medicamento muy bien tolerado, sin efectos nocivos
sobre el endometrio o el tejido mamario’.

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar en detalle
los efectos del bazedoxifeno sobre la calidad dsea utili-
zando un modelo experimental de ratas ovariectomiza-
das y un tratamiento a largo plazo (8 meses). Se estudié
la densitometria dsea lumbar y femoral, los pardmetros
microtomogrificos trabeculares y corticales, los marca-
dores bloquimicos de remodelado de formacién y resor-
cibn, y los parimetros biomecinicos del hueso.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 45 ratas Wistar hembras de 6 meses de edad
del animalario de la Fundacién Jiménez Diaz que fueron
mantenidas en condiciones estables de temperatura de
229C, ciclos de 12 horas de luz y oscuridad y con acceso
libre a comida y agua. La comida se administré mediante
una dieta completa para ratas y ratones (Panlab®, Barce-
lona, Espafia). El peso medio de las ratas al comienzo del
estudio fue de 333,6232 g (media = desviacién estindar).

Las ratas se dividieron al azar en 3 grupos:

1. Grupo SHAM (n=15): ratas en las que se simulé la
ovariectomia; 2. Grupo OVX (n=15): ratas ovariectomi-
zadas; 3. Grupo OVX + BZD (n=15): ratas ovariectomi-
zadas a las que se les administré 0,33 mg/kg/dia de
bazedoxifeno mediante sonda oral durante 8 meses. El
tratamiento comenzo el dia posterior a la ovariectomia
y se mantuvo durante 8 meses. Todos los tratamientos
se realizaron de acuerdo con los estindares comunita-
rios europeos sobre el culdado y uso de los animales de
laboratorio y fueron aprobados por el Comité de Etica
del Instituto de Investigacién Sanitaria de la Fundacién
Jiménez Diaz.

El firmaco que se administré como bazedoxifeno fue
Conbriza® (Pfizer). Fue donado amablemente por Labora-
torios Pfizer. La dosis se calculd en base al tratamiento in-
dicado para la osteoporosis en humanos, 20 mg/dia por
via oral. De este modo, la dosis de bazedoxifeno empleada
en nuestras ratas fue 0,33 mg/kg/dia mediante sonda oral
El vehiculo utilizado fue 0,3 ml de agua en cada animal.

Las ratas fueron anestesiadas para la drugia mediante
Inyeccién intramuscular de 0,7 ml de una mezcla 1:2 de
2 g/ml de hidrocloruro de xilacina (Rompun®) y 50
mg/ml de ketamina (Ketolar®). Una vez anestesiadas, fue-
ron inmovilizadas de las cuatro extremidades y se rasurd
la zona a intervenir. La posicién final del animal fue decd-
bito supino, apoyado sobre el dorso o espalda. La drugia
de ovariectomia bilateral se realizé a través de una indi-
sién abdominal. Para la extirpacién de los ovarios se iden-
tificaron los cuernos uterinos, fijados al ovario por un
extremo y al (itero por otro. Se establecieron las ligaduras
a ambos lados del ovarlo, seccionando y extirpando los
mismos. Una vez extirpados los ovarios se suturd la inci-
sién realizada. Transcurridos los 8 meses de tratamiento,

se pesaron las ratas y se sacrificaron mediante exsangul-
nacién por puncién cardiaca bajo anestesia con isofluo-
rano (Forane®). Mediante puncién cardiaca se obtuvieron
las muestras de sangre, que fueron centrifugadas a 3.000
rp.m. durante 15 minutos para obtener el suero. Dicho
suero se separd en alicuotas y se congeld a -802C hasta la
hdopoaeﬂow;detennlmdénde los parimetros de remode-

Las ratas fueron congeladas -20°C, tras la extraccién
de su sangre, hasta la medicién de la densidad mineral
dsea. El dia previo a la realizacién de dicha medicién las
ratas se metieron en una nevera a 4°C para su descon-
gelacién. Una vez descongeladas, se amputaron los fé-
mures derechos e izquierdos con la ayuda de pinzas y
bisturi. Una vez extraidos y limplos, se realiz6 la densi-
tometria mineral ésea de los fémures lzquierdos y co-
lumnas vertebrales a nivel de L2, L3 y L4.

Densitometria ésea

Se procedid a la determinacién de la densidad mineral
dsea (DMO) del fémur Izquierdo y de la columna verte-
bral a nivel de L2, L3 y L4, por densitometria de doble
energia de rayos X (DXA). Para ello se utilzé un aparato
denominado Piximus (Hologic®, QDR-1000 T™), que es
un densitémetro especifico para animales y muestras
pequefias.

El escaneo de la DMO se realizé en todo el fémury en
las tres vertebras completas (L2, L3, L4) y los resultados
se expresaron como la media de los valores obtenidos.
Los coeficientes de varfacién de esta técnica intra e in-
terensayo fueron <0,53% y <1,2%, respectivamente.

Tras esta medicién, los fémures se envolvieron en
gasas empapadas con suero fislolégico y se mantuvieron
congelados a -20%C hasta la realizacién de la microtomo-
grafia coi Los fémures derechos se
del mismo modo para la realizacién del test biomecinico.
Se ha comprobado que en estas circunstancias el hueso
no muestra variaciones significativas en sus propledades
mecinicas durante al menos 7 u 8 meses. De igual modo,
no se han observado variaciones cuando las muestras se
someten hasta en 5 ocasiones a perfodos cortos de con-
gelacidn-descongelacion®™.

Marcadores bloquimicos de remodelado 6seo
Las muestras de sangre se descongelaron para determi-
nar los marcadores bloquimicos de remodelado 6seo.

Marcadores bloquimicos de formacién dsea:

- Osteocalcina (BGP): se utilizd un inmunoensayo co-
lorimétrico (ELISA) comercial especifico parala determi-
nacién de los niveles de osteocalcina en ratas (Rat-MID™
Osteocalcin, IDS, Reino Unido). La sensibilidad del ensayo
fuede 50 ng/ml, y los coeficientes de varfacion intra e in-
terensayo <5,0% y <6,6%, respectivamente.

- Prépeptido aminoterminal del procoligeno | (PINP):
se utilizd un enzimoinmunoensayo (ELISA) comercial es-
pecifico para determinar las concentraciones de PINP en
ratas (Rat/Mouse PINP, 1DS, Reino Unido). La sensibilidad
del método fue de 0,7 ng/ml, y los coeficientes de varia-
ci6n intra e interensayo <5% y <8,2%, respectivamente.

Marcador bloquimico de resorcién dsea:

- Telopéptido carboxiterminal del coldgeno tipo | (CTX):
se utiliz6é un ELISA especifico para ratas (RatLaps CTX-1
ELISA, IDS, Reino Unido). La sensibilidad del ensayo fue
de 2,0 ng/ml y los coeficientes de variacién intra e inte-
rensayo del método fueron <5,6% y <10,5%, respectiva-
mente.
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Microtomografia

Los fémures izquierdos de las ratas se enviaron a la Uni-
versidad de Oviedo para el estudio de la microarquitec-
tura Gsea a partir de las imdgenes de microtomografia
computarizada (micro-CT) adquiridas en las muestras
de hueso. Dicho anilisis se realizé en la metifisis distal
del fémur y en un anillo de hueso cortical de la didfisis
del mismo.

