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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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                                                                               AIM 

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 

 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).  

 

 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 

 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 (Tb.N), the increase in the 
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trabecular pattern factor (Tb.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.  

 

 In the 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. 
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Efectos del bazedoxifeno y del calcio más vitamina D sobre la calidad ósea en 

ratas ovariectomizadas 

 

 

   La osteoporosis es actualmente la enfermedad metabólica ósea más común y uno de 

los problemas de salud más apremiantes a nivel mundial debido a su enorme carga social y 

económica.  Su tratamiento es multidisciplinar e incluye tanto medidas no farmacológicas, de 

salud pública aplicables a toda la población, como medidas farmacológicas, mayoritariamente 

terapias antirresortivas. 

 

El déficit de estrógenos es un factor clave de la patogenia de la osteoporosis 

postmenopáusica, por ello, la terapia hormonal sustitutiva con estrógenos ha sido un 

tratamiento de primera elección para prevenir las fracturas vertebrales y de cadera. Sin 

embargo, las complicaciones cardiovasculares que se asociaron al tratamiento, así como el 

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

 

Un gran descubrimiento fue la aparición 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 

o antagonista estrogénica según el tipo de tejido. Dentro de ellos, el bazedoxifeno, es un SERM 

de 3ª generación con efectos agonistas sobre el hueso y efectos favorables adicionales sobre 

los lípidos, el útero 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. Además, es un 

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

 

Por otra parte, el conocimiento de la importante implicación del calcio y la vitamina D 

en el metabolismo óseo hace que los suplementos de calcio y vitamina D sean ampliamente 

utilizados en pacientes osteopénicos o con osteoporosis. Se emplean, por motivos 

económicos, como régimen preventivo o terapéutico con el fin de evitar el desarrollo de la 

enfermedad y futuras fracturas. Además, hay que tener en cuenta que, en todos los ensayos 
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clínicos sobre los tratamientos de la osteoporosis postmenopáusica se administra calcio más 

vitamina D al grupo placebo.  

 

OBJETIVOS 

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar los efectos del bazedoxifeno y de los 

suplementos de calcio más vitamina D sobre la calidad ósea utilizando un modelo 

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

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 En el primer experimento se utilizaron 3 grupos de 15 ratas Wistar hembras de 6 meses 

de edad: SHAM, grupo control de intervención simulada; OVX, grupo de ratas 

ovariectomizadas; y OVX + BZD, un tercer grupo de ratas ovariectomizadas tratadas con 

bazedoxifeno (0,33 mg/kg/día). 

 

 En el segundo experimento se utilizaron 3 grupos de 15 ratas Wistar hembras de 6 meses 

de edad: SHAM, grupo control de intervención simulada; OVX, ovariectomizadas; y OVX+ 

(Ca+ Vitamina D) (n=15), ovariectomizadas tratadas con calcio y vitamina D (10 mg de 

calcio y 6,7 UI de vitamina D/kg/día vía oral). 

 

       En ambos experimentos, tras 8 meses de tratamiento, se estudió la densidad mineral ósea 

del fémur izquierdo (DMOF) y de la columna vertebral (DMOL) a nivel de L2, L3 y L4 por 

absorciometría de rayos X de doble energía (DEXA), los parámetros microfotográficos a partir 

de las imágenes de microtomografía computarizada adquiridas en las muestras de hueso, los 

marcadores bioquímicos de remodelado por inmunoensayo ELISA y los parámetros 

biomecánicos del hueso. La biomecánica se determinó mediante un ensayo de flexión a 3 

puntos en el primer experimento y, en el segundo experimento, mediante un ensayo 

mecánico de compresión basado en el método de los elementos finitos.  
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RESULTADOS 

 En el primer experimento, la ovariectomía descendió la DMOF y DMOL. La última se 

recuperó parcialmente con bazedoxifeno. El remodelado óseo aumentó, recuperando el 

bazedoxifeno los niveles basales de los marcadores de formación (BGP y PINP). Dicho 

fármaco, recuperó la fracción volumétrica ósea (BV/TV), la densidad de superficie ósea 

(BS/TV), el aumento en la separación trabecular (Tb.Sp), la disminución en el número de 

trabéculas (Tb.N), el aumento del factor de patrón trabecular (Tb.Pf) y el índice de modelo 

estructural (SMI). La superficie relativa cortical aumentó tras la ovariectomía, 

normalizándose con bazedoxifeno. También recuperó la deformación máxima antes de la 

rotura producida por la ovariectomía, y amortiguó 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 ovariectomía 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 ovariectomía empeoró los parámetros microestructurales 

óseos que se mantuvieron tras el tratamiento con calcio y vitamina D. D2D disminuyó 

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 módulo 

elástico aparente en la dirección x, y y z se redujo significativamente en el grupo OVX, sin 

diferencias después del tratamiento. La ovariectomía aumentó 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 

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

produjo la ovariectomía 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 ósea causadas por la cirugía, únicamente 

amortiguó la ganancia de peso en las ratas ovariectomizadas.  
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          ABREVIATURAS 

 

Arg: Arginina. 

ASBMR: American Society for Bone and Mineral Reserach. 

Asp: Ácido aspártico. 

BGP: Osteocalcina, “Bone –Gla Protein”. 

BMPs: Proteínas morfogenéticas óseas. 

BS: Superficie total del hueso trabecular. 

BSP: Sialoproteína ósea. 

BV: Volumen óseo. 

BV/TV: Fracción volumétrica ósea. 

BZD: Bazedoxifeno. 

Ca + Vit D: Suplemento de calcio más vitamina D. 

CaSR: Receptor sensor de calcio. 

CFU-F: Unidad formadora de colonias de fibroblastos. 

Conn.D: Densidad de conectividad. 

CSF-1: Factor estimulante de colonias 1. 

Ct.B.Po: Porosidad del hueso cortical. 

Ct.BS/BV: Cociente entre la superficie cortical y el volumen del hueso cortical sin   

poros. 
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Ct.BV: Volumen de hueso cortical.  

Ct.Po.Dm: Diámetro del poro. 

Ct.Th: Grosor cortical. 

CTX: Telopéptido C-terminal de la cadena alfa 1 del colágeno tipo I (CrossLaps). 

CV: Coeficiente de variación. 

DA: Grado de anisotropía. 

DE: Desviación estándar. 

DEXA: Absorciometría de rayos X de doble energía. 

DMO: Densidad mineral ósea. 

DMOF: Densidad mineral ósea femoral. 

DMOL: Densidad mineral ósea lumbar. 

δ
 ult

:  Desplazamiento máximo hasta la fractura. 

E: Módulo de Young. 

EGF: Factor de crecimiento epidermoide. 

ELISA: Enzimoinmunoensayo. 

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica. 

Ɛ
ult

: Deformación máxima. 

FATR/ TRAP: Fosfatasa Ácida Tartrato Resistente. 

FATR-5b/ TRAP-5b: Isoenzima 5b de la Fosfatasa Acida Tartrato Resistente. 
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FDA: Food and Drug Administration (USA). 

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos. 

F
ult

: Fuerza máxima hasta la fractura. 

σ
ult

: Esfuerzo máximo. 

Gla: Gamma-carboxiglutamato. 

GH: Hormona de crecimiento. 

Gly: Glicina. 

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos. 

HA: Hidroxiapatita. 

ICTP: Telopéptidos carboxiterminales del colágeno I unidos por puentes de     

piridinolina. 

IFNγ: Interferón gamma. 

IGF-1: Factor de crecimiento análogo a la insulina tipo I. 

IGF-2: Factor de crecimiento análogo a la insulina tipo II. 

IL: Interleucina. 

IOF: International Osteoporosis Foundation. 

Md.V: Volumen medular. 

M-CSF: Factor estimulante de las colonias de macrógafos. 

Micro-CT: Microtomografía computarizada. 
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NIH: Instituto Nacional de la Salud. 

NTX: Telopéptidos aminoterminales del colágeno I unidos por puentes de piridinolina. 

OMS (WHO): Organización Mundial de la Salud. 

OP: Osteoporosis. 

OPG: Osteoprotegerina. 

OVX: Ovariectomía. 

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas. 

PGE2: Prostaglandina E2. 

PICP: Propéptido carboxiterminal del procolágeno I. 

PINP: Propéptido aminoterminal del procolágeno I. 

PNC: Proteínas no colágenas. 

PTH: Hormona paratiroidea. 

RANK: Receptor activador del factor nuclear kappa B. 

RANKL: Ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B. 

ROI: Región de interés.  

SHAM: Grupo de ratas control. 

S: Rigidez extrínseca. 

SMI: Índice de modelo estructural. 

SERMs: Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos. 

Tb.N: Número de trabéculas. 
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Tb.Pf: Factor de patrón trabecular. 

Tb.Sp: Separación trabecular. 

Tb.Th: Grosor trabecular. 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante β. 

THS: Terapia hormonal sustitutiva. 

TMB: Tetrametilbencidina. 

TNF: Factor de necrosis tumoral. 

TV: Volumen tisular. 

URO: Unidad de remodelado óseo. 

u: Dureza. 

U: Trabajo de rotura hasta la fractura. 

VIP: Volumen total de la sección transversal dentro del periostio. 

VOI: Volumen de interés. 

WHI: Women´s Health Initiative.  
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III.1. EL HUESO: 

 

El conjunto de huesos que compone el esqueleto humano constituye un sistema vivo en 

continua actividad con una implicación fundamental en la homeostasis del organismo. Sus 

funciones principales son: 

 
1. Función de protección: Protege los órganos vitales y la médula ósea. 

2. Función locomotora y mecánica: Actúa como una estructura de soporte y de inserción 

muscular, permitiendo el movimiento y la locomoción del cuerpo humano. 

3. Función metabólica, como depósito de iones calcio y fósforo [1]. 

4. Función hematopoyética y reguladora del sistema inmune. 

 

III.1.1 COMPOSICIÓN DEL HUESO: 
 

El tejido óseo, morfológicamente hablando, es un tejido conectivo altamente 

especializado, compuesto por una matriz ósea extracelular (formada por componentes 

orgánicos e inorgánicos) y un componente celular, en el que las distintas subpoblaciones 

celulares óseas (células de revestimiento, osteoclastos, osteoblastos, osteocitos y sus 

precursores) interaccionan entre sí en diferentes procesos de formación, resorción y 

transformación del hueso [2]. 

 

A. MATRIZ ÓSEA EXTRACELULAR: 

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

componente inorgánico que abarca el 70% restante. 

 

o Componente orgánico: 

Está compuesto por proteínas colágenas y no colágenas. 
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  Fibras colágenas: Las fibras de colágeno son sintetizadas por los osteoblastos y 

constituyen el 90% de las proteínas que hay en el hueso. Estas fibras son las que dan al 

hueso resistencia a las fuerzas de tracción. La molécula de colágeno está formada por tres 

cadenas en espiral (cadenas α) que se disponen en una triple hélice. Dichas cadenas α del 

colágeno están formadas básicamente por glicina, prolina e hidroxiprolina.  

 

De los tipos de colágeno que hay, el colágeno tipo I es el más abundante, pero 

también se ha encontrado en el hueso colágeno de tipo III y de tipo V [3].                        

 

Las alteraciones genéticas del colágeno 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]. 

 

  Proteínas no colágenas (PNC): Constituyen aproximadamente el 10% de las proteínas del 

hueso. A su vez se dividen en exógenas y endógenas [2]: 

 

 Exógenas: La albúmina y la α-2-HS-glicoproteína. Ambas tienen carácter ácido.  Se 

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

 

 Endógenas: Son sintetizadas por las células óseas y se dividen en 4 grupos: 

 

 Proteoglicanos: Macromoléculas que contienen algún glucosaminoglicano en 

su composición unido a proteínas de alto peso molecular. Están formados por 

repeticiones de ácido hialurónico y leucina. 

 

 Proteínas γ-carboxiladas: Contienen residuos carboxilados en el ácido 

glutámico. Entre ellas destacan la osteocalcina y la proteína Gla de la matriz. La 

proteína Gla de la matriz es sintetizada por condrocitos hipertróficos 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 hipótesis de que esta 
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proteína posea un papel fundamental en la regulación de los cristales óseos y 

en el crecimiento del hueso [4]. 

 

 Proteínas glucosiladas: Las más importantes son la osteonectina y la fosfatasa 

alcalina. Las fosfatasas alcalinas constituyen un sistema múltiple de formas 

moleculares. Las diferentes isoenzimas son codificadas por el mismo gen y sus 

diferencias se deben a diferentes grados de glucosilación. Se cree que la 

fosfatasa alcalina podría funcionar como una proteína fosfato transferasa. 

La osteonectina puede unirse al colágeno I, III y V, lo que sugiere que interviene 

en la organización de la matriz [3]. 

 

 Proteínas RGD: Son proteínas glucosiladas que tienen en su estructura una 

secuencia de tres aminoácidos Arg-Gly-Asp, que es la utilizada por las integrinas 

para posibilitar las interacciones célula- matriz. Las más importantes son 

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

 

 

o Componente inorgánico: 

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

cristales de fosfato cálcico o hidroxiapatita (HA). 

 

La matriz ósea aporta al hueso sus excelentes propiedades biomecánicas; las sales 

minerales le proporcionan dureza, rigidez y resistencia a la compresión y las fibras colágenas 

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

 

B. COMPONENTES CELULARES:  

Las células óseas son las responsables de los procesos de formación, transformación y 

resorción del esqueleto. Existen cuatro tipos de células óseas: los osteoblastos, osteocitos, las 

células de revestimiento (línea celular osteoblástica) y los osteoclastos (línea celular 

osteoclástica). 
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  Osteoblastos: 

Los osteoblastos son las células responsables de la formación ósea. Sintetizan matriz 

orgánica extracelular que luego será mineralizada por depósito de cristales y, además, son 

los responsables de la activación de los osteoclastos. Se originan a partir de células 

mesenquimales (células madre de la médula ósea y del tejido conjuntivo). Estas células 

madre pueden diferenciarse en varias estirpes celulares según los reguladores de 

transcripción 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 histológico, los osteoblastos son células mononucleares con citoplasma 

basófilo (Figura 1). Poseen retículo endoplasmático rugoso y aparato de Golgi bien 

desarrollados, lo que muestra la alta capacidad secretora de la célula. La membrana 

plasmática es rica en la isoenzima ósea de la fosfatasa alcalina. 

 

La mayoría de los osteoblastos desaparecen por un proceso de apoptosis una vez 

ejercida su función. Sin embargo, una parte de ellos quedan englobados en la propia matriz 

que han sintetizado, acabando su actividad anabólica y convirtiéndose en osteocitos [2]. 

Otros osteoblastos, en cambio, quedan retenidos en la superficie ósea, convirtiéndose en 

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

 

Figura 1: Imágenes de un osteoblasto obtenidas con microscopio óptico. Tomado de         
http://atlas.gechem.org/ 
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 Osteocitos:  

Los osteocitos son las células más abundantes del hueso. Constituyen el último 

estadio de diferenciación y se forman cuando el tejido mineralizado envuelve al 

osteoblasto (Figura 2).  