Todas las muestras se escanearon en un microtomé-
grafo de rayos X de sobremesa modelo SkyScan 1174
(Bruker, Kontich, Bélgica). Las muestras se colocaron con
el eje largo perpendicular al suelo del portamuestrasy a
la fuente de rayos X. Las imigenes se obtuvieron en las
sigulentes condiciones: voltaje de la fuente de rayos X:
50 KV; intensidad de la fuente de rayos X: 800 pA; utili-
zacién de filtro de aluminio de 1 mm; resolucién: 17,1
um; paso de rotacién de la muestra: 0,4°; rotacién total:
180°%; frame averaging: 2; tempo de exposicién: 11.000
ms; tiempo aproximado de escaneado por muestra: 3
horas y 50 minutos. Se obtuvieron 930 tomogramas en
formato TIFF de cada muestra

La correccién de campo plano se llevé a cabo al prin-
ciplo de cada escaneo. Los tomogramas obtenidos del
escaneado de las muestras se reconstruyeron mediante
el algoritmo de Feldkamp modificado en la aplicacién
NRecon versién 1.6.9.16 (Bruker microCT, Kontich, Bél-
gica). Los pardmetros dptimos seleccionados fueron:
ring artefact reduction: 8; beam hardening correction: 30°;
smoothing: 1.

Los parimetros de escaneo y de reconstruccién utili-
zados fueron los mismos para todas las muestras. Tras
la reconstruccién, se seleccionaron mediante la aplica-
ci6n CTAn versién 1.14.4.1 (Bruker, Kontich, Bélgica) dos
volimenes de interés (VOI) distintos en los que realizar
la determinacién de las propiedades microestructurales
y de la densidad mineral ésea. En el caso del hueso tra-
becular, se seleccioné un VOI comenzando a 1 mm del
cartilago de crecimiento de la metifisis distal del fémur
(tomado como seccién de referencia) y ocupando 3,4
mm en direccidén proximal (un total de 200 imégenes),
excluyendo para el andlisis el hueso cortical Para el and-
lisis de hueso cortical, se vuelve a tomar como referencia
el cartflago de crecimiento de la metifisis distal, comen-
zando el VOI a 14 mm del mismo y abarcando 2,5 mm
(150 imigenes). El andlisis estructural de los VOI se lleva
a cabo con el software proporcionado con el equipo
(CTAn versién 1.14.4.1). Una vez obtenidos los resulta-
dos de los parimetros microestructurales, se utilizé el
programa CTVol 2.2.3.0 (Bruker, Kontich, Bélgica) para
visualizar los modelos tridimensionales creados con
CTAn mediante el algoritmo Marching cubes 33.

Para el hueso trabecular se determinaron los pari-
metros morfométricos estindares de hueso esponjoso
mediante un andlisis en 3D de las trabéculas.

A continuacidn, se detallan los pardmetros estudia-
dos para el hueso trabecular.

Relaciones de superficies y volumen:

La fraccién volumétrica ésea (BV/TV) refleja a la per-
feccién la pérdida o ganancia de hueso en los distintos
grupos. Se obtiene a partir de los indices morfométricos
basicos volumen de hueso (bone volume, BV) y volumen
de Interés total (total volume of interest, TV). Se expresa
cominmente en porcentaje. La superficie total del hueso
trabecular (BS), se mide mediante triangulacién de la
superficie del objeto. Su relacién con el volumen de in-
terés analizado se conoce como densidad de la superfi-
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cle 6sea (BS/TV). Se expresa en mm*, al ser el codente
entre una unidad de superficie y una unidad de volumen.
La superficie especifica 6sea (BS/BV) expresa la relacién
entre la superficie total del hueso trabecular con el vo-
lumen ocupado Gnicamente por hueso mineralizado. Al
igual que la variable anterior se expresa en mm™.

[ndices métricos directos:

El grosor trabecular (Tb.Th) se calcula a partir de un
método que ocupa con esferas la estructura analizada
por transformacion de la distancia. Se expresa habitual-
mente en mm o pm. La separacién trabecular (Th.Sp) se
calcula del mismo modo, pero esta vez ocupando las ca-
vidades medulares. Se expresa en mm o pm. El nimero
trabecular (Tb.N) implica el nimero de veces que se
atraviesan las trabéculas por unidad de longitud por una
via arbitraria a través del volumen de interés. El método
consiste en lanzar una linea que atraviese la regién de
interés y contar cudntas veces atraviesa trabéculas. Se
expresa en mm™,

Indices no métricos directos:

El factor de patrdn trabecular (Th.Pf) describe cuan-
titativamente la conectividad trabecular. Es un indice de
conectividad Inverso (a mayor valor de Tb.Pf menos co-
nectadas estin las trabéculas) basado en el cilculo de
un indice de convexidad o concavidad relativa de la su-
perficle ésea total, en el cual la concavidad de las super-
ficies trabeculares implica conectividad, mientras que la
convexidad indica estructuras desconectadas y aksladas.
A mayor valor del Tb.Pf la red trabecular muestra una
peor conectividad, que lleva implicita una disminucién
de la resistencia mecinica. Se expresa en mm* ' El in-
dice de modelo estructural (SMI) indica la prevalendia
relativa de trabéculas en forma de placa (plate-like) o en
forma de tubo (rod-like), indicando mayor presencia de
placas cuanto més se acerca el valor a cero”. Se define
en un intervalo de valores de 0 a 3, donde 0 es una es-
tructura en forma de placa ideal y 3 un cilindro. El grado
de anisotropia (DA) es una medida de la simetria del ob-
jeto o de la presencia/ausencia de estructuras alineadas
en una determinada direccién. Se trata de una variable
adimensional. Cero es la isotropia total y 1 la anisotropia
total. Las distintas variables se midieron directamente
utilizando métodos descritos en la literatura**,

En la regién cortical se realizaron dos andlisis dis-
tintos. El primero (separacién endostio-periostio) nos
permitié calcular el volumen total, el volumen de hueso
y el volumen medular. En el segundo reportamos la po-
rosidad del hueso cortical.

Separacién endostio-periostio: El volumen total de la
seccion transversal dentro del periostio (VIP) es el valor
medio del volumen ocupado por hueso y médula dsea
en las secclones transversales analizadas. Se expresa en
mm’. Un valor bajo de VIP nos indica que hay menos for-
macién dsea y mds reabsorcién, y al contrario si nos en-
contramos con un valor alto. El volumen de hueso
cortical (CtBV) es el valor medio del volumen ocupado
por hueso en las secciones transversales analizadas. Se
expresa en mm’. El volumen medular (Md.V) es el valor
medio del volumen ocupado por la médula ésea en las
secciones transversales analizadas. Se expresa en mm’.
Este valor nos indica lo contrario que VIP.

Pardmetros de porosidad estudiados: El volumen del
hueso cortical excluyendo los poros (CLBV); el ratio
entre la superficie cortical y el volumen del hueso corti-
cal sin poros (CLBS/BV); y la porosidad del hueso corti-
cal (CuB.Po).
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Blomecinica

Los fémures derechos de las ratas permanecieron con-
gelados a -80°C y se descongelaron con anterioridad al
ensayo mecinico para una correcta preparacion El en-
sayo se realizd en una miquina universal de ensayos. Se
configurd un ensayo de flexién a 3 puntos, con una dis-
tancia entre soportes de 17,6 mm y un didmetro de in-
dentador de 5,6 mm. La fuerza se aplicd en la direccién
perpendicular al eje del hueso, en la regidn de la didfisis,
con una velocidad de aplicacién de 10 mm/min (0,17
mm/s). Se obtuvo una curva lazamiento para
cada muestra y se calculd el didmetro de la didfisis a par-
tir del promedio de 6 medidas diferentes, para minimi-
zar el efecto de la variabilidad.

Parimetros biomecinicos analizados:

A partir de la curva resultante de cada experimento se
han determinado diferentes parimetros indicadores de
las caracteristicas mecinicas de las muestras™: la fuerza
méixima de flexién en el momento del fallo mecénico; el
desplazamiento en el momento del fallo mecinico; la ri-
gidez extrinseca; la energfa de rotura; la tensién mixima;
Ia deformacién méxima; y el médulo de Young.

Andlisis estadistico

Los resultados se han expresado como media = desvia-
cién estdndar (DE) de los diferentes paridmetros. Los
grupos de tratamiento han sido comparados mediante
el test de Mann-Whitney para muestras no emparejadas
(Medcal, Bélgica). Las diferencias se han considerado
significativas a partir de un valor de p<0,05.

Resuwtapos

La figura 1 muestra los resultados obtenidos en la densi-
dad mineral ésea femoral (DMOF) y lumbar (DMOL) de
las ratas estudiadas. La ovarfectomia produjo un descenso
significativo de la densidad 6sea en fémur y columna. El
tratamiento con bazedoxifeno recuperd parcialmente la
densidad lumbar;, pero no la femoral.

La figura 2 muestra los niveles de los marcadores
bloquimicos de remodelado éseo en los grupos de ratas
estudiados. Como era de esperar, los marcadores de for-
macién y resorcion ésea (BGP, PINP y CTX) experimenta-

ron un aumento significativo tras la ovarfectomia. El tra-
tamiento con bazedoxifeno recuperd los niveles basales
de BGP y de PINP, sin variaciones significativas en los ni-
veles de CTX.

La figura 3 muestra una serie de parimetros micro-
estructurales cuantitativos estudiados. La fraccién volu-
métrica 6sea (BV/TV) y la densidad de superficie ésea
(BS/TV) disminuyeron tras la ovariectomia, recuperin-
dose parcialmente tras el tratamiento con bazedoxifeno.
El bazedoxifeno recuperd también parcialmente el au-
mento en la separacién trabecular (Tb.Sp) producido
por la ovarfectomia, as{ como la disminucién en el ni-
mero de trabéculas (Tb.N), sin ¢jercer acciones sobre el
espesor trabecular (Tb.Th).

La figura 4 muestra las variables no métricas Tb.Pf y
SMI y las cuantitativas Conn.Dn y DA en los grupos de
ratas estudiados. El factor de patrén trabecular Th.Pf au-
mentd significativamente en las ratas ovariectomizadas,
indicando una importante pérdida de conectividad trabe-
cular tras la ovarfectomia. El tratamiento con bazedoxi-
feno co te esta pérdida La ovariectomia
aument6 también significativamente el indice de modelo
estructural SMI, indicando una prevalencia de trabéculas
en forma de tubo en comparacién con las ratas control,
con prevalencia de trabéculas en forma de placa. El trata-
miento con bazedoxifeno corrigié también parclalmente
esta varfacién. El grado de anisotropia disminuyé signifi-
cativamente tras la ovarfectomia, aumentando tras el tra-
tamiento con bazedoxifeno a valores superiores a los de
las ratas controles.

La figura 5 muestra los resultados del volumen de
hueso + médula ésea (VIP), hueso cortical (CLBV) y volu-
men medular (Md.V) en la cortical. El volumen de hueso +
médula no parecié variar significativamente tras la ova-
riectomia, pero fue menor en las ratas ovariectomizadas
tratadas con bazedoxifeno, lo que parece indicar una in-
fluencia de la falta de ovarios no resuelta por este firmaco.
El volumen de hueso cortical (CtBV) disminuyé significa-
tivamente tras la ovariectomia, no ejerciendo accién posi-
tiva el bazedoxifeno. El volumen de médula ésea (Md.V)
aumentd tras la ovariectomia, permaneciendo constante
tras el tratamiento con bazedoxifeno.

Figura 1. Densidad mineral ésea femoral (DMOF) y densidad mineral 6sea lumbar (DMOL) en los 3 grupos de ratas
ovariectomizadas tratadas
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Figura 2. Marcadores bloquimicos de remodelado ésco:
osteocalcina (BGP), aminterminal del proco-
lipu m){“wwuuu-
3 grupos de ratas SHAM (control),
(OVX) y ovariectomizadas tratadas
con bazedoxifeno (OVX+BZD)
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El volumen de hueso cortical disminuyé tras la ova-
nectomia (p<0,05), no ejerciendo ninguna acciéa el
bazedoxifeno. La superficie relativa cortical aumentd
tras la ovariectomia (p<0,05), normalizindose tras el
tratamiento con bazedoxifeno. La porosidad (CtB.Po)
disminuyd significativamente tras la ovariectomia
(p<0,001), no produciendo variaciones ¢l tratamiento
con bazedoxifeno.

El desplazamiento miximo, la rigidez, el trabajo de
rotura, la tensién mixima y el médulo de Young no va-
naroa con la ovariectomia ni con el trabajo de rotura.
La fuerza mixima de flexién en el momento del fracaso
mecinico disminuyé con la ovariectomia (p<0,05),
como era de esperar, sin ejercer efecto el bazedoxifena.
La deformacién mixima antes de la rotura disminuyd
con la ovanectomia (p<0,05), recuperindose con el
tratamiento con bazedaxifeno.

Con respecto a los pesos de las ratas, al final del ex-
perimento el grupo SHAM pesaba 380225 g, el grupo
OVX 475230 g (OVX vx SHAM, p<0,01) y el grupo tratado
con bazedoxifeno 425215 g (BZD vx SHAM, p<0,05; BZD
v OVX, p<0,05). La ovariectomia hizo ganar peso a las
ratas y o tratamiento con bazedoxafeno amortigué par-
aalmente dicha ganancia.

Discusion

De acuerdo con nuestros resultados, el tratamiento
con bazedoxifeno recuperd parcialmente la densidad
6sea lumbar, pero no la femoral.

Coincidiendo con ello, Barrionuevo y cols.** realiza-
ron un estudio incluyendo 107 ensayos clinicos en que
se podia concluir que exastia una reduccién
de las fracturas vertebrales con el bazedoxifeno. Del
mismo modo, Jin y cols.*, estudiando 41 articulos de
ensayos clinicos desde 2015 hasta 2019, concluyeron
que el bazedoxifeno las fracturas vertebrales.
Peng y cols* realizando una revision sistemdtica de es-
tudios desarrollados durante 3 y 7 afos, y Palacios y
cols., en un estudio realizado durante 7 afios, obser-
varon que la incidencia de nuevas fracturas vertebrales
fue menor en mujeres tratadas con bazedoxifeno que
en el grupo placebo.

Con respecto a los marcadores bioquimicos de re-
modelado seo, nuestros resultados muestran un des-
censo del mismo en los niveles de BGP y PINP tras el
tratamiento con bazedoxifeno, aunque sin cambios en
el PINP. Coincidiendo con nuestros resultados, Bueno
y cols.” observaron en un estudio realizado en 7.492
pacientes que el bazedoxifeno redujo ¢l remodelado
6sc0 en mujeres postmenopiusicas latinas afectadas
de osteoporosis. A este respecto es importante sefalar
que, no solo la disminucién de la densidad mineral
6sea, sino también el aumento de remodelado 6seo
estd asociado a un incremento en el riesgo de frac-
tura®™, y que los cambios en los niveles de osteocalcina
a los 6 meses de tratamiento predijeron los cambios
observados alos 2 aflos en la densidad mineral 6sea®.