 

Se conectan entre sí a través de proyecciones citoplasmáticas generando una red de 

conexiones célula- célula que incluye a los osteoblastos en la superficie. Se les conoce 

como los sensores de carga mecánica que participan en la regulación de los procesos de 

modelación y remodelación óseas adaptativas [2]. De esta manera, los osteocitos actúan 

como mecano sensores del hueso detectando los estímulos mecánicos, los transducen a 

señales bioquímicas y, a través de la liberación de diversos factores, comunican el estímulo 

a los osteoblastos y osteoclastos. Tienen un papel fundamental en el sistema de 

comunicación en el hueso. Ante un estrés mecánico se produciría una deformación del 

tejido óseo, estimulando el flujo de líquidos intersticiales. Los mediadores de la respuesta 

al estrés del tejido óseo serían las prostaglandinas y el óxido nítrico. Los osteoblastos y 

osteoclastos responden a estos mediadores generando diferentes respuestas 

metabólicas. 

   

Figura 2: Microtomografía de osteoblastos y osteocitos. Tomado de 
http://anatpat.unicamp.br/lamosso1.html. 
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 Osteoclastos: 

Los osteoclastos son células gigantes y multinucleadas con capacidad de resorción 

ósea, es decir, de remover tejidos mineralizados. Provienen de células hematopoyéticas 

de la línea monocito- macrófago y son los precursores de las células formadoras de 

colonias de granulocitos y macrófagos. Para su formación necesitan ser estimulados por 

el factor estimulante de las colonias de macrófagos (M-CSF) para diferenciarse hacia la 

estirpe monocítica y asegurar su proliferación y la expresión del receptor de RANK 

(receptor activador del factor nuclear Kappa B). La unión de RANKL (ligando del receptor 

activador del factor nuclear Kappa B) mediante el receptor RANK dará lugar a la 

diferenciación del osteoclasto. 

 

Son células grandes con varios núcleos, ricas en mitocondrias y lisosomas, que 

presentan un borde en cepillo en la zona de contacto con el hueso (zona de sellado), 

permitiendo la resorción de la matriz ósea calcificada (Figura 3 y Figura 4). Suelen 

encontrarse en contacto con las superficies óseas calcificadas y dentro de las llamadas 

lagunas de Howship, que son el resultado de la resorción de dichas superficies óseas. 

Poseen una vida muy corta que finaliza por apoptosis o muerte celular programada. La 

enzima característica de los osteoclastos es la fosfatasa ácida resistente al tartrato [2].  

 

Figura 3: Imágenes de un osteoclasto obtenidas con microscopio óptico. Tomado de         
http://atlas.gechem.org/. 
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Figura 4: Representación de un osteoclasto activo. Tomado de Atlas de Histología de Gartner, 2001. 

 

 

 

III.1.2 TEJIDO ÓSEO: 
 

El tejido óseo está 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 carácter duro, 

resistente y compacto.  Tiene fundamentalmente labor de sostén y protección. Constituye 

el 80% del esqueleto humano [2]. Se encuentra en la diáfisis 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 

sanguíneos y linfáticos. Los canales de Havers están conectados, a su vez, 

perpendicularmente por los canales de Volkmann. Entre los anillos concéntricos de matriz 
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mineralizada hay pequeñas lagunas donde se encuentran los osteocitos. Desde cada 

laguna irradian unos canalículos que las comunican entre sí y permiten el intercambio 

celular. El conjunto del canal central con los anillos concéntricos que lo rodean, las lagunas, 

canalículos 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 epífisis de los huesos largos, el díploe de los huesos planos y entre 

las vértebras. 

 

Está formado por láminas 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 sanguíneos penetran directamente en el hueso 

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

   

               

Figura 5: Imagen hueso cortical y 
esponjoso. 
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III.2. REMODELADO ÓSEO: 

 

El hueso es un tejido dinámico que se encuentra sometido a un proceso constante de 

formación y destrucción (resorción). La formación la llevan a cabo las células formadoras del 

hueso, los osteoblastos. La resorción la llevan a cabo las células destructoras, los osteoclastos 

[7,8]. 

 

En condiciones normales, este proceso de restructuración del hueso existente está 

equilibrado y la tasa de renovación es de un 5- 10% del hueso total al año. Se produce en las 

unidades básicas multicelulares o unidades de remodelado óseo (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 había 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 óseo, la reparación del 

daño tisular y la homeostasis del metabolismo fosfocálcico. De esta manera, el hueso se está 

formando continuamente gracias a los osteoblastos y a su vez, está siendo resorbido en las 

zonas donde están activos los osteoclastos. Los osteoblastos se encuentran en las superficies 

externas de los huesos y en las cavidades óseas internas. Aproximadamente, en todos los 

huesos vivos existe un 4% actividad osteoblástica, de manera que algo de hueso nuevo se está 

formando continuamente. Por el contrario, el hueso también está siendo continuamente 

resorbido por los osteoclastos, normalmente activos en menos del 1% de las superficies óseas 

del adulto.  

 
Es importante resaltar que la resorción siempre precede a la formación de hueso y en 

condiciones normales el proceso está balanceado, manteniéndose un equilibrio entre las 

cantidades de hueso resorbidas y las formadas.  

 

En cuanto a la histología, la resorción de hueso se produce cuando los osteoclastos 

emiten proyecciones análogas 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 proteolíticas liberadas por los lisosomas 

2. Diferentes ácidos (cítrico, láctico), liberados por las mitocondrias y las vesículas 

secretoras. 

 

Las enzimas digieren la matriz orgánica del hueso y los ácidos disuelven las sales óseas. 

Las células osteoclásticas también ingieren por fagocitosis diminutas partículas de matriz ósea 

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

 

Los osteoclastos habitualmente se agrupan formando masas pequeñas y, una vez 

activados, fagocitan hueso durante unas tres semanas, excavando pequeños túneles. Al cabo 

de este tiempo, los osteoclastos desaparecen y los túneles son invadidos por osteoblastos, 

para comenzar a desarrollar hueso nuevo. El depósito de hueso nuevo continúa durante varios 

meses en forma de capas concéntricas (laminillas) en las superficies internas de la cavidad, 

hasta que se rellena el túnel y cesa cuando el hueso comienza a invadir los vasos sanguíneos 

que riegan el área. Cada nueva área de hueso formada es una osteona, ya nombrada 

anteriormente. 

 

III.2.1 FASES DEL REMODELADO ÓSEO: 
 

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

1. Activación: Tiene lugar en una superficie ósea, en la que las células de revestimiento, 

a partir de la secreción de colagenasas, preparan la zona que se va a remodelar y 

mediante señales quimiotácticas atraen a los preosteoclastos que se diferenciarán en 

osteoclastos. 

 
2. Resorción: Los osteoclastos disuelven la matriz mineral y descomponen la matriz 

osteoide, siendo finalizado el proceso por los macrófagos, que permiten la liberación 

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

semanas. 

 
4. Formación: En las zonas de resorción se produce un fenómeno de agrupamiento de 

preosteoblastos, atraídos por factores de crecimiento. Los preosteoblastos sintetizan 

una sustancia cementante sobre la que se va a adherir el nuevo tejido y expresan BMPs 

(proteínas morfogenéticas óseas), responsables de la diferenciación. Días después, los 

osteoblastos ya diferenciados van a sintetizar la sustancia osteoide que rellenará las 

cavidades que se habían creado. 

 
5. Mineralización: A los 30 días del depósito osteoide comienza la mineralización, que 

finalizará a los 130 días en el hueso cortical y a los 90 días en el trabecular. 

 

Figura 6: Fases del remodelado óseo. Tomada de Mellibovsky,2006. 

 

El depósito y la resorción de hueso que se producen continuamente durante las fases 

del remodelado óseo tienen importantes funciones fisiológicas: 
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 El hueso adapta su resistencia proporcionalmente al grado de tensión al que se le 

somete. En consecuencia, el hueso aumenta de espesor cuando está sometido a cargas 

importantes. 

 
 La forma del hueso puede cambiar su disposición para soportar adecuadamente las 

fuerzas mecánicas, adaptando el depósito y la resorción ósea de acuerdo con los 

patrones de sobrecarga. 

 
 El hueso viejo se vuelve relativamente frágil y débil y necesita nueva matriz orgánica a 

medida que esta se va degenerando. De esta forma, la dureza normal del hueso se 

mantiene. De hecho, los huesos de los niños, en los que las tasas de depósito y 

resorción son rápidas, son poco frágiles en comparación con los huesos de las personas 

de edad avanzada, en quienes las tasas de depósito y resorción son bajas. 

 

 

III.2.2 REGULACIÓN DEL REMODELADO ÓSEO: 
 

El remodelado óseo se encuentra regulado por múltiples factores tanto a nivel local 

como sistémico, que controlan el reclutamiento, replicación, diferenciación y actividad de los 

osteoblastos y los osteoclastos [10,11]. Además, estímulos mecánicos participan en el proceso 

de remodelado óseo [12]. 

 

Existen diversas hormonas involucradas en el remodelado óseo 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 andrógenos, estrógenos, 

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

 

 La PTH producida en las glándulas paratiroideas es la hormona hipercalcemiante por 

excelencia. Realiza su acción a tres niveles: directamente sobre el hueso, estimulando 

los osteoclastos y favoreciendo la resorción ósea, una acción ligada a la presencia de 
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vitamina D; en el riñón, incrementando la reabsorción tubular distal de calcio; e 

indirectamente sobre el intestino, estimulando la síntesis de 1,25- 

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

 

 La calcitonina, actúa directamente sobre receptores de los osteoclastos. Su papel 

fisiológico es controvertido. Se ha demostrado que situaciones en las que hay un 

aumento en su secreción (carcinoma medular del tiroides) o en las que hay ausencia 

de células C (tiroidectomía total) la calcemia se mantiene en niveles normales y no hay 

alteraciones óseas. Sin embargo, a dosis farmacológicas, la calcitonina posee una 

actividad inhibidora de la resorción ósea al reducir el número y actividad de los 

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

 

 La vitamina D3 realiza su acción principal en el intestino delgado, favoreciendo la 

absorción del calcio de la dieta. En el hueso actúa, en presencia de PTH, estimulando 

la diferenciación de los osteoclastos y, por tanto, la resorción ósea, posibilitando una 

mineralización adecuada. En el riñón aumenta la reabsorción tubular proximal de 

calcio. El déficit o la insuficiencia de vitamina D3, como ocurre en mujeres 

postmenopáusicas, conllevan un riesgo aumentado de hiperparatiroidismo secundario 

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

 

 La GH se sintetiza además de en la hipófisis en otras células del organismo, entre ellas 

los osteoblastos. Actúa directamente sobre receptores de los osteoblastos, 

estimulando su actividad, lo que produce un aumento en la síntesis de colágeno, 

osteocalcina y fosfatasa alcalina. También actúa de forma indirecta con el aumento de 

la síntesis de los factores de crecimiento análogos a la insulina I y II (IGF-I e IGF- II) por 

los osteoblastos, lo que favorece su proliferación y diferenciación.  

 

 Las hormonas tiroideas son esencialmente hipercalcemiantes. A nivel de hueso actúan 

estimulando a los osteoclastos que aceleran la velocidad del recambio óseo. Así, el 

hipertiroidismo condiciona riesgo de osteoporosis.  
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 Los glucocorticoides de forma fisiológica actúan como moduladores del remodelado 

óseo. A dosis farmacológicas disminuyen la actividad de los osteoblastos e inducen una 

pérdida ósea condicionando una osteoporosis secundaria. Esta acción está mediada 

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

 

 Las hormonas sexuales juegan un papel importante sobre el hueso. Los estrógenos 

inhiben la resorción ósea y estimulan la formación del hueso. Actúan sobre los 

osteoblastos directamente, modulando su proliferación y diferenciación, y 

aumentando la secreción de citoquinas que, a su vez, actuarían de forma paracrina 

estimulando o inhibiendo la actividad de los osteoclastos. También tienen acción 

directa sobre los osteoclastos modulando su actividad. Más recientemente se ha 

comprobado que los estrógenos pueden aumentar los niveles de osteoprotegerina 

(OPG), proteína inhibidora de la resorción producida por los osteoblastos, por lo que 

podrían jugar un papel importante en la regulación de la osteoclastogénesis. Esta 

actividad explicaría la pérdida de hueso ligada al hipoestrogenismo tras la menopausia. 

Por su parte, los andrógenos tienen un efecto fundamentalmente anabólico, de forma 

que facilitan la acción osteoblástica e inhiben la resorción ósea al disminuir la secreción 

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

 

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

crecimiento, prostaglandinas y citoquinas: 

 

 Los factores de crecimiento son polipéptidos que regulan la replicación y la función de 

las células sobre las que actúan y pueden ejercer su función de forma local y sistémica. 

Algunos ejemplos son: el factor de crecimiento insulínico tipo I (IGF-1), el factor de 

crecimiento epidermoide (EGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor 

de crecimiento transformante β (TGF- β), el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF) y las proteínas morfogenéticas del hueso (BMP) [14]. 

 
 Las prostaglandinas regulan el remodelado óseo de manera local. 
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 Las citoquinas son péptidos de pequeño tamaño que presentan funciones reguladoras 

sobre la formación, resorción ósea 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 interrelación entre la actividad y el 

desarrollo de osteoblastos y osteoclastos. Los osteoblastos regulan la diferenciación y la 

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

 

El RANKL es un potente factor de resorción sintetizado por los osteoblastos y por células 

del sistema inmune. Se expresa como proteína de membrana, pero también como proteína 

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 proliferación, diferenciación, 

supervivencia y fusión de las células precursoras de osteoclastos, para activarlas hacia 

osteoclastos maduros e inhibir su apoptosis [16,17]. Para ello, es indispensable, la expresión 

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

 

Los osteoblastos sintetizan también la osteoprotegerina (OPG), que protege al hueso y 

bloquea los efectos del RANKL, modulando negativamente la activación y desarrollo de los 

osteoclastos. [21] (Figura 8). 

 

Los efectos biológicos de la OPG son antagónicos a los ejercidos por el RANKL y, por 

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

 

Por su parte, las hormonas, las citoquinas y los factores de crecimiento actuarían sobre 

los receptores en los osteoblastos y otras células para inducir la producción del RANKL. 

Algunos de estos factores también suprimen la producción de la OPG por los osteoblastos, 

aumentando el ratio RANKL/OPG. Además de PTH, otros agentes pro-resortivos que regulan 

la expresión 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 resorción ósea, 
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como los estrógenos, el IFNγ, el TGFb y las interleuquinas IL-4 e IL-13, también han 

demostrado regular el balance RANKL/OPG. 

 
 

Figura 7: Unión del RANKL al RANK para iniciar la osteoclastogénesis. 