En cuanto a la calidad ésea, de acuerdo a Jos pard-
metros de la microtomografia, nuestros resultados
mostraron efectos positivos del trataméiento con baze-
daxifeno sobre los parimetros trabeculares BV/TV,
BS/TV, Th.Th, Tb.Sp.Th.N. Th.Pf, SMI, DA y Md.V y
sobre el cortical Ct.BS/BV, aunque no en todos los
casos se recuperaron los valores basales de las ratas

control, pero si mejoran con respecto a las ovariecto-
mizadas.
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Figura 3. Fraccién volumétrica ésea (BV/TV), densidad de superficie ésea (BS/TV), espesor trabecular (Th.Th), se-
trabecular (Th.Sp) y némero de trabéculas (Tb.N) en los 3 grupos de ratas SHAM (control), ovariectomi-
ovariectomizadas tratadas
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Saito y cols ™ estudiaron monos adultos hembras ova-
nectomizadas a kas que se suministrd 0.2 0 0.5 mg/kg de
bazedodfeno durante 18 meses. Los niveles de cross-links
inmaduros y maduros, BY/TV, y Th.Th fueron mayores en
¢l grupo tratado con bazedoxifeno que en ¢l ovariectoms-
zado. Sin embargo, el SMI fue menor en d grupo tratado con
bazedaxifeno que en el grupo ovariectomizado. El trata-
miento con bazedoxifeno previno el deterioro de los niveles
de cross-links enzimdticos inmaduros, en los productos
avanzados de glicasiacién y en propéedades estructurales
como ¢l BV/TV, Tb.Th y Th.F¥, que controlan significativa-
mente la fuerza 6sea del tejido trabeculas

Con respecto a los parametros biomecinicos, en nuestro
trabajo observamas que el lazedoxifeno ejerad tambéén una
accién pasitiva con respecto a las ratas ovanectomizadas
sobre la deformacién miima a la que s sometido el Emur
al realizar sobre ol mismo una fuerza.

Por dltimo, el bazedoxifeno produjo una accén positiva
sobre el aumento de peso que experimentaron las ratas tras
la ovariectomia, siendo menor que el experimentado por las
alas controles.

La mayoria de estudios sobre Jas efectos del bazedoxifeno
lo hacen sobee bas fracturas vertebrales, como los que hemos
comentado anteriormente 333, Algunos autores como Re-
ginster y colx™ confirman que el bazedoxifeno es también
capaz de reducir el riesgo de fracturas no vertebrales en mu-
jeres con alto riesgo de padecer osteoporosis. Autores como
Yavropoulou y cols.” observaron tras el tratamiento coa ba-
zedoxifeno un aumento de k2 BMD lumbar pero no de b
BMD de cadera, pero, al igual que Reginster™, s observaron
una disminucdién del riesgo de fracturas no vertebralesen el
caso de mujeres icas de alto niesgo.

En refacon al etectn comparativo ejercido por el bazedo-
xifeno y otros firmacas, en un meta-andlisis realizado sobre

48.000 pacientes, Liu y cols ™ observaron que o alendronato
y ¢l nsendronato ejerdan un efecto positivo mayor que el
bazedoafeno sobre la osteoporosis, pero con mis efectos
adverses. Gatti y cols. ™ afirman que el bazedoafeno es tan
efectivo como el raloxifeno en prevenir la pérdida Gsea en
MMMymehm&m
vas fracturas vertebrales. Otros autores como Ellis y cols =
consideran que o bazedaafeno. es comparable a los bifos-
fonatos para prevenir s fracturas vertebrales entre kas mu-
jeres con osteoporosis pastmenopdusica de alto riesgo.

En un trabajo realizado por nuestro grupo™ administra-
mas dcido zoledrénico a ratas ovariectomizadas y consegus-
mas efectos muy superiores de aumento de la DMO lumbar
y femoral sobre las ratas no tratadas que en el caso del ba-
zedmafeno. Las condiciones de edad de las ratas y iempo de
ovariectomia eran totalmente similares a kas de este trabajo,
mb"ummmmm

y cols” afirman que el bazedaxifeno no
m&urnmmwemw»
tirresortivos, pero considerando la necesidad de tratamien-
tos de larga duracdn para b asteoporosts, es un Srmaco que
tiene un puesto en of esquema terapéutico a largo plazo para
combatir esta enfermedad. Autores como Gatti y cals.™ su-
gieren que, debido a su particular perfil, o bazedoxafeno se
pusde considerar como una terapia de segunda linea para
mujeres entre 65 y 70 afios donde los bifosfonatos estén con-
traindicadas o sean mal tolerados. Estos autores piensan que
el bazedmafeno puede también tener su puesto como terapa
en primer lugar en mujeres postmenopadsicas mds jdvenes
para el manejo de su menopausia y la prevencion de la os-
myqnzpo&hpm&mbomm
conjugados.

Agradecimsentos: Este trabajo ha s3do linanciado por el
Instituto de Salud Carlos lIL ayuda P112/01472, FEDER.



% Torrubva B, Martin Ferndndez M, Rubert M, Gamez-Chinchdén M, Recio Visedo £ De ks Pledra C ORIGNALES

Figura 4. Factor de patrdn trabecular (Tb.PI), indice de
modelo estructural (SMI) y grado de anisotropia (DA).
En los 3 grupos de ratas SHAM (control), ovariectomiza-
das (OVX) y ovariectomizadas tratadas con bazedoxifeno
(OVX+BZD)
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SHAM ovx OVX + BZD

Tb.PL a: OVX vs SHAM, p<0,01; OVX+BZD vs. SHAM, p<0,05, b:
OVX+BZD vs. OVX, p<0,05; SML a: OVX vs. SHAM, p<0,01; OVX+BZD
v SHAM, p<0.05, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,0; DA. 2: OVX vx SHAM,
p<0,05; OVX+BZD v SHAM, p<0,01, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,01.
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Figura 5. Volumen de hueso + médula 6sea (VIP), hueso
cortical (CLBV) y volumen medular (Md.V) en la cortical.
En los 3 grupos de ratas SHAM (control), ovariectomiza-
das (OVX) y ovariectomizadas tratadas con bazedoxifeno
(OVX+BZD)

15

CtBv. a: OVX vx SHAM, p<0,05; OVX+BZD vx SHAM, p<0,05; Md.V. a:
OVXvx SHAM, p<0,01.

’N Conflicto de intereses: Lo autores dedlaran no tener conflicto de intereses.



ORIGINALES Efectos def tratamiento con bazedanifeno sobre i calidad sea én ratas ovanectomizadas

Rav Ostecporos Metab Meser. 2000121202

Bibliografia

1

10.

11

12

13

Riggs L, Hartmann LC. Selective estro-
gen receptor modulators. Mechanisms
of action and application to clinical prac-
tice. N Engl | Med. 2003;348: 618-29.

Martin F, Barbancho MC Clinical
pharmcology of selective estrogen re-
ceptor modulators (SERMs). In: Cano A,
Calaf], Duefias L, eds. Selective estro-

2010;2 (Supl. 5):513-8.
Pinkerton |V. Tissue-selective estrogen
complex for
Flores VA, Stachenfeld NS, Taylor HS.

Bazedoxifene-conjugated estrogens
for treating endometriosis. Obstet
Gynecol. 2018;132:475-7.

Wei |, Ma L Lai YH, Zhang RLIH LiC
et al. Bazedoxifene as a novel GP130
Inhibitor for colon cancer therapy. |

Exp Clin Cancer Res. 2019;38(1):63.

Tian |, Chen X, Fu S, Zhang R, Pan L,
Cao Y, et al. Bazedoxifene is a novel
1L6/GP130 inhibitor for treating tri-
ple-negative breast cancer. Breast
Cancer Res Treat. 2019;175:553-66.

WPlhynhl.MAth\’l.
NeroTL, Tran K, et al

2019;11:pii ¢9539.
Burkhardt C, Bahler L, Tihy M, Morel P,
Forni M. Bazedaxifene as a novel stra-

tegy for treatment of pancreatic and

14.

15.

16

17.

18

19.

21

24.

gastric adenocarcinoma. Oncotarget.
2019;10:3198-202.

mensional structural indices to reflect
mechanical aspects of trabecular
bone. Bone. 1999;25:55-60.

Ritchie 0, Koester K], lonova S, Yao W,
Lane NE, Ager JW 3rd. Measurement

Barrionuevo P, Kapoor E, Asi N, Alah-
dab F, Mohamed K, Benkhadra K, etal.
Efficacy of pharmacological therapies
for the prevention of fractures in pos-
tmenopausal women: a network meta-
analysis ] Clin Endocrinol Metab. 2019;
104:1623-30.

Jin YZ, Lee JH, Xu B, Cho M. Effects of

controlled

Disord. 2019;20(1):399.

l’ql.lnocl.nll.!‘.liuyndnhy
of bazedoxifene in postmenopausal

mMmAm
tic review and meta-analysis. Medi-

cine. (Baltimore). 2017,96(49):¢B8659.
Palacios §, Silverman SL, de Villiers T,
Levine AB, Goemaere S, Brown P, etal
A 7-year randomized, placebo-contro-
lled trial assessing the long-term effi-

25.

26

27.

3L

32

cacy and safety of bazedoxifene in
women with asteo-

pause. 2017;24:1033-9.
Garnero P, Sornay-Rendu E, Claustrat
BD, Theelmas PD. Bone markers of
bone turnover, endogenous hormones
and the risk fractures in postmeno-
pausal women: the OFELY study. |
Bone Miner Res. 2000;15:1526-36.
Delmas PD, Hardy P, Garnero P, Dath M.
individual to
hormone replacement with
bone markers. Bone. 2000;26:553-60.
Saito M, Kida Y, Nishizawa T, Arakawa S,
Okabe H, Seki A, et al. Effects of 18-
month treatment with bazedaxifens on

opportunity for bazedaxifene.
Curr Med Res Opin. 2014;30:1165-76.
Liu GF, Wang 2Q, Liu L, Zhang BT,
Miao YY, Yu SN. A network meta-
analysis on the short-term efficacy
and adverse events of different anti-
osteoporosis drugs for the treatment
of | Cell
Biochem. 2018;119:4469-81.
Gatti D, Rossini M, Sblendorio |, Lello S
Pharmacokinetic evaluation of baze-
doxifene for the treatment of osteopo-

rosis Expert Opin Drug Metab Taxicol

2013;9:883-92.

Ellis AG, Reginster |Y, Luo X, Cappe-
Heri JC, Chines A, Sutradhar S, etal In-
direct comparison of bazedoxifene vs
oral for the preven-
tion of vertebral fractures in postme-
nopausal osteoporotic women. Curr
Med Res Opin. 2014;30:1617-26.
Martin-Fernindez M,

chén M, Aharez-Galovich L, Torrubia B,
Diaz-Curiel M, Guede D, et al. Effects of
long-term treatment with
strontium ranelate and zoledronic
acid on bone quality in ovariectomi-
zed rats. Am ] Clin Exp Med. 2016;
4:191-200.



0 ORIGNALS
Rov Oecpoms Metad Mirer 20012112027

Effects of bazedoxifene treatment on the bone
quality of ovariectomized rats

DOI: hatp://dx.dotong/10.4321/S1899.836X 2020000100004

Torrubia B?, Martin Fernandez M!, Rubert M?, Gomez-Chinchén M?, Recio Visedo P?, De la Piedra C*
1 Biochemical Research. Institute for Medical Research. Jimencz Diaz Foundation. Madrid (Spain)
2 Hospital Support Team. Palliative Care. Mastoles University Hospital Mostoles. Madrid (Spain)

3 Department of Physiology. Faculty of Pharmacy. Complutense University of Madrid Madrid (Spain)

T Dateofreceipt: 02/12/2019 - Date of acceptance: 25/02/2020

Objetive: Bazedoxifene is a 3" generation SERM with agonistic effects on the bones, uterus and breast tissue. Our goal

has been to study the effects of bazedoxifene on bone quality of an experimental group of ovariectomized rats.
Material and methods: 3 groups of 15 6-month-old Wistar female rats were used: a control group, a group of untreated
ovariectomized rats and a group of ovariectomized rats treated with bazedoxifene (0.33 mg/kg/day). After 8 months
we studied the lumbar and femur bone densitometry, the microtomographic parameters, the biochemical markers for
bone remodelling and the bone biomechanical parameters.

Results: The ovariectomy depleted the femur and lumbar bone density. After receiving bazedoxifene, the lumbar bone
density showed partial healing. Bone remodelling increased recovering bazedoxifene formation levels. Bazedoxifene
promoted the recovery of the bone volume fraction (BV/TV), the bone surface density (BS/BV), the trabecular number
(Tb.N), the trabecular spacing (Tb.Sp), the trabecular pattern factor (Tb.Pf) and the structural model index (SMI). The
cortical surface increased after the ovariectomy and returned to normal levels with the administration of bazedoxifene.
The maximum deformation showed before the ovariectomy was also restored, partially cushioning the ovariectomized
rats’ weight gain.

Conclusions: Our study has shown bazedoxifene positive results on bone quality. This specific drug could be particularly
suitable for young postmenopausal women suffering or at risk of suffering osteoporosis.

Key words: bazedoxifene, bone mineral density, bone remodelling, microtomography, biomechanics, endometrial safety.

InTRODUCTION

Selective estrogen-receptor modulators (SERMs) are
synthetic, nonsteroidal agents with estrogenic ago-
nist-antagonist activity in different target tissues®. Their
estrogenic responses are mediated by estrogen recep-
tors (ax and B). SERMs may present agonistic or antago-
nistic behavior depending on the tissue type*’. In
general, SERMs exhibit agonist activity in the liver, the
digestive tube, the skeleton and the heart, but antagonist
activity in the breast. In the uterus some SERMs mani-
fest agonist activity while others show an antagonist be-
havior®. Several co-regulatory proteins modify the
behavior of the SERMs on gene expression and contri-
bute to their tissue-selective pharmacology.

}N Correspondence: Concepcibn de ba Pledra (cpledra@fid.es)

Tamoxifen is a SERM used as a mammary antiestro-
gen for preventing and treating breast cancer with es-
trogen agonistic activity in the uterus. Raloxifene has
been used for the prevention and treatment of osteopo-
rosis and prevents breast cancer but presents some es-
trogenic activity*. Bazedoxifene Is a 3" generation SERM
with agonistic effects on the bone and additional posi-
tive effects on lipids, the uterus and the breast tissue®~,

Due to its estrogen agonistic activity on the bone, ra-
loxifene and bazedoxifene are used to treat osteoporosis.
Bazedoxifene has the advantage of a greater endometrial
safety, therefore it is as well widely used in combination
with conjugated equine estrogens for the treatment of
endometriosis™,
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Our study focuses on the effects produced by bazedo-
xifene on the bone. However, we find it interesting to
point out that bazedoxifene has also been identified as
an effective therapeutical agent against human colorec-
tal cancer'®, breast cancer'’, gastrointestinal cancer™
and gastric adenocarcinoma®’,

Regarding the effects on the bone, Keating et al.**
found that bazedoxifene reduced the rates of new vertebr
al fractures in patients affected by rosis, as well
as the rates of non-vertebral fractures in high-risk pa-
tients. Moreover, it s a very well-tolerated drug, without
adverse effects on the endometrium or breast tissue’.

The purpose of our research was to study the effects
of bazedoxifene on the bone quality in detall, using an
experimental group of ovariectomized rats and long-
term treatment (8 months). We examined the lumbar
and femoral bone densitometry, the microtomographic
trabecular and cortical parameters, the blochemical
markers reflecting bone formation and bone resorption
and the bone biomechanical parameters.