 

 
 
 
 

Figura 8: Unión de OPG al RANKL, impidiendo la unión RANK-RANKL. 
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El principal papel fisiológico del sistema RANK/RANKL/OPG es la regulación del 

remodelado óseo, interviniendo en un amplio rango de enfermedades óseas en las que se 

produce un desequilibrio entre formación y resorción. Por ejemplo, en la enfermedad de 

Paget se han identificado mutaciones de los genes del RANKL y la OPG, pero el aspecto más 

investigado es el papel del sistema RANK/RANKL/OPG en la osteoporosis postmenopáusica. 

Para su tratamiento, se autorizó el uso de Denosumab, un anticuerpo monoclonal anti-RANKL 

[13]. 

 

También se ha podido observar la implicación de este sistema en la artritis reumatoide, 

generando una temprana activación del RANKL y una supresión de la OPG en las articulaciones 

inflamadas.  El uso de Denosumab en esta enfermedad ha mostrado utilidad terapéutica no 

solo reduciendo la pérdida ósea, sino también protegiendo frente a la erosión ósea y el daño 

estructural. 

 

Igualmente se ha visto cómo las células cancerosas en metástasis óseas son capaces de 

aumentar el ratio RANKL/OPG, estimulando la resorción ósea y permitiendo a las células 

cancerosas crecer dentro del hueso. Lo mismo que ocurre en el mieloma múltiple, cuyas 

células son incluso más destructivas para el hueso. En los pacientes con mieloma múltiple 

encontramos concentraciones más bajas de OPG que los controles y el anticuerpo Denosumab 

ha mostrado efectos antirresortivos persistentes. 

 

En el cáncer de próstata, la OPG podría usarse para el diagnóstico y progresión precoz 

de la enfermedad. Los pacientes con cáncer de próstata que responden a la terapia 

antiandrogénica presentan niveles de OPG significativamente más bajos y, por ello, la OPG 

podría convertirse en un marcador útil en el tratamiento de estos pacientes. Denosumab ha 

demostrado aumentar la densidad mineral ósea y reducir la incidencia de nuevas fracturas 

vertebrales en estos pacientes con cáncer de próstata que reciben terapia antiandrogénica. 
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III.2.3 MARCADORES DE REMODELADO ÓSEO: 
 

Los marcadores bioquímicos de remodelado óseo miden los productos generados 

durante el proceso de formación o degradación de la matriz ósea y pueden determinarse en 

sangre y orina. Nos permiten cuantificar las actividades formadora y resortiva del hueso y, por 

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

 

Los marcadores óseos que miden la actividad osteoblástica se denominan de formación 

y los que derivan del número o la actividad de los osteoclastos son los llamados marcadores 

de resorción. 

 

Dicha medida se puede realizar desde dos puntos de vista: a) determinación de los 

productos específicos sintetizados por las células óseas (osteocalcina, fosfatasa alcalina, 

propéptidos del procolágeno, fosfatasa ácida tartrato resistente...) y b) determinación de los 

componentes del hueso vertidos a la circulación durante la resorción ósea (calcio, 

hidroxiprolina, piridinolinas, telopéptidos...). 

 

   III.2.3.1 MARCADORES DE FORMACIÓN ÓSEA: 

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

hueso:  

1. Síntesis de proteínas de la matriz. 

2. Mineralización de la matriz ósea.  

Entre las proteínas sintetizadas por el osteoblasto están el colágeno y la osteocalcina. 

Por cada molécula de colágeno I que sintetiza el osteoblasto se produce una molécula de 

propéptido aminoterminal de procolágeno I (PINP) y otra de propéptido carboxiterminal 

procolágeno I (PICP). Los niveles de osteocalcina, PINP y PICP en suero nos servirán, por lo 

tanto, como índices cuantitativos de la actividad del osteoblasto. Por otra parte, en el proceso 

de mineralización ósea está directamente implicada la fosfatasa alcalina liberada por los 

osteoblastos.  
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Los marcadores de formación ósea que más se utilizan en la actualidad son: 

o Fosfatasa alcalina total. 

o Isoenzima ósea de la fosfatasa alcalina. 

o Osteocalcina. 

o Propéptido carboxiterminal del procolágeno I. 

o Propéptido aminoterminal del procolágeno I 

 

A continuación, me voy a centrar en los marcadores de formación ósea que he utilizado 

para el desarrollo de esta tesis. 

 

1. Osteocalcina:   

La osteocalcina (BGP, “Bone Gla-Protein”), es una proteína sintetizada por los 

osteoblastos que contiene 49 aminoácidos. Se caracteriza por la presencia en su 

secuencia, en posiciones 19, 21 y 24, de tres aminoácidos gamma-carboxiglutámicos (Gla), 

formados por gamma-carboxilación del ácido glutámico, reacción dependiente de la 

vitamina K (Figura 9). 

 

 Figura 9: Proceso de formación de la molécula de osteocalcina. Tomada de Marcadores bioquímicos 
de remodelado óseo. Plataforma de experiencia en salud ósea 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 químicos -COO— se unen a los Ca2+). Por ello, cuando esta proteína 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 años 80 como marcador bioquímico de 

formación ósea debido a que la parte de esta proteína que pasa al suero es directamente 

proporcional a la cantidad sintetizada por el osteoblasto [22]. Es importante tener en 

cuenta que, además de la osteocalcina intacta, en el suero existen una serie de fragmentos 

de esta proteína derivados del metabolismo periférico y procedentes también de la 

degradación del hueso [23]. Los antisueros utilizados en los inmunoanálisis no son capaces 

de detectar estos fragmentos metabólicos con la misma especificidad que a la propia BGP, 

por ello, los resultados obtenidos dependerán del método utilizado [24]. Actualmente 

existen anticuerpos monoclonales dirigidos específicamente 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 podrían presentar variaciones. 

 

También es importante tener en cuenta la inestabilidad de la BGP a temperatura 

ambiente a la hora de realizar su medición. En un tiempo pequeño (1-2h), si el suero no se 

ha congelado inmediatamente, un porcentaje alto de la BGP intacta se degrada a otros 

fragmentos más pequeños. El fragmento amino-terminal medio es el mayoritario que se 

obtiene y si el método de cuantificación utilizado no es capaz de detectarlo se obtendrán 

cifras de BGP significativamente más bajas que las reales. Por tanto, es importante utilizar 

métodos que sean capaces de detectar este fragmento, para minimizar la infraestimación 

en la cuantificación que supone la degradación de la molécula a temperatura ambiente. 
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2. Propéptido Aminoterminal del Procolágeno I (PINP): 

El colágeno tipo I predomina en la matriz ósea. Se sintetiza en los osteoblastos y se 

libera al exterior durante la formación ósea en forma de un precursor, denominado 

procolágeno I.   

 

La estructura del colágeno I maduro es de triple hélice, formado por dos cadenas 

proteicas iguales denominadas alfa-1 y otra diferente denominada alfa-2. Su precursor, el 

procolágeno I, se libera al exterior donde se escinden sus extremos amino y carboxi 

terminales por acción de peptidasas específicas dando lugar a dos nuevas proteínas, 

correspondientes a los dos extremos del procolágeno, denominadas propéptido 

aminoterminal del procolágeno I (PINP) y propéptido carboxiterminal del procolágeno I 

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

 

 Figura 10.: Estructura molécula de colágeno y formación de sus propéptidos. Tomada de 
Diagnóstico genético molecular en colagenopatías: importancia de la correlación datos 
genéticos-datos clínicos por J. Porta, 2020. 
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La molécula de colágeno pasa a formar parte de la matriz ósea ya sin sus extremos. 

Cuanto más colágeno se sintetice, más cantidad de propéptidos de procolágeno pasarán 

a la circulación y, por tanto, las concentraciones de PICP y de PINP pueden considerarse 

marcadores bioquímicos de formación ósea.  

 

La determinación de PICP en suero se utiliza principalmente para el seguimiento del 

grado de remodelado óseo en los niños con déficit de hormona de crecimiento [25] pero 

no presenta una buena sensibilidad es el estudio de las alteraciones del remodelado óseo 

en la osteoporosis posmenopáusica. 

 

La determinación rutinaria de PINP es más reciente. Aunque según la teoría las 

sensibilidades del PINP y del PICP deberían ser similares, porque se desprende una 

molécula de cada propéptido por cada molécula de colágeno sintetizada, la sensibilidad 

de la determinación del PINP es muy superior a la del PICP en el estudio de la osteoporosis 

[26]. Actualmente, la técnica del PINP está automatizada por electroquimioluminiscencia 

lo que ha facilitado enormemente su utilización en el laboratorio clínico. 

 

Diversos estudios demuestran que la isoenzima ósea de la fosfatasa alcalina y el PINP 

son los marcadores de formación más sensibles y específicos para el estudio de la 

osteoporosis postmenopáusica [26]. Debido a la existencia de una reacción cruzada entre 

el método de la fosfatasa alcalina ósea y la fosfatasa alcalina hepática recomendamos la 

utilización del PINP como marcador más sensible y específico en el estudio y seguimiento 

de los tratamientos en la osteoporosis postmenopáusica. 

 

   III.2.3.2 MARCADORES DE RESORCIÓN ÓSEA: 

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

ósea y son contrarias a las que realiza el osteoblasto: 

 
1) Disolución del mineral óseo.  

2) Degradación de la matriz del hueso. 
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La anhidrasa carbónica liberando protones al medio, facilita la disolución del fosfato 

cálcico (hidroxiapatita). El calcio liberado será un índice indirecto de la tasa de destrucción del 

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

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

 

La fosfatasa ácida tartrato resistente en suero es también un marcador bioquímico de 

resorción ósea. Además, durante la degradación del colágeno se liberan a la circulación un 

gran número de productos derivados de su rotura, desde aminoácidos como la hidroxiprolina 

hasta productos complejos como los telopéptidos.  

 

Los marcadores de resorción ósea que se utilizan en la actualidad son los siguientes         

ordenados según la actividad o producto de degradación medido: 

 

 Actividad enzimática del osteoclasto. 

o Fosfatasa ácida tartrato resistente. 
 

 Degradación del mineral óseo. 

o  Calcio / Creatinina en orina. 
 

 Productos derivados de la rotura del colágeno. 

o Hidroxiprolina en orina. 

o Puentes de piridolina: piridolina y desoxipiridolina. 

o Telopéptidos carboxiterminales del colágeno I unidos por puentes de 

piridolina (ICTP). 

o Telopéptidos aminoterminales del colágeno I unidos por puentes de 

piridolina (NTX). 

o Telopéptido C-terminal de la cadena alfa 1 del colágeno tipo I (CrossLaps, 

CTX). 

 

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

resorción ósea que he utilizado para el desarrollo de esta tesis. 
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1. Fosfatasa ácida tartrato resistente en suero: 

La fosfatasa ácida tartrato resistente es una enzima lisosomal liberada por el 

osteoclasto activo. Existen otras isoenzimas de la fosfatasa ácida, pero sólo la procedente 

de los hematíes y la ósea son resistentes al tartrato. Por ello, la determinación de la 

actividad sérica de la fosfatasa ácida en presencia del anión tartrato, fosfatasa ácida 

tartrato resistente (FATR), en muestras de suero que no presenten hemólisis, constituye 

una medida específica de resorción ósea.  

 
La determinación de la FATR es una técnica sencilla, similar a la de la fosfatasa 

alcalina, pero realizada en medio ácido (pH = 4.8) en vez de básico y añadiendo tartrato 

sódico al medio. La técnica es económica y está automatizada, pero tiene el inconveniente 

de ser poco específica debido a la presencia en el suero de otras isoenzimas de FATR 

derivadas de los eritrocitos y las plaquetas, además, la bilirrubina interfiere en la medida 

del producto final de la reacción, de color amarillo.  

 
Se ha demostrado que el suero contiene dos formas de FATR, la 5a y la 5b. La 5a 

contiene ácido siálico y la 5b no. Las propiedades antigénicas y el pH óptimo de la 

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 

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

 
Actualmente, existe un método comercial que permite analizar específicamente la 

isoenzima 5b de la FATR en suero. Los resultados obtenidos indican que la determinación 

de la isoenzima 5b de la FATR presenta mayor sensibilidad para detectar los cambios en la 

resorción que la determinación de FATR total [27] en el seguimiento del remodelado óseo. 

 

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

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

        después de su obtención, lo que dificulta su uso. 
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2. Telopéptido Carboxiterminal de la Cadena alfa-1 del Colágeno Tipo I (CrossLaps, 

CTX): 

 
El CTX es un producto de degradación del colágeno tipo I. Se trata de un fragmento 

de ocho aminoácidos perteneciente a la zona telopeptídica C-terminal de una cadena alfa-

1 del colágeno I. Este péptido se suele eliminar unido a un puente de piridinolina, debido 

a que cuando el colágeno aún no se ha degradado, el segundo aminoácido de esta 

secuencia está implicado en la formación de un puente piridinolínico. Abreviadamente, lo 

conocemos como telopéptido carboxiterminal o CTX (Figura 11). 

 

Se descubrió que el fragmento de CTX puede sufrir isomerización. Dentro de la 

secuencia de 8 aminoácidos (EKAHDGGR), la unión DG es un sitio potencial de beta-

isomerización [28]. En el colágeno recién sintetizado, el CTX tiene una estructura lineal 

(alfa-CTX), pero el grado de beta-isomerización (beta-CTX) aumenta al aumentar la edad 

del colágeno óseo. 

 

En los adultos, mayoritariamente el C-telopéptido se encuentra en la forma beta. 

Por ello, cuando se determina CTX en el laboratorio nos referimos implícitamente a beta-

CTX. Actualmente, además de mediante ELISA, su determinación 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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III.3. LA OSTEOPOROSIS: 

Históricamente la definición de osteoporosis ha sido difícil, ya que estando basada en la 

densidad mineral ósea (DMO) podría no incluir todos los factores de riesgo para fractura, 

mientras que una definición basada en fracturas no permitiría la identificación de poblaciones 

en riesgo. 

 

La primera reunión de consenso para establecer la definición de osteoporosis (OP) tuvo 

lugar en 1992 y en 1993 se publicó la primera declaración por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS), definiendo la osteoporosis como “una enfermedad esquelética sistémica 

caracterizada por una masa ósea baja y por el deterioro microarquitectónico del tejido óseo, 

con un aumento subsecuente en la fragilidad del hueso y susceptibilidad al riesgo de fractura” 

[29,30].  

 

Al ir comprendiendo que la densidad mineral ósea no era lo único importante y que se 

debía tener en cuenta la resistencia ósea, la osteoporosis se redefinió en 2001 en una nueva 

conferencia de consenso llevada a cabo en el seno del panel de expertos en la prevención de 

osteoporosis del Nacional Institutes of Health (USA): “La osteoporosis se define como un 

trastorno del esqueleto caracterizado por una alteración de la resistencia ósea [31] que 

predispone a una persona a un incremento en el riesgo de fracturas”. La resistencia del hueso 

refleja principalmente la integración de la DMO y la calidad del hueso. (Figura 12).   

 

Se trata de una definición operativa, probablemente con mayor utilidad para el clínico 

en su práctica diaria. Actualmente, el criterio que nos permitirá identificar a los pacientes que 

la sufren en el día a día asistencial es la obtención en una densitometría de una puntuación T 

inferior a -2,5 [32]. El mayor inconveniente en la osteoporosis es la falta de signos de alerta 

previos a la aparición 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 

que el 95% de los pacientes que presentan una fractura por fragilidad no tenían un diagnóstico 

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, además aumenta la mortalidad y conlleva a un importante consumo de recursos 

sociosanitarios de todo tipo [32,34]. 

 

Figura 12: Imagen microscópica del hueso normal y osteoporótico. 

 

 

Los pacientes que presentan fracturas por fragilidad han mostrado un deterioro en la 

calidad de vida y, el temor a sufrir nuevas fracturas los hace más propensos a la depresión. 

Todo ello condiciona una menor puntuación en muchas de las esferas valoradas en los 

cuestionarios de calidad de vida [35,36]. 

 

Existen numerosas enfermedades o la medicación utilizada para tratarlas que son 

capaces de producir osteoporosis e incrementar el riesgo de fractura. En estos casos 

hablaríamos 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 osteoporóticas, 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]. Así, algunos estudios 

realizados en nuestro país 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 año tras la fractura y llega hasta 

el 40% a los 2 años [41]. 

 

Desde el punto de vista socioeconómico las fracturas osteoporóticas 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 países desarrollados. Se 

estima que entorno al 33% de las mujeres mayores de 50 años va a sufrir osteoporosis. Hoy 

en día la osteoporosis sigue estando infradiagnosticada y muchos pacientes permanecen sin 

tratamiento a pesar de tener fracturas reconocidas. Además de su elevada mortalidad y 

morbilidad la osteoporosis genera costes socioeconómicos importantes. El cálculo de este 

coste es difícil y sesgado pero dichos costes se pueden dividir en directos e indirectos. Entre 

los directos están los debidos a hospitalización, cuidados ambulatorios y farmacéuticos y 

dentro de los indirectos nos encontramos la pérdida de producción del paciente o de los 

familiares que los atienden [34]. 

 

III.3.1 FISIOPATOLOGÍA: 
 

En la osteoporosis se produce una disfunción de las unidades de remodelado óseo 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 número de unidades 

de remodelación, que da lugar a un “aumento del recambio óseo”. 

 

 En el adulto joven existe un balance óseo “cero” debido la cantidad de hueso que forman 

los osteoblastos en cada unidad de remodelación ósea es igual a la que han destruido 

previamente los osteoclastos. Sin embargo, alrededor de los 40 años, 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 ósea inicial, de la 
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cuantía del balance negativo, y de la edad de la persona, dicha pérdida puede dar lugar a 

la osteoporosis. 

 

A la disminución 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 disminución de 

los estrógenos. 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 número de unidades de remodelación cuando éstas se encuentran en 

balance negativo supone un aumento del número de puntos del esqueleto en los que se 

pierde masa ósea, y por tanto acelera su pérdida. De hecho, el aumento del recambio es 

el responsable de la mayor cantidad de masa ósea perdida. La menopausia es el mejor 

ejemplo de aumento del recambio por la depleción de estrógenos que implica. A él se debe 

la aceleración de la pérdida de masa ósea que sigue a la menopausia, y en definitiva es el 

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

 

 

 III.3.2 CLÍNICA Y DIAGNÓSTICO: 
 

La osteoporosis es una enfermedad asintomática. La sintomatología que presenta está 

condicionada por las fracturas. No existe relación clínica 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 complicación clínica de la osteoporosis 

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

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

vertebrales se incluyen además las de húmero, pelvis, costillas y otras de frecuencia menor. 

No suelen incluirse como osteoporóticas las fracturas de dedo, cráneo y se duda de las de 

tobillo [43]. 
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Las manifestaciones clínicas de las fracturas suelen incluir dolor, impotencia funcional y 

deformidad [44]. La fractura vertebral es la más prevalente y su manifestación más típica 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 España, en mujeres 

postmenopáusicas que acudían a la consulta de Medicina Interna por dolor crónico de 

espalda, se observó que existía 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 

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

 

La fractura más grave es la de cadera que suele estar desencadenada por una caída. 

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 está 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 año, aumentando el riesgo de muerte de 2 

a 10 veces por encima de lo esperado en la población de similares características [47]. La 

mayor parte de los pacientes necesitan intervención quirúrgica. 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. 

 

Según los criterios establecidos por la OMS en 1994 (Figura 13), la única técnica 

aceptada y reconocida como “patrón oro” para medir la DMO, es la densitometría o absor-

ciometría de rayos X de doble energía (DXA). Esta prueba mide la cantidad de mineral óseo 

contenido en un cierto volumen de hueso al pasar una dosis baja de rayos X con dos grados 

diferentes de energía a través del hueso. 

 

Actualmente está cuantificada la relación entre la masa ósea y el riesgo de fractura por 

fragilidad; el riesgo relativo aumenta entre 1,5 y 3 por cada desviación estándar (DE) de 
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disminución de masa ósea, comparada con la media de la población joven del mismo sexo (T-

score). De esta manera, según la OMS, el paciente presentará 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 estándar de la DMO frente 
al pico máximo de masa ósea. 
 

 

 

En la práctica clínica habitual, la definición 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 diagnóstico de OP en mujeres 

postmenopáusicas y en varones> 50 años con fractura femoral por fragilidad, 

independientemente del valor de la DMO, así como ante una fractura de bajo impacto 

vertebral, del húmero proximal o de la pelvis, si se constata un T-score ≤ -1,0 [48]. 
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III.3.3 OSTEOPOROSIS POSTMENOPAÚSICA: 
 

La menopausia supone la condición de riesgo más importante para la osteoporosis. En 

el mundo occidental la mujer pasa más 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 últimos años. La deprivación estrogénica supone una 

ausencia de freno a la acción de los osteoclastos y esto conlleva una pérdida acelerada del 

hueso trabecular (alto remodelado óseo). Esta acción, junto con el hecho de que el pico de 

masa ósea en la mujer es más precoz y de menor cuantía que en el varón justifica, en gran 

medida, que la osteoporosis sea mucho más frecuente en el sexo femenino. El riesgo es mayor 

cuanto más precoz es la edad de la menopausia, y mucho más intenso cuando la deprivación 

hormonal es brusca, como ocurre en la menopausia quirúrgica [49]. A continuación, vamos a 

explicar este mecanismo con detalle. 

 

El déficit estrogénico hace más sensible el hueso a las hormonas resortivas y, en 

concreto, a la PTH. El aumento de la resorción conlleva un aumento del calcio plasmático y 

una disminución de la PTH, lo que genera, de manera secundaria una disminución de la síntesis 

renal de 1,25-dihidroxicolecalciferol que implica una reducción de la absorción intestinal del 

calcio. Esto desencadena un balance negativo del calcio y un incremento de la resorción ósea, 

aumentando la excreción de calcio a nivel urinario. 

 

Además, la disminución de los niveles de progesterona va a favorecer una discreta 

acidosis respiratoria, inducida por alteraciones del sistema nervioso central, que favorece la 

filtración del calcio. Como consecuencia del aumento de la filtración del calcio a través del 

riñón, se producirá 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 ósea, lo cual generará 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 ósea 

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 óseo y una perdida acelerada del esqueleto, aumentando así el riesgo de 

fractura. En la figura 14 podemos observar cómo va disminuyendo la DMO a medida que 

avanza la edad de la mujer. 

 

La ausencia de estrógenos conlleva una disminución del número y actividad de los 

osteoblastos y un aumento del número y actividad de osteoclastos. Esto se traduce en un 

incremento del número de unidades de remodelado óseo y una mayor aceleración de la 

pérdida de masa ósea.  

 

La ausencia de estrógenos también genera una serie de cambios en la secreción de 

citocinas y hormonas locales: 

 

 Aumento de la secreción de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF alfa) 

responsables de la atracción de los preosteoclastos y la activación de los osteoclastos, 

aumentando así la resorción ósea. 

 
 Disminución de la expresión de OPG. La OPG neutraliza la actividad del RANKL y, por 

tanto, bloquea la transformación de los macrófagos en osteoclastos. 

 
 Estimulación de la diferenciación de precursores osteoclásticos, M-CSF. 

 

 

           

Figura 14: Pérdida de densidad ósea 
en mujeres con la edad. Tomada de 
https://www.msdmanuals.com/ 
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III.3.4 CLASIFICACIÓN DE LA OSTEOPOROSIS: 
 

Según sus características clínicas podemos distinguir dos grandes grupos de 

osteoporosis: la osteoporosis primaria y la secundaria. 

 

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

las justifique directamente [49,50]: 

 

 Tipo I (postmenopáusica): Es la debida a la pérdida de estrógenos. Se produce entre 

los 51 y los 75 años y se caracteriza por una pérdida acelerada y desproporcionada 

del hueso trabecular (alta remodelación ósea). Causa mayoritariamente las 

fracturas vertebrales por compresión. Se observa disminución de la actividad PTH 

para compensar el aumento de la resorción ósea. El tratamiento antirresortivo es 

eficaz para frenar la pérdida ósea. 

 

 Tipo II (senil): Afecta a personas mayores de 70 años como consecuencia de un 

déficit de la función de los osteoblastos (bajo remodelado óseo). Otros factores 

etiopatogénicos son: sedentarismo-inmovilización, peor absorción intestinal de 

calcio, menor insolación y trastornos nutricionales que ocasionan déficit de 

vitamina D e hiperparatiroidismo secundario. Se asocia con fracturas de cuello 

femoral, porción 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 clasificación, dado 

que la pérdida ósea asociada al envejecimiento parece ser asintomática y la 

morbilidad de la osteoporosis sería exclusivamente secundaria a las fracturas que 

ocasiona [51].   

 

 Osteoporosis secundarias: Son aquellas que son consecuencia o bien una manifestación 

de otras enfermedades o de su tratamiento. Algunas de las causas más importantes son 

[52]: 
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 Trastornos alimentarios y digestivos: ingesta baja en calcio, déficit de vitamina D, 

anorexia nerviosa, malabsorción, enfermedad de Crohn, gastrectomías, resección 

intestinal, hepatopatías crónicas, alcoholismo crónico... 

 Endocrinopatías y enfermedades metabólicas: hiperparatiroidismo, 

hipertiroidismo, enfermedad de Cushing, hipogonadismo ovárico o testicular, 

diabetes, hemocromatosis, acidosis metabólica renal...  

 Enfermedades genéticas: osteogénesis imperfecta, homocistinuria, hipofosfatasia, 

síndrome de Marfan... 

 Enfermedades reumáticas: artritis reumatoide, lupus, polimialgia reumática, otras 

conectivopatías, distrofia simpática refleja y en general todas las enfermedades 

sistémicas que recibe también tratamiento con corticoides.  

 Nefropatías: insuficiencia renal crónica, trasplantados renales... 

 Neoplasias: osteomalacia oncogénica. 

 Enfermedades hematológicas: mieloma, leucemia, macroglobulinemia… 

 Enfermedades respiratorias: EPOC, asma (utilización de corticoides) ... 

 Abuso de tóxicos: tabaco, alcohol, cafeína...  

 Inmovilización prolongada: muy frecuente en los pacientes de edad avanzada (el 

hueso necesita estímulo mecánico para su formación y remodelado) 

 Fármacos: glucocorticoides, heparina, barbitúricos, anticomiciales, 

quimioterápicos, psicótropos, indometacina, algunos diuréticos, hormonas 

tiroideas... 

 

 

 III.3.5 TRATAMIENTOS FRENTE A LA OSTEOPOROSIS: 

El objetivo de dicho tratamiento es reducir la incidencia de fracturas en los pacientes, 

evitando la aparición 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]: 

 

 Prevenir las fracturas.  

 Optimizar el desarrollo del esqueleto y maximizar el pico de masa ósea.  
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 Prevenir la pérdida de masa ósea, en especial en los períodos en los que está 

acelerada. 

 Preservar la integridad del esqueleto. 

 Mejorar la calidad de vida. 

 Disminuir la morbilidad y la mortalidad. 

 

El tratamiento de la osteoporosis es multidisciplinar e incluye tanto medidas no 

farmacológicas, de salud pública, aplicables a toda la población, como medidas 

farmacológicas, mayoritariamente terapias antirresortivas. 

 

 Tratamientos no farmacológicos: Se basan en medidas preventivas de aplicación a 

toda la población y haciendo énfasis en las mujeres osteopénicas y osteoporóticas. 

Estas medidas abarcan un estilo de vida saludable, incluyendo dieta equilibrada y 

ejercicio físico regular, evitar el tabaco, limitar el consumo de alcohol e implementar 

medidas para la prevención de caídas. 

 

 Calcio y vitamina D: Son dos compuestos fundamentales para el metabolismo óseo y 

el correcto desarrollo del esqueleto. A continuación, hablaremos de ambos con 

detalle. 

 

 Tratamientos farmacológicos: Según su mecanismo de acción los podemos dividir en 

[52,53]: 

 

1. Inhibidores de la resorción: 

 

o  Calcitonina: Inhibe la actividad osteoclástica. Se utiliza la hormona sintética o 

la extraída de otros organismos como el salmón. Se administra intranasal y 

reduce el riesgo de fracturas vertebrales. Presenta efecto analgésico en el 

tratamiento del dolor agudo en fracturas vertebrales.  

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

cese de la actividad ovárica. Su mecanismo de acción consiste en inhibir la 

resorción y el turnover óseo que se produce durante la menopausia. 

Actualmente se utiliza en los primeros años de la menopausia para mejorar el 

síndrome climatérico. 

 

o Bifosfonatos: Compuestos análogos de los pirofosfatos inorgánicos que inhiben 

la capacidad resortiva de los osteoclastos evitando la unión de estos a la 

superficie ósea. Han demostrado evidencia de eficacia en reducción de 

fracturas, rapidez de acción y seguridad, lo que permite su prescripción y 

mantenimiento por los médicos de Atención Primaria [52]. Ejemplos de 

bisfosfonatos serían: Alendronato, Risedronato, Ibandronato y el Ácido 

zoledrónico. Alendronato y Risendronato disminuyen el riesgo de fractura 

vertebral y de cadera. Ibandronato se utiliza en el tratamiento de OP en 

mujeres postmenopáusicas con riesgo elevado de fractura.  

 

El Ácido zoledrónico se emplea en el tratamiento de la enfermedad de Paget y 

en la OP postmenopaúsica. 

 

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 más utilizado frente a la osteoporosis. 

A continuación, 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 fármaco de segunda línea, como alternativa al 

alendronato y risedronato ya que se administra por vía parenteral y tiene un 

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

 

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

como su análogo, la PTH recombinante humana (1-34). Se ha descrito un efecto 

positivo mejorando la microarquitectura ósea y una reducción en el riesgo de 

nuevas fracturas por un mecanismo osteoformador. 