MATERIAL AND METHODS

45 6-month-old Wistar female rats from the Jimenez
Diaz Foundation animal facility were used. These rats
were Kept at a constant temperature of 22°C, observing
12-hour light-dark cycles and with free access to food
and drink. The food was a complete diet for rats and
mice (Panlab®, Barcelona, Espafia). The average weight
of the rats at the beginning of the study was 333.6232 g
(mean * standard deviation).

The rats were randomly divided in 3 groups:

1. SHAM group (n=15): the ovariectomy was simula-
ted; 2. OVX group (n=15): ovariectomized rats; OVX +
BZD group (n=15): ovariectomized rats, administered
0.33 mg/kg/day of bazedoxifene using a feeding tube for
8 months. The treatment started the day after the ova-
riectomy had been performed and continued during the
following 8 months. Every single treatment was admi-
nistered according to the EU directives on the protection
of animals used for scientific purposes and were appro-
ved by the ethics committee of the Institute for Health
Research of the Jimenez Diaz Foundation.

The bazedoxifene drug was Conbriza® (Pfizer), dona-
ted by Pfizer Laboratories. The dosage was calculated
based on the recommended treatment for osteoporosis
in humans, 20 mg/day taken orally, therefore the dose of
bazedoxifene we used on our rats was 0.33 mg/kg/day
through a feeding tube and 0.3 ml of water for each ani-
mal.

For surgery, the rats were anaesthetized via intra-
muscular injections of 0.7 ml of a 1:2 mixture of 2 g/ml
of xylazine hydrochloride (Rompun®) and 50 mg/ml of
ketamine (Ketolar®). Once anesthetized, all four limbs
were immobilized and the area to be operated on was
clipped. The animals were in the supine position, leaning
on their backs. The bilateral ovariectomy surgery was
carried out through an abdominal incision. To remove
the ovaries, the uterine horns were identified, one end
attached to the ovary and the other to the uterus. When
ties were established on either side of the ovary, we pro-
ceeded to section and remove them. Once this
finished, the Incision was stitched. After 8 months of
treatment, the rats were weighed and sacrificed via ex-
sanguination by a heart perfusion under anaesthesia
with Isoflurane (Forane®). Through this perfusion, we
obtained the blood samples that would be centrifuged

at 3,000 rp.m. for 15 minutes to obtain the serum. This
serum was divided Into aliquots and frozen at -80°C, up
to the moment the bone remodelling parameters were
to be determined.

After extracting their blood, the rats were frozen at
-20°C until bone mineral density measurement had to
be taken. The day before such procedure, the rats were
introduced In a fridge at -20%C in order to thaw. Then
their right and left femur were amputated using scalpel
and tweezer. Once the femurs were extracted and clea-
ned, we performed a bone mineral densitometry on the
left femur and spine at L2, L3 and L4 levels.

Bone densitometry

We proceeded to the determination of the bone mineral
densitometry (BMD) of the left femur and the spine at
L2, L3 and L4 levels, undergoing a dual-energy X-Ray
densitometry (DXA). We used a machine called Piximus
(Hologic®, QDR-1000 TM), a specific densitometer for
animal and small samples.

The BMD scanning was carried out on the femur en-
tirely and on the whole three vertebrae (L2, L3 and L4),
and the results were expressed as the average of the ob-
tained values. The inter- and Intra-assay coefficients of
variabllity were <0.53% and <1.2% respectively.

After taking this measurement, the femurs were
wrapped in gauze soaked in saline solution
and kept frozen at -20°C until the computerized micro-
tomography was carried out. The right femurs were kept
in the same way for biomechanical testing. In these cir-
cumstances, the mechanical properties of the bone were
not found to significantly change for at least 7 or 8
months. Likewise, no variations have been observed
after samples go through up to 5 short freezing-thawing
perfods®®.

Biochemical markers of bone remodeling
Blood samples were thawed to determine blochemical
markers of bone remodeling.

Biochemical markers of bone formation:

- Osteocalcin (BGP): a specific commercial colorime-
tric immunoassay (ELISA) was used for the determina-
tion of osteocalcin levels in rats (Rat-MID™ Osteocalcin,
IDS, UK). The sensitivity of the assay was 50 ng/ml, and
the inter- and intra-assay coefficients of variability were
<5.09% and <6.6%, respectively.

- Procollagen | amino-terminal propeptide (PINP): a
specific commercial enzyme immunoassay (ELISA) was
used to determine concentrations of PINP in rats
(Rat/Mouse PINP, IDS, UK). The sensitivity of the method
was 0.7 ng/ml, and the inter- and Intra-assay coefficients
of variability <5% and <8.2%, respectively.

Biochemical marker of bone resorption:

- Type | collagen carboxy-terminal telopeptide (CTX):
a rat-specific ELISA (RatLaps CTX-1 ELISA, IDS, UK) was
used. The sensitivity of the assay was 2.0 ng/ml and the
inter- and Intra-assay coefficients of variability of this
method were <5.6% and <10.5% respectively.

Microtomography

The left femurs of the rats were sent to the University of
Oviedo to study the bone microarchitecture from the
computerized microtomography (micro-CT) images got
from the bone samples. This analysis was performed in
the distal metaphysis of the femur and in a cortical bone
ring of its diaphysis.
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All samples were scanned on a SkyScan 1174
X-Ray microtomograph (Bruker, Kontich, Belgium). The
samples were placed with the long axis perpendicular
both to the base of the sample holder and to the X-Ray
source. The images were obtained under the following
conditions: voltage of the X-Ray source: 50 KV; X-Ray
source Intensity: 800 pA; use of Imm aluminum filter;
resolution: 17.1 pm; sample rotation step: 0.4°%; total ro-
tation: 180°; frame averaging: 2; exposure time: 11,000
ms; approximate scanning time per sample: 3 hours and
50 minutes. 930 tomograms in TIFF format were obtal-
ned from each sample.

The flat-field correction was carried out at the begin-
ning of every scan. The tomograms obtained from scan-
ning the samples were reconstructed using the Feldkamp
algorithm, modified in the NRecon application, version
1.6.9.16 (Bruker microCT, Kontich, Belgium). The optimal
parameters selected were: ring artefact reduction: 8; beam
hardening correction: 30°; smoothing: 1.

The scanning and reconstruction parameters used
were the same for all samples. After the reconstruction,
two different volumes of interest (VOI) were selected
using the CTAn application, version 1.14.4.1, (Bruker, Kon-
tich, Belgium) in which to determine the microstructural
properties and bone mineral density. In the case of the tra-
becular bone, a VOI was selected starting at 1 mm from
the growth cartilage of the distal metaphysis of the femur
(taken as reference section) and occupying 3.4 mm in the
proximal direction (a total of 200 images), excluding the
cortical bone to be analyzed. For cortical bone analysis, the
growth cartilage of the distal metaphysis is again taken as
a reference, starting the VOI at 14 mm from it and covering
2.5 mm (150 images). The structural analysis of the VOl is
carried out with the software provided with the equip-
ment (CTAn version 1.14.4.1). Once the results of the mi-
crostructural parameters were obtained, the CTVol 22.3.0
program (Bruker, Kontich, Belgium) was used to visualize
the three-dimensional models created with CTAn using
the Marching cubes 33 algorithm.

For the trabecular bone, standard cancellous bone
morphometric parameters were determined by a 3D
analysis of the trabeculae.

The parameters studled for the trabecular bone are
detailed below.

Surface and volume relationships:

The bone volume fraction (BV/TV) perfectly reflects
the bone loss or gain in the different groups. It is obtal-
ned from the basic morphometric indexes, bone volume
(BV) and total volume of interest (TV). It is commonly
expressed as a percentage. The total area of the trabe-
cular bone (BS) is measured by triangulating the surface
of the object. Its relationship with the volume of interest
analyzed Is known as bone surface density (BS/TV). It
is expressed in mm*, as it is the quotient between an
area unit and a volume unit. The bone specific surface
(BS/BV) expresses the relationship between the total
area of the trabecular bone with the volume occupled
only by mineralized bone. Like the previous variable, it
is also expressed in mm.