 

3. Inhibidor de la resorción y estimulador de la formación: 

 

o Ranelato de estroncio: Disminuye la diferenciación y actividad osteoclástica y 

aumenta la replicación de células preosteoblásticas y la síntesis de colágeno. 

Se ha demostrado su eficacia en la prevención de fracturas vertebrales y no 

vertebrales. 

         Actualmente está retirado del mercado por sus efectos secundarios.  

 

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

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

 

 

   III.3.5.1 MODULADORES SELECTIVOS DE LOS RECEPTORES ESTROGÉNICOS      

                (SERMs). BAZEDOXIFENO. 

 

Para ejercer sus diversas acciones en los tejidos, el estradiol se une a un receptor 

estrogénico celular, produce un cambio de conformación en el mismo, y luego penetra en la 

célula y con la ayuda de proteínas coactivadoras, da lugar a la síntesis de proteínas que son 

las que realizan su acción [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, modificándolo y produciendo una 
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posterior transcripción, 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 acción de los SERMs es a través de los dos tipos de receptores estrogénicos (α y β). En 

general, tienen actividad agonista en el hígado, tubo digestivo, esqueleto y corazón y 

antagonista en la mama. En el útero, unos SERMs se comportan como agonistas y otros como 

antagonistas [55]. Existen un gran número de proteínas co-reguladoras que modulan la acción 

de los SERMs sobre la expresión génica y contribuyen a la farmacología tejido-específica de 

los mismos [55]. 

 

 

Figura 15: Mecanismo de unión del estradiol al receptor estrogénico y producción de proteínas 
específicas que expresarán el efecto del estradiol en los diferentes tejidos. 
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El Tamoxifeno es un SERMs que se utiliza como antiestrógeno mamario para el 

tratamiento y prevención del cáncer de mama, pero posee actividad agonista estrogénica en 

el útero, pudiendo inducir hiperplasia endometrial.  El Raloxifeno se ha utilizado en la 

prevención y tratamiento de la osteoporosis y previene el cáncer de mama, pero tiene cierta 

actividad estrogénica [59]. El bazedoxifeno (BZA) es un SERMs de 3ª generación con efectos 

agonistas sobre el hueso y efectos favorables adicionales sobre los lípidos, el útero y el tejido 

mamario [60,61]. En la (Figura 17) mostramos la estructura química del estradiol y la del 

bazedoxifeno. 

 

 

Figura 16: Unión de los SERMs al receptor estrogénico. Inducen a la activación de un «elemento de 
respuesta alternativa del ADN» que activa o inactiva la transcripción genética y, con ello, la respuesta 
deseada. 
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Debido a su acción 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 estrógenos equinos conjugados para el tratamiento de la endometriosis [62,63,64]. 

Se ha demostrado que su utilización prolongada produce una disminución en la aparición 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 

puntuación T inferior a -3,0 y/o 1 fractura vertebral severa o 2 fracturas vertebrales 

moderadas [65]. 

 

La osteoporosis al ser una enfermedad crónica necesita un tratamiento de larga 

duración, por ello, es necesario el empleo de medidas individualizadas y el uso de 

tratamientos secuenciales. Dichos tratamientos secuenciales consisten en diseñar estrategias 

que mantengan un fármaco el tiempo suficiente para conseguir sus beneficios con los mínimos 

riesgos y la máxima adherencia. El tratamiento farmacológico debe irse cambiando a lo largo 

de la vida de la mujer para adaptarse así a las necesidades clínicas y metabólicas propias de 

cada momento [66]. 

 

En esta tesis vamos a profundizar en los efectos producidos por el bazedoxifeno sobre 

la calidad ósea en un modelo experimental de ratas ovariectomizadas que, por lo tanto, se 

encuentran en un estado de osteopenia. 

 

Figura 17: Estructura química del estradiol y bazedoxifeno. 
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III.3.5.2 SUPLEMENTACIÓN 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/día en la infancia; 1.300 mg/día desde los 

9 a los 18 años; y 1.000 mg/día desde los 19 hasta los 50 años; incrementando a 1200 mg/día 

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

 

          La forma más natural y eficiente de recibir el aporte cálcico necesario es a través de la 

dieta. Los alimentos que contienen mayor proporción de calcio son los productos lácteos, los 

pescados azules en conserva, las judías y las almendras. Se recurrirá al uso de los suplementos 

cálcicos en aquellos casos en los que no se pueda realizar una ingesta mínima de calcio a través 

de la alimentación. En la actualidad, existen en el mercado múltiples preparados de sales 

cálcicas, algunos con vitamina D incorporada [53]. 

 

La vitamina D es un compuesto imprescindible en el metabolismo óseo. Una adecuada 

exposición 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, sí es aconsejable administrar 800 UI de vitamina D 

diarios [67] como son: 

 

 Pacientes con osteoporosis. 

 Personas mayores de 65 años con riesgo de fractura.  

 Personas con déficit de vitamina D.  

 Personas con una exposición solar limitada.  

 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 calorías es 

imprescindible para mantener una buena salud ósea [53].  

 

          Los estudios coinciden en la necesidad de asegurar un aporte adecuado de calcio como 

factor fundamental en cualquier tratamiento de OP [67]. Así, en los pacientes en tratamiento 
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farmacológico 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 

reducción 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 

clínicas del estudio para obtener los mismos resultados por los que el fármaco 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 último, la suplementación con calcio y vitamina D ha mostrado eficacia en población 

>65 años institucionalizada reduciendo el riesgo de fractura no vertebral y de forma más 

marginal de fractura de cadera [70,71]. Este efecto depende en gran parte de la dosis de 

vitamina D (≥800UI diarias) y es más evidente a mayor edad y niveles más 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 prevención de 

caídas. Algunos resultados indican que los suplementos de vitamina D, con y sin calcio, son 

eficaces en la prevención de caídas [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 

administración de dosis altas anuales podría aumentar el riesgo de caídas [75]. 

 

 A pesar de la controversia, es aconsejable la administración de al menos 1.000 UI/día 

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

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

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

III.4 LA RATA OVARIECTOMIZADA COMO MODELO DE 

OSTEOPOROSIS POSTMENOPAÚSICA. 

 

Para desarrollar nuevos tratamientos farmacológicos contra la osteoporosis se han 

utilizado modelos animales en los que se induce artificialmente la osteoporosis con técnicas 

como la ovariectomía, utilizada en nuestro experimento [76]. La OMS y la Food and Drug 

Administration (FDA) establecieron en sus guías clínicas unos criterios, para regular la 

utilización de modelos de animales de experimentación en la evaluación preclínica de 

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

 

La rata ovariectomizada constituye el modelo animal más utilizado en el estudio de la 

osteoporosis postmenopáusica [79]. La deprivación 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 ósea, marcadores bioquímicos, microarquitectura 

ósea y biomecánica. De igual forma, la rata ovariectomizada presenta una excelente respuesta 

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

 

Nuestro estudio comenzó con ratas hembra de 6 meses de vida que equivaldría 

aproximadamente a 30-35 años en los humanos [82]. El tratamiento se mantuvo durante 8 

meses, finalizando con ratas de 14 meses que podrían equipararse a mujeres de unos 60 años. 

La comparación entre ambas especies es siempre aproximada. Debemos tener en cuenta que 

los 8 meses de tratamiento en la rata corresponderían 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, así 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. 

III.5 COMENTARIOS FINALES A LA INTRODUCCIÓN. 

 
El hueso es un tejido dinámico sometido a un continuo proceso de destrucción 

(resorción) y de formación. En la vida adulta la tasa de formación es igual a la de resorción, 

por lo que mantiene su masa, pero existen diversas condiciones patológicas 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 característica más importante de la osteoporosis es la existencia de un 

hueso descalcificado, desde el principio, se pensó que la aportación de calcio y vitamina D 

sería con seguridad un remedio para esta enfermedad. Todavía se utiliza muchas veces, 

especialmente al comienzo de la enfermedad y por motivos económicos. Por otra parte, en 

todos los ensayos clínicos sobre los tratamientos de la osteoporosis postmenopáusica, se 

administra calcio más vitamina D al grupo placebo.  

 

La falta de estradiol es la causa más frecuente de la osteoporosis postmenopáusica y, 

por ello, también se utilizó el estradiol como tratamiento de esta patología. Al cabo de un 

tiempo se observaron efectos secundarios y se abandonó este tratamiento. Los moduladores 

selectivos de los receptores estrogénicos (SERMs) vinieron a sustituir al estradiol, ya que eran 

medicamentos que se unían al receptor del estradiol y producían acciones en el hueso, 

similares a las de dicha hormona. Los SERMs se han utilizado mucho en el tratamiento de la 

osteoporosis postmenopáusica, aunque algunos tienen el inconveniente de activar en exceso 

los receptores del útero produciendo efectos secundarios no deseados. La investigación de 

los SERMs ha progresado durante estos últimos años, llegando a los de tercera generación con 

efectos en el hueso y sin efectos en el útero. Uno de ellos es el bazedoxifeno. 
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La rata ovariectomizada ha sido utilizada como modelo experimental de osteoporosis 

postmenopáusica a lo largo de muchos años y su uso en trabajos de experimentación ha sido 

recomendado por la Organización 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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Los objetivos de este trabajo son: 

 Estudiar el efecto producido sobre la calidad ósea por el tratamiento a largo plazo con 

BAZEDOXIFENO (SERM de 3ª generación) en un modelo experimental de osteoporosis 

postmenopáusica, la rata ovariectomizada.  

 Estudiar el efecto producido sobre la calidad ósea por el tratamiento de CALCIO + 

VITAMINA D, en un modelo experimental de osteoporosis postmenopáusica, la rata 

ovariectomizada.  

Los efectos producidos sobre la calidad ósea serán evaluados mediante la determinación 

de la densidad mineral ósea, el estudio del remodelado óseo, el análisis de parámetros 

microestructurales y el estudio de las propiedades biomecánicas del hueso. 

 

 



 

 
 

 
 
 
 

 
 

 

V. MATERIALES 
Y MÉTODOS 
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V.1   ACCIÓN DEL BAZEDOXIFENO (BZD). 

V.1.1 DISEÑO DEL EXPERIMENTO. 
 

Se utilizaron 45 ratas Winstar hembras de 6 meses de edad del animalario de la 

Fundación Jiménez Díaz que fueron mantenidas en condiciones estables de temperatura de 

22º C, ciclos de 12 horas de luz y oscuridad y con acceso libre a comida y agua. La comida se 

administró 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 simuló la ovariectomía.  

2. Grupo OVX (n=15) Ratas ovariectomizadas. 

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

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

 

El tratamiento comenzó el día posterior a la ovariectomía y se mantuvo durante 8 

meses. Todos los tratamientos se realizaron de acuerdo con los Estándares Comunitarios 

Europeos sobre el cuidado y uso de los animales de laboratorio y fueron aprobados por el 

Comité Ético del Investigación Animal del Instituto de Investigación Sanitaria de la Fundación 

Jiménez Díaz. 

 

o CRONOGRAMA EXPERIMENTO: 

1. Ovariectomía: 

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

o Se realiza la ovariectomía de 30 ratas.  Las otras 15 quedan como grupo control SHAM. 
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2. Tratamiento: 

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

ovariectomizadas durante 8 meses desde el día posterior a la ovariectomía. 

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. Realización de densitometrías, marcadores de remodelado óseo, microtomografía 

computarizada y biomecánica. 

 
o Realización de las densitometrías óseas de los fémures izquierdos y columnas 

vertebrales. 

o Realización de los marcadores de remodelado óseo. 

o Envío de los fémures izquierdos para la realización de la microtomografía 

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

realización de los estudios de biomecánica. 

 

5. Análisis de los resultados. 
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V.1.2 OVARIECTOMÍA, SACRIFICIO Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS. 
 

Las ratas fueron anestesiadas para la cirugía mediante inyección 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 rasuró la zona a intervenir. La posición final del animal fue decúbito supino, apoyado sobre 

el dorso o espalda. 

 

La cirugía de ovariectomía bilateral se realizó a través de una incisión abdominal. 

Previamente se inmovilizó al animal y se le rasuró el abdomen. Para la extirpación de los 

ovarios se identificaron los cuernos uterinos, que están fijados al ovario por un extremo y al 

útero por otro. Se establecieron las ligaduras a ambos lados del ovario, seccionando y 

extirpando los mismos. Una vez extirpados los ovarios se suturó la incisión realizada (Figura 

18 a-c).                            

         

Figura 18: Cirugía de ovariectomía.  

    Figura 18a: Incisión e identificación cuernos uterinos. 
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     Figura 18b:  Ligadura y extirpación ovarios.         Figura 18c: Sutura de la incisión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
El fármaco que se administró fue Conbriza® (Pfizer). La dosis se calculó en base al 

tratamiento indicado para la osteoporosis en humanos, 20 mg/día vía oral. De este modo, la 

dosis de Bazedoxifeno empleada en nuestras ratas fue 0,33 mg/kg/día mediante sonda oral. 

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

 

El tratamiento comenzó un día después de la ovariectomía y se mantuvo durante 8 

meses. Transcurridos los 8 meses de tratamiento, se pesaron las ratas y se sacrificaron 

mediante exanguinación por punción cardiaca bajo anestesia con isofluorano (Forane®). 

 

Mediante punción 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 separó en alícuotas y congeló a -80ºC hasta la posterior determinación de los parámetros 

de remodelado óseo. 

 

Las ratas fueron congeladas -20ºC, tras la extracción de su sangre, hasta la medición de 

la densidad mineral ósea. El día previo a la realización de dicha medición las ratas se metieron 

en una nevera a 4ºC para su descongelación. Una vez descongeladas, se amputaron los 

fémures derechos e izquierdos con la ayuda de pinzas y bisturí (Figura 20). Una vez extraídos 

y limpios se realizó la densitometría mineral ósea de los fémures izquierdos y columnas 

vertebrales a nivel de L2, L3 y L4. 
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Figura 19: Exanguinación mediante punción cardiaca. 

 

 

  

                             

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Amputación del fémur y limpieza de la musculatura adyacente.                                    

    

                   

V.1.3 DENSITOMETRÍAS ÓSEAS: 
 

Se procedió a la determinación de la densidad mineral ósea (DMO) del fémur izquierdo 

y de la columna vertebral a nivel de L2, L3 y L4, por densitometría de doble energía de rayos 

X (DEXA). Para ello se utilizó un aparato denominado Piximus (Hologic, QDR-1000 TM), que es 

un densitómetro específico para animales y muestras pequeñas (Figura 21). 
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Para realizar la DMO femoral se utilizó el fémur izquierdo limpio y para determinar la 

DMO lumbar se colocó a cada rata en posición de decúbito 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 variación 

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

 

Tras esta medición, los fémures izquierdos se envolvieron en gasas empapadas con 

suero fisiológico y se mantuvieron congelados a -20ºC hasta la realización de la 

microtomografía computarizada. Los fémures derechos se envolvieron en gasas empapadas 

con suero fisiológico y se mantuvieron congelados a -20ºC hasta la realización del test 

biomecánico. Se ha comprobado como en estas circunstancias, el hueso no muestra 

variaciones significativas en sus propiedades mecánicas 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 congelación- descongelación [83].  

 

 

Figura 21: Aparato Piximus realizando la 

        DMO lumbar de la rata. 
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V.1.4 MARCADORES BIOQUÍMICOS DE REMODELADO ÓSEO: 
 

Las muestras de sangre se descongelaron para determinar los marcadores bioquímicos 

de remodelado óseo. 

 

   V.1.4.1 MARCADORES BIOQUÍMICOS DE FORMACIÓN ÓSEA: 

 

o Osteocalcina (BGP): 

 

Se utilizó un inmunoensayo colorimétrico (ELISA) comercial específico para la 

determinación de los niveles de osteocalcina en nuestras ratas (Rat-MID™ Osteocalcin). La 

técnica consiste en la unión 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-incubación, que consiste en que la osteocalcina biotinilada 

se inmoviliza en las paredes de los pocillos de las microplacas mediante su unión a 

estreptavidina. Los pocillos son lavados, para posteriormente pipetear una solución con 

anticuerpos anti-osteocalcina junto a los sueros estándar, control o los sueros problema con 

concentraciones de osteocalcina desconocidas. 

 

Tiene lugar una competición entre la osteocalcina de dichos sueros y la osteocalcina 

de las paredes de los pocillos en su unión a los anticuerpos monoclonales. Tras esta primera 

incubación, los pocillos son lavados de nuevo. En una segunda incubación, una solución de 

peroxidasa conjugada con inmunoglobulinas antiIgG se añade a los pocillos, uniéndose así a 

las inmunoglobulinas que previamente se habían ligado con la osteocalcina de las paredes 

de los pocillos. Después de un tercer lavado, se añade TMB (tetrametilbencidina), sustrato 

cromógeno de la peroxidasa, enzima que se encuentra unida al anticuerpo secundario de las 

paredes de los pocillos. Posteriormente, la reacción es detenida con ácido sulfúrico. La 

absorbancia obtenida en esta reacción cromógena es inversamente proporcional a la 

concentración de osteocalcina en cada muestra. 



                      Materiales y métodos 
 

72 
 

 

La sensibilidad del ensayo es de de 50 ng/mL y los coeficientes de variación intra e 

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

 

 

o Própeptido aminoterminal del procolágeno I (PINP): 

 

Se utilizó un enzimoinmunoensayo (ELISA) comercial específico 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-incubación, el PINP biotinilado se fija en una placa con estreptavidina 

pegada. De esta forma, el PINP de las muestras competirá 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 concentración 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 reacción se añade avidina marcada con 

peroxidasa. De esta forma, la avidina se unirá al complejo biotina del PINP externo y el resto 

será lavado. Por último, se revela el ELISA mediante un sustrato cromógeno de la peroxidasa, 

como es la tetrametilbencidina (TMB). Esta reacción se detiene con ácido clorhídrico. La 

reacción cromógena se mide por absorbancia a 450 nm, siendo inversamente proporcional 

a la concentración de PINP de nuestra muestra. 

 

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

interensayo <5% y <8,2% respectivamente. 
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V.1.4.2 MARCADORES BIOQUÍMICOS DE RESORCIÓN ÓSEA: 

 

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

 

Se utilizó un inmunoensayo (ELISA) comercial específico de rata (RatTRAP™ Assay) para 

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

 

La técnica se basa en un enzimoinmunoensayo colorimétrico que utiliza anticuerpos 

monoclonales altamente específicos 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 añaden 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 reacción se detiene añadiendo a los pocillos NaOH. 

 

La TRAP-5b es la específica de la actividad resortiva osteoclástica y se detecta 

únicamente su forma activa, es decir, aquella que ha sido recientemente liberada a la 

circulación y no las formas más antiguas (inactivas o fragmentadas). De esta forma, nuestro 

ensayo nos da una buena estimación de la tasa de resorción ósea en el momento de la 

extracción sanguínea. 

 

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

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

 

Se utilizó un inmunoensayo (ELISA) comercial específico 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 antígeno 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-incubación con un antígeno sintético biotinilado 

en una placa con estreptavidina pegada. Después de esta incubación, se lava la placa y se 

añade la muestra junto con el anticuerpo primario. Durante la incubación, el antígeno 

sintético unido a la placa competirá con el CTX soluble de la muestra, por unirse al anticuerpo 

primario. Se lava y se añade el anticuerpo secundario que está conjugado con peroxidasa. 

Por último, se revela el ELISA mediante un sustrato cromogénico, la TMB, que da color. Esta 

reacción se para con ácido sulfúrico. Se mide la absorbancia a 450 nm en un 

espectrofotómetro. La absorbancia medida será inversamente proporcional a la 

concentración de CTX de la muestra. 

 

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

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

 

 

  V.1.5 MICROTOMOGRAFÍA COMPUTARIZADA (MICRO-CT). 
 

Los fémures izquierdos de las ratas se enviaron a la Universidad de Oviedo para el 

estudio de microarquitectura ósea a partir de las imágenes de microtomografía 

computarizada (micro-CT) adquiridas en las muestras de hueso. Dicho análisis se realizó en 

la metáfisis distal del fémur y en un anillo de hueso cortical de la diáfisis del mismo. 
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Todas las muestras se escanearon en un microtomógrafo 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 imágenes se 

obtuvieron en las siguientes condiciones: 

 

 Voltaje de la fuente de rayos X: 50 KV 

 Intensidad de la fuente de rayos X: 800 μA 

 Utilización de filtro de aluminio de 1 mm 

 Resolución: 17,1 μm 

 Paso de rotación de la muestra: 0.4° 

 Rotación total: 180° 

 Tiempo de exposición: 11000 ms 

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

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

    

La corrección de campo plano se llevó 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 aplicación NRecon versión 1.6.9.16 (Bruker 

microCT, Kontich, Bélgica). Los parámetros óptimos seleccionados fueron los siguientes: 

 

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

Los parámetros de escaneo y de reconstrucción utilizados fueron los mismos para 

todas las muestras. Tras la reconstrucción, se seleccionaron mediante la aplicación CTAn 

versión 1.14.4.1 (Bruker, Kontich, Bélgica) dos volúmenes de interés (VOI) distintos en los 

que realizar la determinación de las propiedades microestructurales. 

 

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

comenzando a 1 mm del cartílago de crecimiento de la metáfisis distal del fémur (tomado 
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como sección de referencia) y ocupando 3,4 mm en dirección proximal (un total de 200 

imágenes), excluyendo para el análisis el hueso cortical. (Figura 22). 

        

Figura 22: Zonas del hueso analizadas en la microtomografía computarizada. 

 

                  

 

Para el análisis de hueso cortical, se vuelve a tomar como referencia el cartílago de 

crecimiento de la metáfisis distal, comenzando el VOI a 14 mm del mismo y abarcando 2,5 

mm (150 imágenes). (Figura 22). El análisis estructural de los VOI se lleva a cabo con el 

software proporcionada con el equipo (CTAn versión 1.14.4.1). Una vez obtenidos los 

resultados de los parámetros microestructurales, se utilizó el programa CTVol 2.2.3.0 

(Bruker, Kontich, Bélgica) para visualizar los modelos tridimensionales creados con CTAn 

mediante el algoritmo Marching cubes 33.  

 
 



                      Materiales y métodos 
 

77 
 

    V.1.5.1 PARÁMETROS MORFÓMETRICOS HUESO TRABECULAR. 

 

Para el hueso trabecular se determinaron los parámetros morfométricos estándar de 

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

 

Todos los parámetros se hallaron siguiendo las recomendaciones de nomenclatura de 

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

 

 Relaciones de superficies y volumen: 

 

 La fracción volumétrica ósea (BV/TV) refleja a la perfección la pérdida o ganancia 

de hueso en los distintos grupos. Se obtiene a partir de los índices morfométricos 

básicos volumen de hueso (bone volume, BV) y volumen de interés total (total 

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

 

 La superficie total del hueso trabecular (BS), se mide mediante triangulación de la 

superficie del objeto mediante el algoritmo marching cubes. Su relación con el 

volumen de interés analizado se conoce como densidad de la superficie ósea 

(BS/TV). Se expresa en mm-1, al ser el cociente entre una unidad de superficie y 

una unidad de volumen. 

 

 La superficie específica ósea (BS/BV) expresa la relación entre la superficie total 

del hueso trabecular con el volumen ocupado únicamente por hueso mineralizado. 

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

 

 Índices métricos directos: 

 

  El grosor trabecular (Tb.Th)  Se calcular a partir de un método que ocupa con 

esferas la estructura analizada por transformación de la distancia. Se expresa 

habitualmente en mm o μm. 
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 La separación trabecular (Tb.Sp), se calcula del mismo modo, pero esta vez 

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

 

 El número de trabeculas (Tb.N) implica el número de veces que se atraviesan las 

trabéculas por unidad de longitud por una vía arbitraria a través del volumen de 

interés. El método consiste en lanzar una línea que atraviese la región de interés y 

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

 

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

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

 

 Índices no métricos directos: 

 

 El factor de patrón trabecular (Tb.Pf) describe cuantitativamente la conectividad 

trabecular. Es un índice de conectividad inverso (a mayor valor de Tb.Pf menos 

conectadas están las trabéculas) basado en el cálculo de un índice de convexidad o 

concavidad relativa de la superficie ósea 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 índice 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 más 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 número de conexiones 

redundantes entre estructuras trabeculares por unidad de volumen, expresada en 

mm-3 [88]. 
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 El grado de anisotropía (DA) es una medida de la simetría del objeto o de la 

presencia/ausencia de estructuras alineadas en una determinada dirección. Se 

trata de una variable adimensional. Cero es la isotropía total y 1 la anisotropía total. 

 

    V.1.5.2 PARÁMETROS MORFÓMETRICOS HUESO CORTICAL. 

 
En la región cortical se realizan dos análisis distintos. El primero, la separación 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. 

 

 Separación endostio-periostio: 

 

 El volumen total de la sección transversal dentro del periostio (VIP) es el valor 

medio del volumen ocupado por hueso y médula ósea en las secciones 

transversales analizadas. Se expresa en mm3. 

Un valor bajo de VIP nos indica que hay menos formación ósea y más reabsorción 

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

 

 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. 

 

 El volumen medular (Md.V) es el valor medio del volumen ocupado por la médula 

ósea en las secciones transversales analizadas. Se expresa en mm3. Este valor nos 

indica lo contrario que VIP. 

 

 Porosidad: 

 

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

(Ct.BS/BV).   

 La porosidad del hueso cortical (Ct.B.Po).  

 El espesor de los poros (Ct.Th).  

 El diámetro del poro (Ct.Po.Dm).  

 

 

V.1.6 BIOMECÁNICA. 

 

Los fémures derechos de las ratas permanecieron congelados a -80ºC y se 

descongelaron con anterioridad al ensayo mecánico para una correcta preparación. El ensayo 

se realizó en una máquina universal de ensayos. Se configuró un ensayo de flexión a 3 puntos 

[89,90]. El fémur se colocó horizontalmente sobre dos soportes, aplicando una fuerza por la 

parte superior en el centro del hueso. La flexión provoca fuerzas de tracción y alargamiento 

en la cara convexa del hueso, y fuerzas de compresión y acortamiento en la cara cóncava.  

 

La distancia entre soportes fue de 17,6 mm y el diámetro de indentador de 5,6mm. La 

fuerza se aplicó en la dirección perpendicular al eje del hueso, en la región de la diáfisis, con 

una velocidad de aplicación de 10mm/min (0.17 mm/s). Se obtuvo una curva carga-

desplazamiento para cada muestra y se calculó el diámetro de la diáfisis a partir del promedio 

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

 

La curva carga- desplazamiento nos proporciona información acerca de las propiedades 

mecánicas extrínsecas o estructurales del hueso (Figura 23). Dichas propiedades incluyen: 

fuerza máxima, desplazamiento máximo, rigidez extrínseca y trabajo de rotura.  

 

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

estandarización de dicha curva obteniendo la curva tensión- deformación, en la que se miden 
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las propiedades intrínsecas o materiales del hueso (Figura 24). Estas propiedades abarcan: 

esfuerzo máximo, deformación máxima, módulo de Young y tenacidad [91]. 

 

Figura 23: Curva carga/ desplazamiento. 

 

 

 

 Figura 24: Curva tensión/deformación. 
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   V.1.6.1. PARÁMETROS BIOMECÁNICOS ANALIZADOS. 

 

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

parámetros indicadores de las características mecánicas de las muestras [92].  

 

- Fuerza máxima de flexión en el momento del fallo mecánico  

- Desplazamiento en el momento del fallo mecánico  

- Rigidez extrínseca  

- Energía de rotura  

- Tensión máxima  

- Deformación máxima  

- Módulo de Young  

 

 

 

V.2   ACCIÓN DEL CALCIO + VITAMINA D. 

V.2.1 DISEÑO DEL EXPERIMENTO. 
 

Se realizó un segundo experimento, similar al anteriormente descrito, utilizando 45 

ratas Winstar hembras de 6 meses de edad del animalario de la Fundación Jiménez Díaz que 

fueron mantenidas en condiciones estables de temperatura de 22º C, ciclos de 12 horas de luz 

y oscuridad y con acceso libre a comida y agua. La comida se administró mediante una dieta 

SAFE A04 completa para ratas y ratones, que contenía 7.3 g/kg de calcio y 1000 UI/kg de 

vitamina D3. 

 

El peso medio de las ratas al comienzo del estudio fue de 333,6± 32 g. 

 

 



                      Materiales y métodos 
 

83 
 

Las ratas se dividieron al azar en 3 grupos:  

 

1. Grupo SHAM (n=15) Ratas en las que se simuló la ovariectomía.  

2. Grupo OVX (n=15) Ratas ovariectomizadas. 

3. Grupo OVX + (Ca + Vit D) (n=15) Ratas ovariectomizadas a las que se les administró 25 

mg/kg/día de Natecal D Flash® con sonda oral durante 8 meses. Natecal D Flash® está 

compuesto de carbonato de calcio and colecalciferol. 25 mg de Natecal D Flash® 

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

 

Ambos tratamientos comenzaron el día posterior a la ovariectomía y se mantuvieron 

durante 8 meses. 

 

Todos los tratamientos se realizaron de acuerdo con los Estándares Comunitarios 

Europeos sobre el cuidado y uso de los animales de laboratorio y fueron aprobados por el 

Comité Ético del Investigación Animal del Instituto de Investigación Sanitaria de la Fundación 

Jiménez Díaz. 

 

 

o CRONOGRAMA EXPERIMENTO: 

 

1. Ovariectomía: 

 

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

o Se realiza la ovariectomía de 30 ratas.  Las otras 15 quedan como grupo control SHAM. 

 

2. Tratamiento: 

 

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

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

 

3. Sacrificio: 

 

o Se sacrifican las 45 ratas trascurridos los ocho meses. 

 

4. Realización de densitometrías, marcadores de remodelado óseo, microtomografía 

computarizada y biomecánica. 