Direct metric indices:

The trabecular thickness (Tb.Th) is calculated follo-
wing a method that occupies with spheres the structure
analyzed by distance transformation. It s usually expres-
sed in mm or pm. The trabecular separation (TbSp) is cal-
culated in the same way, but this time occupying the
medullary cavities. It Is expressed in mm or pm. The tra-
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becular number (Th.N) means the number of times tra-
beculae are traversed by an arbitrary path through the
volume of interest per unit length. The method is to
launch a line through the region of interest and count how
many times it crosses trabeculae. It is expressed in mm*.

Direct non-metric indices:

The trabecular pattern factor (Tb.Pf) quantitatively
describes trabecular connectivity. It is an inverse connec-
tivity index (the higher the Tb_Pfvalue, the less connected
the trabeculae are) based on the calculation of a relative
convexity or concavity index of the total bone surface, in
which the concavity of the trabecular surfaces implies
connectivity, while convexity indicates disconnected and
isolated structures. The higher the Tb.Pf value, the worse
connectivity the trabecular network shows, which implies
a decrease in mechanical resistance. It is expressed in
mm* ' The structural model index (SMI) shows the re-
lative prevalence of plate-like or rod-like trabeculae, in-
dicating more presence of plates the doser its value get
to zero'’. It Is defined in a range of values from 0 to 3,
where 0 is an ideal plate-shaped structure and 3 is a cylin-
der. The degree of anisotropy (DA) Is a measure of the
symmetry of the object or the presence /absence of struc-
tures aligned in a certain direction. It is a dimensionless
variable. Zero Is total isotropy and 1 is total anisotropy.
The different variables were directly measured using me-
thods described in the bibliography'**.

Two different analyses were carried out in the corti-
cal region. The first one (endosteum-periosteum sepa-
ration) allowed us to calculate total volume, bone
volume and medullary volume. In the second one we re-
port the porosity of the cortical bone.

Endosteum-periosteum separation: the total volume
of the cross section inside the perfosteum (VIP) is the
mean value of the volume occupled by bone and bone
marrow in the analyzed cross sections. It Is expressed in
mm’. A low VIP value indicates that there is less bone
formation and more resorption, and the other way
round if we find a high value. Cortical bone volume
(Ct.BY) is the mean value of the volume occupled by
bone in the analyzed cross sections. It Is expressed in
mm’. The medullary volume (Md.V) is the mean value of
the volume occupled by the bone marrow in the analy-
zed cross sections. It Is expressed in mm’. This value in-
dicates the opposite of VIP.

Porosity parameters studied: cortical bone volume
excluding pores (CLBV); the ratio between the cortical
surface and the volume of the cortical bone without
pores (CLBS/BV); and the porosity of the cortical bone
(CuB.Po).

Blomechanics
The right femurs of the rats remained frozen at -80°C and
were thawed prior to the mechanical test for proper pre-
paration. The test was carried out on a universal testing
machine. A 3-point bending test was set up, with a spacing
of 17.6 mm and an indenter diameter of 5.6 mm. The force
was applied perpendicularly to the axis of the bone, in the
region of the d with an application speed of 10
mm/min (0.17 mm/s). We obtained a load-displacement
curve for each sample and we to calculate the
diameter of the diaphysis from the average of 6 different
measurements, to minimize the effect of variability.

Analyzed biomechanical parameters:

From the curve resulting from each experiment, dif-
ferent parameters indicating the mechanical characte-
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ristics of the samples have been determined*®: maxi-
mum bending force at the time of mechanical failure;
displacement at the time of mechanical failure; extrinsic
stiffness; breaking energy; maximum tension; maximum
deformation; and Young's modulus.

Statistic analysis

The results have been expressed as mean 2 standard de-
viation (SD) of the different parameters. The treatment
groups have been compared using the Mann-Whitney
test for unpaired samples (Medcal, Belgium). Differences
have been considered significant from a value of p<0.05.

Resuurs

Figure 1 shows the results obtained in the femur bone
mineral density (FBMD) and lumbar bone mineral den-
sity (LBMD) of the rats studied. Ovariectomy produced
a significant decrease in bone density in the femur and
spine. Bazedoxifene treatment partially recovered lum-
bar density, but not femur density.

Figure 2 shows the levels of the biochemical markers
of bone remodeling in the groups of rats studied. As ex-

markers of bone formation and resorption (BGP,
PINP, and CTX) experienced a significant increase after
ovariectomy. Bazedoxifene treatment recovered the
basal levels of BGP and PINP, without significant varia-
tions in CTX levels.

Figure 3 shows a series of studied quantitative mi-
crostructural parameter. Bone volume fraction (BV/TV)
and bone surface density (BS/TV) decreased after the
ovariectomy, partially recovering after the treatment
with bazedoxifene. Bazedoxifene also partially recove-
red the increase in the trabecular separation (TbSp)
produced by the ovariectomy, as well as the decrease in
the trabecular number (Tb.N), without acting on trabe-
cular thickness (Th.Th).

Figure 4 shows the non-metric variables Tb.Pf and
SMI and the quantitative variables Conn.Dn and DA in
the groups of the studied rats. The trabecular pattern
factor Tb.Pf increased significantly in the ovariectomi-
zed rats, indicating a significant loss of trabecular con-
nectivity after the ovariectomy. Bazedoxifene treatment

partially corrected this loss. The ovariectomy also signi-
ficantly increased the structural model index SM, indi-
cating a prevalence of rod-shaped trabeculae, compared
to control rats, with a prevalence of plate-shaped trabe-
culae. Bazedoxifene treatment also partially corrected
this varfation. The degree of anisotropy decreased sig-
nificantly after the ovariectomy, increasing after treat-
ment with bazedoxifene to values higher than that of the
control rats.

Figure 5 shows the results of bone volume + bone ma-
rrow (VIP), cortical bone (Ct.BV) and medullary volume
(Md.V) in the cortical. Bone + marrow volume did not
seem to have varied significantly after the ovariectomy,
but it was lower in the ovariectomized rats treated with
bazedoxifene, suggesting an unresolved ovarian failure
influenced by this drug. Cortical bone volume (Ct.BV)
decreased significantly after the ovariectomy, with ba-
zedoxifene not exerting a positive action. Medullary vo-
lume (Md.V) increased after the ovariectomy, remaining
constant after bazedoxifene treatment.

Cortical bone volume decreased after the ovariec-
tomy (p<0.05), with bazedoxifene treatment not produ-
cing any effects.. The relative cortical surface increased
after the ovariectomy (p<0.05), normalizing after treat-
ment with bazedoxifene. The porosity (CLB.Po) decrea-
sed significantly after the ovariectomy (p<0.001), with
bazedoxifene treatment not producing variations.

Maximum displacement, stiffness, break work, maxi-
mum tension, and Young's modulus did not vary with
the ovariectomy or the break work. The maximum ben-
ding force at the time of mechanical failure decreased
with the ovariectomy (p<0.05), as expected, with no ef-
fect from bazedoxifene. The maximum deformation be-
fore rupture decreased with the ovariectomy (p<0.05),
recovering with bazedoxifene treatment.

Regarding the weights of the rats, at the end of the ex-
periment the SHAM group weighed 380225 g, the OVX
group 475230 g (OVX vs SHAM, p<0.01) and the group
treated with bazedoxifene 425215 g (BZD vs SHAM,
p<0.05; BZD vs OVX, p<0.05). The ovariectomy made the
rats gain weight and the treatment with bazedoxifene
partially cushioned this gain.

Figure 1. Femoral bone mineral density (F-BMD) and lumbar bone mineral density (L-BMD) in the 3 groups of rats:
SHAM (control), ovariectomized (OVX) and ovariectomized remodel treated with bazedoxifene (OVX + BZD)
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F-BMD. a: OVX vs SHAM, p<0.01; OVX+BZD vs SHAM, p<0.01; L-BMD. a: OVX vs SHAM, p<0.01; OVX+BZD vs SHAM, p<0.05, b: OVX+BZD vs

OVX, p<0.05.
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Figure 2. Biochemical markers of bone remodelling: os-
teocalcin (BGP), aminterminal procollagen | propeptide
(PINP) and carboxyterminal collagen I telopeptide (CTX)
in the 3 groups of rats: SHAM (control), ovariectomized
(OVX) and ovariectomized treated with bazedoxifene
(OVX + BZD)
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BGP. a: OVX vs SHAM, p<0.01, b: OVX+BZD vs OVX, p<0.01; PINP. a:
OVX vs SHAM, p<0.01, b: OVX+BZD vs OVX: p<0.01; CTX. a: OVX vs
SHAM p<0.01; OVX+BZD vs SHAM p<0.01.
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According to our results, bazedoxifene treatment par-
tially recovered lumbar bone density, but not femur
bone density.

Colnciding with this, Barrionuevo et al.** conducted
a study Including 107 clinical trials in which it could
be concluded that there was a significant reduction in
vertebral fractures with bazedoxifene. Similarly, Jin et
al.z, studying 41 articles from clinical trials from 2015
to 2019, concluded that bazedoxifene prevents verte-
bral fractures. Peng et al. = conducting a systematic re-
view of studies carried out over 3 and 7 years, and
Palacios et al.*¢, In a study carried out over 7 years, ob-
served that the incidence of new vertebral fractures
was lower in women treated with bazedoxifene than
in the placebo group.

Regarding the blochemical markers of bone remo-
deling, our results show a decrease in the same in BGP
and PINP levels after treatment with bazedoxifene, al-
though without changes in PINP. Coinciding with our
results, Bueno et al.* observed in a study carried out
in 7,492 patients that bazedoxifene reduced bone re-
modeling in postmenopausal Latino women affected
by osteoporosis. In this regard, it is important to note
that not only the decrease in bone mineral density, but
also the increase in bone remodeling is associated with
an increased risk of fracture®, and that changes in os-
teocalcin levels after 6 months of treatment predicted
the changes in bone mineral density observed after 2
years®.

Regarding bone quality, according to the parame-
ters of the microtomography, our results showed po-
sitive effects from the treatment with bazedoxifene on
the trabecular parameters BV/TV, BS/TV, Tb.Th,
Tb.Sp.Th.N. Th.Pf, SMI, DA and Md.V and on the corti-
cal CtBS/BV, although the basal values of the rats
from the control group were not recovered in all
cases, but they did improve compared to the ovariec-
tomized ones.

Saito et al.*™ studied ovariectomized female adult
monkeys who were administered 0.2 or 0.5 mg/kg ba-
zedoxifene for 18 months. The levels of immature and
mature cross-links, BV/TV, and Tb.Th were higher in
the group treated with bazedoxifene than in the ova-
riectomized group. However, the SMI was lower in the
group treated with bazedoxifene than in the ovariecto-
mized group. Bazedoxifene treatment prevented the
deterioration of immature enzyme cross-link levels, in
advanced glycosylation products, and in structural pro-
perties such as B/ TV, Tb.Th, and Tb.Pf, which signifi-
cantly control the bone strength of trabecular tissue.

Regarding blomechanical parameters, we observed
in our study that bazedoxifene also exerted a positive
action regarding the ovariectomized rats on the maxi-
mum deformation to which the femur is subjected
when performing a force on it.

Lastly, bazedoxifene produced a positive action on
the weight gain experienced by rats after the ovariec-
tomy, being a lesser weight gain than the experienced
by ovariectomized rats, although higher than the ex-
perienced by the rats in the control group.

Most studies on the effects of bazedoxifene focus on
vertebral fractures, such as those previously discus-
sed'*#34 Some authors such as Reginster et al** con-
firm that bazedoxifene also reduces non-vertebral
fracture risk in women with a high risk of suffering os-
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Figure 3. Bone volume fraction (BV/TV), bone surface density (BS/TV), trabecular thickness (Tb.Th), trabecular
spacing (Tb.Sp) and trabecular number (Tb.N) in the 3 groups of rats: SHAM (control), ovariectomized (OVX) and

ovariectomized treated with bazedoxifene (OVX + BZD)
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BV/TV. a: OVX vs SHAM p<0.01; OVX+BZD vs SHAM, p<0.05, b: OVX+BZD vs OVX, p<0.05; BS/TV. a: OVX vs SHAM p<0.01; OVX+BZD vs
SHAM, p<0.05, b: OVX+BZD vs OVX, p<0.05; Tb.Th. a: OVX+BZD vs SHAM, p<0.05; Tb.Sp. a: OVX vs SHAM p<0.01; OVX+BZD vs SHAM,
p<0.05, b: OVX+BZD vs OVX, p<0.05; Tb.N. a: OVX vs SHAM p<0.01; OVX+BZD vs SHAM, p<0.05, b: OVX+BZD vs OVX, p<0.05.

teoporosis. Authors such as Yavropoulou et al.* observed
an increase in lumbar BMD but not hip BMD after the
treatment with bazedoxifene, but, like Reginster®, they
did observe a decrease in the risk of non-vertebral frac-
tures in high-risk postmenopausal women.

Regarding the comparative effect exerted by bazedo-
xifene and other drugs, in a meta-analysis carried out on
48,000 patients, Liu et al.* observed that alendronate
and risendronate produced a greater positive effect than
bazedoxifene on osteoporosis, but with more side ef-
fects. Gatti et al.” report that bazedoxifene is as effective
as raloxifene in preventing bone loss in women with os-
teoporosis and in reducing the frequency of new verte-
bral fractures. Other authors such as Ellis et al.*
consider that bazedoxifene is comparable to bisphos-
phonates to prevent vertebral fractures among women
with high-risk postmenopausal osteoporosis.

In a study carried out by our group™, we administe-
red zoledronic acid to ovariectomized rats and we ob-
tained much greater effects on increasing lumbar and
femoral BMD on untreated rats than in the case of baze-

doxifene. The rats’ age conditions and ovariectomy time
were totally similar to those in this study, so the results
can be compared. Authors like Yavropoulou et al.* state
that bazedoxifene does not seem to offer significant ad-
vantages over other antiresorptive agents, but conside-
ring the need for long-term treatments for osteoporosis,
it is a drug that has a place in the long-term therapeutic
scheme to combat this sickness. Authors such as Gatti et
al.** suggest that, due to its particular profile, bazedoxi-
fene can be considered as a second-line therapy for
women between 65 and 70 years of age where bisphos-
phonates are contraindicated or poorly tolerated. These
authors think that bazedoxifene may also be a first-place
therapy in younger postmenopausal women to deal with
their menopause and the prevention of osteoporosis,
and that it could be prescribed alone or with conjugated
estrogens.
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Figure 4. Trabecular pattern factor (Tb.PI), structural Figure 5. Bone volume + bone marrow (VIP), cortical
model index (SMI) and degree of anisotropy (DA). In the bone (CL.BV) and medullary volume (Md.V) in the cor-
3 groups of SHAM rats (control), ovariectomized (OVX) tical in the 3 groups of rats: SHAM (control), ovariecto-
and ovariectomized rats treated with bazedoxifene mized (OVX) and ovariectomized rats treated with

(OVX + BZD) bazedoxifene (OVX + BZD)
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