 

o Realización de las densitometrías óseas de los fémures izquierdos y columnas 

vertebrales. 

o Realización de los marcadores de remodelado óseo. 

o Envío de los fémures izquierdos para la realización de la microtomografía 

computarizada y la biomecánica a la empresa QUIBIM S.L (Valencia), y de los fémures 

derechos para los estudios de biomecánica. 

 

5. Análisis de los resultados. 
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V.2.2 OVARIECTOMÍA, SACRIFICIO Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS. 

 

Se realiza la cirugía de ovariectomía de la misma manera que en el experimento con 

bazedoxifeno. Ninguna rata murió tras la intervención.  

 

El fármaco que se administró fue Natecal D Flas® (Italfármaco). La dosis fue calculada 

utilizando como base el tratamiento indicado para la osteoporosis en humanos, que es 1200 

mg de calcio y 800 UI de colecalciferol (vitamina D3) al día vía oral. De este modo, la dosis 

empleada en las ratas fue 25 mg/kg/día de Natecal D Flash® mediante sonda oral. El vehículo 

utilizado fue 0.3 ml de agua en cada animal. 

 

El tratamiento comenzó un día después de la ovariectomía y se mantuvo durante 8 

meses. Transcurridos los 8 meses de tratamiento, se pesaron las ratas y se sacrificaron 

mediante exanguinación por punción cardiaca. 

 

El proceso de extracción y congelación de sangre fue igual al realizado en el primer 

experimento con bazedoxifeno, así como, la conservación de las ratas.  

 

V.2.3 DENSITOMETRÍAS ÓSEAS. 

 

La densidad mineral ósea (DMO) se determinó 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 (página 70). 

 

 

V.2.4 MARCADORES BIOQUÍMICOS DE REMODELADO ÓSEO: 
 

En las muestras de sangre se determinaron marcadores bioquímicos de remodelado  
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óseo ya explicados anteriormente en el experimento con bazedoxifeno (páginas 72-75). Se 

determinaron osteocalcina y PINP como marcadores de formación ósea y TRAP- 5b y CTX 

como marcadores de resorción ósea. 

 

 

V.2.5 MICROTOMOGRAFÍA 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 estudió 

la microarquitectura ósea a partir de las imágenes de microtomografía computarizada (micro-

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

 

El análisis de la microarquitectura ósea se realizó en las regiones de la cabeza femoral, 

trocánter y metáfisis distal del fémur.    

 

Se realizaron las adquisiciones de microtomografía computarizada en un equipo GE para 

muestras in vitro (eXplore Locus SP®, General Electric, EE. UU.) utilizando tecnología de 

detectores planos con haz cónico (cone beam CT). Dichas imágenes se dividen en elementos 

cúbicos pequeños llamados voxels. La resolución espacial de las adquisiciones fue isotrópica 

con vóxeles de 50× 50× 50 μm [93,94].  

 

Se realizó una sola adquisición de micro-TC a cada uno de los fémures (Figura 25). Las 

imágenes se exportaron en formato DICOM para su análisis mediante técnicas de postproceso 

de imagen y extracción de biomarcadores.  

 

La segmentación de las imágenes de micro-TC se realizó mediante el posicionamiento 

de una región de interés (ROI) rectangular y su propagación automática 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, trocánter y metáfisis femoral distal (cercana a 

rodilla).  

 

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

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

[95].  

 

   V.2.5.1 PARÁMETROS MORFÓMETRICOS HUESO TRABECULAR. 

 

          Para el hueso trabecular, se determinaron los parámetros morfométricos estándar de 

hueso esponjoso siguiendo las recomendaciones de nomenclatura de histomorfometría 

adoptada por ASBMR. 

 

Los parámetros calculados ya han sido descritos anteriormente (páginas 78-80). 

 

 La fracción volumétrica ósea (BV/TV). 

 El grosor trabecular (Tb.Th)   

 La separación trabecular (Tb.Sp).  

 El número trabecular (Tb.N). 

 

Además, se calcularon además propiedades de irregularidad mediante el análisis de la 

dimensión 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: reconstrucción longitudinal de las imágenes del fémur en micro-TC. 

Derecha: reconstrucción 3D del fémur.     

 

 
 

   

 V.2.6 TEST BIOMECÁNICO: 

 

Las muestras de hueso trabecular reconstruidas a partir de las imágenes de micro-TC se 

sometieron a simulaciones de ensayos mecánicos de compresión mediante el método de los 

elementos finitos.  

 

Se realizaron simulaciones estáticas de compresión uniaxial en los 3 ejes a las diferentes 

muestras virtuales obtenidas mediante ensayo de tensión-deformación. Las propiedades del 

material base se definieron a partir de las del hueso compacto (módulo de Young, E=10 GPa; 

coeficiente de Poisson, σ = 0,3). En las simulaciones del ensayo de compresión se impuso un 

desplazamiento nulo en los nodos de una cara y una deformación (ε) del 1% de la longitud de 

la arista en el lado opuesto.  

 

A partir de la resolución del sistema de ecuaciones se extrajo el módulo elástico 

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

 

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

diferentes parámetros.  

 
Se utilizó 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 estadísticamente 

significativa. 
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VI.1   ACCIÓN DEL BAZEDOXIFENO 

 VI.1.1 DENSIDAD MINERAL ÓSEA. 
 

La ovariectomia produjo un descenso significativo de la densidad mineral ósea en fémur 

y columna. El tratamiento con bazedoxifeno recuperó parcialmente la densidad lumbar, pero 

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

 

Figura 26: Densidad mineral ósea femoral DMOF y densidad mineral ósea lumbar 

DMOL. 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

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

durante 8 meses.  Los resultados se expresan como media ± desviación estándar. Las 

diferencias significativas entre los distintos grupos se expresan con las letras a y b según 

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 BIOQUÍMICOS DE REMODELADO ÓSEO. 

 

Las ratas ovariectomizadas presentaron, como era de esperar, un aumento significativo 

en los marcadores de formación y resorción ósea (BGP, PINP y CTX) tras la ovariectomía 

comparándolas con el grupo control SHAM. El tratamiento con bazedoxifeno recuperó los 

niveles basales de BGP y de PINP, sin variaciones significativas en los niveles de CTX (Figura 

27). 

 

VI.1.3 MICROARQUITECTURA ÓSEA. 
 

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

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

 

   VI.1.3.1 PARÁMETROS MORFÓMETRICOS HUESO TRABECULAR 

 

 Relaciones de superficie y volumen e índices métricos directos: 

 

Las ratas ovariectomizadas mostraron un empeoramiento significativo en la mayoría de 

los parámetros microestructurales óseos estudiados en comparación con las ratas SHAM, 

debido a la deficiencia estrogénica que presentaban. La fracción volumétrica ósea (BV/TV), al 

igual que la densidad de superficie ósea (BS/TV) disminuyeron tras la ovariectomía, 

recuperándose parcialmente después del tratamiento con bazedoxifeno (Figura 28). Dicho 

fármaco, recuperó también parcialmente el aumento en la separación trabecular (Tb.Sp) 

producido por la ovariectomía, así como la disminución en el número de trabéculas (Tb.N), sin 

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

Propéptido Aminterminal del Procolágeno I (PINP) y telopéptido carboxiterminal del 

colágenoI (CTX). 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

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

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

con las letras a y b según 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: Parámetros trabeculares métricos directos en fémur. Fracción volumétrica 

ósea (BV/TV) y densidad de superficie ósea (BS/TV).  

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM,ratas 

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

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

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

con las letras a y b según 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: Parámetros trabeculares métricos directos en fémur.  Espesor trabecular 

(Tb.Th), Separación trabecular (Tb.Sp)y número de trabéculas (Tb.N). 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM,ratas 

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

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

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

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

OVX).  Tb.Th: OVX+BZD vs SHAM p<0.05. Tb.Sp: OVX vs SHAM p< 0.01; OVX+BZD vs 

OVX p<0.05. Tb.N: OVX vs SHAM p< 0.01; OVX+BZD vs OVX p<0.05. 
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 Índices no métricos directos: 

 

La ovariectomía también generó modificaciones en los parámetros no métricos de la 

morfometría trabecular ósea.  Se determinó el factor de patrón trabecular (Tb.Pf ), el índice 

de modelo estructural (SMI)  y las variables densidad de conectividad (Conn.Dn) y el grado de 

anisotropía (DA) en los grupos de ratas estudiados. El Tb.Pf aumentó significativamente en las 

ratas ovariectomizadas, indicando una importante pérdida de conectividad trabecular tras la 

ovariectomía. El tratamiento con bazedoxifeno corrigió parcialmente esta pérdida. La 

ovariectomía aumentó también significativamente el SMI, indicando una prevalencia de 

trabéculas en forma de tubo, en comparación, con las ratas SHAM con prevalencia de 

trabéculas en forma de placa. El tratamieno con bazedoxifeno corrigió también parcialmente 

esta variación. El grado de anisotropía disminuyó significativamente tras la ovariectomía, 

aumentando tras el tratamiento con bazedoxifeno a valores superiores a los de las ratas 

controles (Figura 30).  

 

 

   VI.1.3.2 PARÁMETROS MORFÓMETRICOS HUESO CORTICAL. 

 

Los parámetros microestructurales analizados en la región cortical de los fémures de 

rata no presentaron diferencias significativas entre los grupos OVX y OVX + Bzd. Se estudiaron 

el volumen de hueso + médula ósea (VIP), el volumen de hueso cortical (Ct.BV) y el volumen 

medular (Md.V) en la región cortical de los fémures. El volumen de hueso + médula no parece 

variar significativamente tras la ovariectomía, pero es menor en las ratas ovariectomizadas 

tratadas con bazedoxifeno. El volumen de hueso cortical (Ct.BV) disminuye significativamente 

tras la ovariectomía, no ejerciendo acción positiva el bazedoxifeno. El volumen de médula 

ósea (Md.V) aumenta tras la ovariectomía, permaneciendo constante tras el tratamiento con 

bazedoxifeno (Figura 31). 

 



    Resultados 
 
 

97 
 

Figura 30: Parámetros trabeculares no métricos directos. Factor de patrón trabecular 

(Tb.Pf), Índice de modelo estructural (SMI) y grado de anisotropía (DA). 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

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

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

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

OVX).  Tb.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: Parámetros morfométricos hueso cortical. Volumen total de la sección 

transversal dentro del periostio que incluye, volumen de hueso + médula ósea (VIP), 

hueso cortical (Ct.BV) y volumen medular (Md.V) en la cortical.  

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

OVX+BZD, ratas ovariectomizadas tratadas con 0.33 mg/kg/día 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 parámetros de porosidad del hueso cortical se estudiaron, además 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 ovariectomía, no ejerciendo ninguna acción el 

bazedoxifeno. La superficie relativa cortical aumenta tras la ovariectomía, normalizándose 

tras el tratamiento con bazedoxifeno. La porosidad (Ct.B.Po) disminuye significativamente tras 

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

 

 

         VI.1.4 BIOMECÁNICA ÓSEA. 
 

La cirugía de ovariectomía no supuso importantes alteraciones en la biomecánica ósea. 

Analizando las propiedades biomecánicas extrínsecas de las muestras de fémur estudiadas 

podemos ver como el desplazamiento máximo, la rigidez y el trabajo de rotura no varían con 

la ovariectomía ni con el tratamiento con bazedoxifeno. En cambio, la fuerza máxima de 

flexión en el momento del fracaso mecánico disminuye con la ovariectomía, como era de 

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

 

En cuanto a las propiedades biomecánicas intrínsecas del hueso observamos como la 

tensión máxima y el módulo de Young no se alteran con la cirugía, al contrario que la 

deformación máxima antes de la rotura que disminuye con la ovariectomía, recuperándose 

muy ligeramente con el tratamiento con bazedoxifeno pero sin diferencias significativas 

respecto al grupo OVX (Figura 34). 

 

 

 

 



    Resultados 
 
 

100 
 

Figura 32: Parámetros 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). 

 

      

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

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

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

con las letras a y b según 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. 



    Resultados 
 
 

101 
 

Figura 33: Propiedades biomecánicas extrínsecas del hueso: fuerza máxima, 

desplazamiento máximo, rigidez y trabajo de rotura. 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

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

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

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

OVX). Fuerza máxima: OVX vs. SHAM p<0.05, OVX+BZD vs. SHAM p<0.05. 
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Figura 34: Propiedades biomecánicas intrínsecas del hueso: tensión máxima, 

deformación máxima y módulo de Young. 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

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

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

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

OVX). Deformación máxima: OVX vs. SHAM p<0.05 
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         VI.1.5 EVOLUCIÓN DEL PESO. 
 

Con respecto a los pesos de las ratas, al final del experimento, el grupo SHAM pesaba 

380±25 g, el grupo OVX 475 ±30 g y el grupo tratado con bazedoxifeno 425±15 g. Como era 

de esperar, la ovariectomía hizo ganar peso a las ratas y el tratamiento con bazedoxifeno 

amortiguó parcialmente dicha ganancia (Figura 35). 

 

Figura 35: Pesos finales de las ratas. 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

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

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

con las letras a y b según 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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VI.2   ACCIÓN DEL CALCIO + VITAMINA D. 

 

VI.2.1 DENSIDAD MINERAL ÓSEA. 
 

La densidad mineral ósea femoral y lumbar disminuyeron significativamente con la 

ovariectomía. La administración de Natecal D Flash® no produjo ningún cambio significativo 

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

 

Figura 36: Densidad mineral ósea femoral (DMOF) y densidad mineral ósea lumbar 

(DMOL). 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/día 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 según 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. 



    Resultados 
 
 

105 
 

    

         VI.2.2 MARCADORES BIOQUÍMICOS DE REMODELADO ÓSEO. 

 

La ovariectomía produjo un aumento en los niveles séricos del marcador de formación 

ósea BGP y del marcador de resorción ósea 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 óseo entre el grupo OVX y el grupo OVX + (Ca 

+ Vit D) (Figura 37). 

 

 

VI.2.3 MICROARQUITECTURA ÓSEA. 

 

Transcurridos ocho meses desde la cirugía, muchas de las variables que determinan la 

estructura ósea, analizadas por microtomografía computarizada (micro-CT), fueron 

significativamente diferentes en el grupo OVX en comparación con el grupo SHAM. El grupo 

OVX presentó una disminución significativa en la fracción volumétrica ósea ocasionada por 

un aumento significativo en la separación trabecular y una disminución significativa en el 

número de trabéculas, sin cambios en el espesor trabecular. El tratamiento con calcio + 

vitamina D (Natecal D Flash®) no corrigió el empeoramiento en la estructura ósea 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 ósea trabecular de los tres grupos 

estudiados: SHAM, OVX y OVX + (Ca + Vit D). Podemos observar importantes diferencias 

entre el grupo SHAM y los dos grupos ovariectomizados, por tanto, el tratamiento con 

Natecal D Flash® no previno la pérdida de estructura ósea producida por la ovariectomía. 
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Figura 37: Marcadores bioquímicos de remodelado óseo: Telopéptido carboxiterminal 

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

osteocalcina (BGP) y propéptido aminoterminal del procolágeno I (PINP). 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/día 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: Parámetros morfométricos en hueso trabecular. Fracción volumétrica ósea 

(BV/TV), espesor trabecular (Tb.Th), separación trabecular (Tb.Sp) y número de 

trabéculas (Tb.N). 

 

 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/día 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. Tb. Sp: OVX vs. SHAM p< 0.05; OVX+(Ca + Vit D) vs 

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

 

             

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

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

Flash® con sonda oral durante 8 meses. 

 

En cuanto a las propiedades de irregularidad, la dimensión fractal en 2D (D2D) 

disminuyó significativamente en las ratas OVX en comparación 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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mostró el mismo descenso en D2D y D3D que el grupo OVX sin ningún tipo de mejoría 

significativa (Figura 40). 

 

   Figura 40: Dimensión fractal en 2D (D2D) y en 3D (D3D). 

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/día 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.     

 

VI.2.4 BIOMECÁNICA ÓSEA. 
 

El módulo elástico aparente de los fémures en las tres direcciones del espacio Ex, Ey y 

Ez sufrió un descenso significativo en las ratas OVX en comparación con las ratas SHAM. Las 

ratas ovariectomizadas tratadas con Natecal D Flash® no presentaron diferencias significativas 

en comparación con el grupo OVX (Figura 41). 
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             Figura 41: Módulo elástico en las tres direcciones del espacio (Ex, Ey, Ez). 

 

              

 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

control simulando la ovariectomía; OVX, ratas ovariectomizadas; OVX+(Ca + Vit D), 

ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/día 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: OVX vs. 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 EVOLUCIÓN 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 ovariectomía hizo ganar peso a las ratas y el tratamiento con Natecal D 

Flash® amortiguó dicha ganancia (Figura 42). 

 

             Figura 42: Pesos finales de las ratas. 

 

 
 

Ratas Wistar hembra de 6 meses de edad fueron divididas en tres grupos: SHAM, ratas 

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

OVX+(Ca + Vit D), ratas ovariectomizadas tratadas con 25 mg/kg/día 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 según 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. 



 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
VII. DISCUSIÓN 
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VII.1   ACCIÓN DEL BAZEDOXIFENO. 
 

El bazedoxifeno es un SERM que, utilizado durante al menos 5 años, produce una 

disminución en la aparición 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 cáncer de mama y reduzca la incidencia de cáncer de endometrio lo convierte en 

un fármaco de primera elección en el tratamiento de la osteoporosis [98].  Su capacidad de 

actuar como agonista o antagonista estrogénico según el tejido donde ejerza su acción nos 

resultó interesante para estudiarlo. 

 

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

ovariectomizadas tras 8 meses de tratamiento con bazedoxifeno.  

 

Analizando los marcadores bioquímicos de remodelado óseo, nuestros resultados 

muestran un descenso en los niveles de BGP y PINP tras el tratamiento con bazedoxifeno, 

aunque sin cambios en el CTX. Los marcadores de formación ósea vuelven a los niveles previos 

a la ovariectomía. Coincidiendo con nuestros resultados, Bueno y cols. [99] observaron en un 

estudio realizado en 7492 pacientes latinas postmenopáusicas, afectadas de osteoporosis, 

que el bazedoxifeno redujo el remodelado óseo y las fracturas óseas. Al respecto, es 

importante señalar que no solo la densidad mineral ósea, sino que también el aumento de 

remodelado óseo está asociado a un incremento en el riesgo de fracturas osteoporóticas en 

mujeres postmenopaúsicas [100] y que los cambios a corto plazo en los marcadores de 

remodelado óseo pueden predecir la respuesta a los dos años en la densidad mineral ósea en 

aquellas mujeres tratadas con terapia hormonal sustitutiva [101].   

 

Con respecto a la microarquitectura ósea, los parámetros estudiados por micro- CT 

muestran resultados positivos del tratamiento con bazedoxifeno sobre los parámetros 

trabeculares BV/TV, BS/TV, Tb.Th, Tb.Sp, Tb.N, Tb.Pf, SMI, DA y Md.V y sobre el cortical 

Ct.BS/BV, aunque no en todos los casos se recuperan los valores basales de las ratas control, 

pero sí mejoran con respecto a las ovariectomizadas. 
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Saito y cols. [102] estudiaron monos adultos hembras ovariectomizadas a las que se 

suministró 0.2 o 0.5 mg/kg de bazedoxifeno durante 18 meses. Los parámetros BV/TV, y Tb.Th 

fueron mayores en el grupo tratado con bazedoxifeno que en el ovariectomizado y, al 

contrario, el SMI y Tb.Pf  fueron menores en el grupo tratado con bazedoxifeno que en el 

grupo ovariectomizado. En conclusión, demostraron que el tratamiento con bazedoxifeno 

previno los efectos negativos de la ovariectomía en propiedades estructurales como el BV/TV, 

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

 

En cuanto a la biomecánica del hueso no encontramos diferencias significativas entre 

las ratas ovariectomizadas no tratadas y aquellas a las que se les administró bazedoxifeno. Por 

tanto, dicho fármaco no produjo ningún efecto beneficioso en la biomecánica ósea. 

 

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

ovariectomizadas pero no consiguió reducirlo al peso inicial que tenían las ratas control.  

 

De acuerdo con los resultados de nuestro experimento, el tratamiento con bazedoxifeno 

recuperó parcialmente la densidad ósea lumbar, pero no la femoral. Coincidiendo con 

nuestros resultados, Barrionuevo y cols. [103] realizaron un estudio incluyendo 107 ensayos 

clínicos en los que se podía concluir que existía una reducción significativa de las fracturas 

vertebrales con el bazedoxifeno. Del mismo modo, Jin y cols. [104] estudiando 41 artículos de 

ensayos clínicos 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 revisión sistemática de estudios desarrollados durante 3 y 7 años y Palacios y 

cols. [106] en un estudio realizado durante 7 años, observaron que la incidencia de nuevas 

fracturas vertebrales fue menor dentro de las mujeres postmenopaúsicas con osteoporosis 

tratadas con bazedoxifeno que en el grupo placebo. 

 

La mayoría 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] sí observaron una disminución del riesgo de fracturas no vertebrales en 

el caso de mujeres postmenopaúsicas de alto riesgo. 

 

Con respecto al efecto comparativo ejercido por el bazedoxifeno y otros fármacos, en 

un metanálisis realizado sobre 48.200 pacientes, Liu y cols. [108] observaron que el 

alendronato y risendronato ejercían un efecto positivo mayor que el bazedoxifeno sobre la 

osteoporosis, pero que el bazedoxifeno era la opción más segura presentando menos efectos 

adversos. Gatti y cols. [109] afirman que el bazedoxifeno es tan efectivo como el raloxifeno en 

prevenir la pérdida ósea 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 postmenopaúsica.  

 

En un trabajo realizado por nuestro grupo [111] administramos ácido zoledrónico 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 

duración para la osteoporosis, es un fármaco 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 

línea para mujeres entre 65 y 70 años 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 postmenopaúsicas más jóvenes para el manejo de 

su menopausia y la prevención de la osteoporosis y que se podría prescribir sólo o con 

estrógenos conjugados. 
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VII.2   ACCIÓN DEL CALCIO + VITAMINA D. 

 

La suplementación con calcio y vitamina D ha sido ampliamente recomendada para 

prevenir la osteoporosis y las fracturas óseas derivadas de dicha enfermedad [112]. Sin 

embargo, existe una gran controversia acerca de su eficacia. Existen un gran número de 

trabajos acerca de los efectos del calcio y la vitamina D en pacientes con osteoporosis, pero 

resulta difícil encontrar una población homogénea para realizar dichos estudios. Esta ha sido 

nuestra razón para realizar un estudio con ratas ovariectomizadas que, como comentamos 

anteriormente, constituyen un modelo animal de referencia en el estudio de la osteoporosis 

postmenopáusica [80]. 

 

Analizando nuestros resultados podemos observar como la ovariectomía disminuyó la 

densidad ósea lumbar y femoral, redujo el número de trabéculas y aumentó la separación 

entre ellas. En cuanto a la biomecánica ósea, la ovariectomía disminuyó la dimensión fractal 

en dos dimensiones (D2D) y el módulo elástico en las tres direcciones del espacio (Ex, Ey, Ez). 

Se observó un incremento del remodelado óseo, aumentado los parámetros 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 ningún cambio en cuanto a la densidad mineral ósea, microarquitectura ósea, 

marcadores bioquímicos de remodelado óseo y biomecánica 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 más 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 metanálisis de ensayos clínicos 

aleatorizados para ver la asociación entre la suplementación de calcio y vitamina D y la 

prevención de fracturas óseas en adultos. El estudio mostró que la suplementación con calcio 

y vitamina D reducía un 15% el riesgo total de fracturas óseas y un 30% el riesgo de fracturas 
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de cadera. Este metanálisis apoya el uso de suplementos de calcio y vitamina D como 

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

 

Pascalis et al. [114] realizaron un estudio para analizar la calidad ósea en pacientes que 

recibían durante largos periodos suplementación de vitamina D (400-1200 UI) y calcio (1-1.5g) 

en comparación con los que no la tomaban. Observaron que la porción mineral frente a la 

cantidad de colágeno 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 suplementación 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 orgánica.  

 

Aloia et al. [115] desarrollaron un estudio para evaluar la influencia de la 

suplementación con calcio y vitamina D sobre la PTH y el remodelado óseo. 159 mujeres 

postmenopáusicas sanas participaron en el estudio longitudinal doble ciego que tuvo una 

duración de 6 meses. Las pacientes se dividieron aleatoriamente en 4 grupos: 1) doble 

placebo, 2) calcio (1200 mg diarios) más placebo, 3) vitamina D3 (100µg) más placebo y 4) 

vitamina D3 y calcio. Se observó como la PTH disminuía rápidamente con el aporte de vitamina 

D3 y también disminuía con la suplementación de calcio. La suplementación diaria con 1200 

mg de calcio reducía los marcadores de remodelado óseo mientras que el aporte de 

cantidades inferiores a 100 µg de vitamina D3 no lo hacía.  

 

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 óseas en 

mujeres postmenopáusicas 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 más calcio disminuyen ligeramente el riesgo 

de fracturas de cadera y disminuyen significativamente el riesgo de fracturas no vertebrales, 

sin presentar ningún efecto, en las fracturas vertebrales. Se observó también un pequeño 

aumento de síntomas 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 suplementación con calcio y vitamina D en mujeres postmenopáusicas han mostrado 

una disminución en el riesgo de fracturas óseas, teniendo en cuenta siempre que la adherencia 

al tratamiento es esencial para obtener resultados eficaces. Lips et al. [117] revisaron 19 

ensayos clínicos aleatorizados de vitamina D administrada con o sin calcio. Observaron que un 

suplemento de 800 UI de vitamina D combinada con calcio disminuía 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 mejoría en 

cuanto a la incidencia de fracturas vertebrales. Boonen et al. [118] llevaron a cabo un estudio 

con mujeres postmenopáusicas y hombres mayores de 50 años 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 únicamente cuando se realiza combinada con calcio. La Women´s Health 

Initiative (WHI) llevó a cabo un ensayo clínico doble ciego con 36282 mujeres 

postmenopáusicas que vivían en EE.UU. El ensayo tuvo una duración de 7 años. 

Aleatoriamente se dividió a las mujeres, administrando al primer grupo 1000 mg de carbonato 

de calcio más 400 UI de vitamina D3 diariamente y al otro grupo se les administró placebo. 

Los resultados determinaron que el uso a largo plazo de vitamina D y calcio reducía 

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

 

Sin embargo, otros estudios revelan que el suplemento con calcio y vitamina D no 

supone ninguna reducción en el número de fracturas óseas. Michaelson et al. [120] estudiaron 

a una población de 60689 mujeres con edades comprendidas entre los 40 y 74 años durante 

un periodo de 4 años. Durante el seguimiento se observó que 3986 mujeres presentaron algún 

tipo de fractura y 1535 presentaron fractura de cadera. No se encontró una asociación dosis- 

respuesta entre la ingesta diaria de calcio y el riesgo de fractura. Las mujeres que tenían una 

ingesta diaria de calcio inferior a 400 mg/diarios, las que tomaban una ingesta intermedia y 

las que ingerían 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 asociación con el riesgo de fracturas. Grant et al. [121] estudiaron una población 

de 5292 personas de 70 años o mayores con buena movilidad a los que dividieron 
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alegatoriamente en 4 grupos: a) se les administró 800 UI diarias de vitamina D3, b) se les 

administró 1000 mg de calcio, c) se les administró 800 UI de vitamina D3 combinadas con 1000 

mg de calcio y d) se les administró un placebo. El seguimiento se realizó 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 revisión que incluyó a 

47676 pacientes para estudiar los posibles beneficios y efectos adversos de la suplementación 

con calcio, vitamina D y calcio más vitamina D en la prevención de fracturas óseas primarias 

en población adulta. Los autores observaron que la suplementación con calcio y vitamina D 

durante un periodo de 3 y 7 años no tenía un efecto significativo en la incidencia del número 

total de fracturas óseas.  

 

Es importante destacar la influencia que puede tener la suplementación 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 más 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 combinación de calcio y vitamina D no aumentaba la mortalidad por 

eventos cardiovasculares. Kahwati et al. [122] y Avenell et al. [116] observaron que la 

combinación de calcio y vitamina D está asociada con un aumento de la incidencia de piedras 

en el riñón. Grant et al. [121] no observaron diferencias entre los distintos grupos en cuanto 

a la mortalidad, número de caídas o calidad de vida de los pacientes. 

 

En resumen, hay dos corrientes de opinión opuestas en cuanto a la suplementación con 

calcio y vitamina D, una de ellas apoyando que se prescriba dicha suplementación a las 

mujeres osteoporóticas o a aquellas con riesgo de padecer osteoporosis y, la opinión 

contraria, de que la suplementación oral con calcio y vitamina D no tiene utilidad para prevenir 

las fracturas en la osteoporosis. En nuestro trabajo, no hemos encontrado ningún efecto 

positivo de la suplementación con calcio y vitamina D sobre la densidad mineral ósea, 

microarquitectura ósea, marcadores bioquímicos de remodelado óseo o biomecánica en las 
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ratas ovariectomizadas. Teniendo en cuenta trabajos previos realizados por nuestro grupo de 

investigación, las ratas estaban osteopénicas desde al menos 3 meses después de la 

ovariectomía [125]. El único efecto positivo que observamos fue que el tratamiento con calcio 

y vitamina D evitó el aumento de peso que provoca la ovariectomía en las ratas, pero no 

tenemos explicación para ello. 

 

         De acuerdo con nuestros resultados, los suplementos calcio y vitamina D no tienen 

ningún efecto beneficioso en la calidad ósea de las ratas ovariectomizadas. Por esta razón, 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 será necesario en 

aquellos pacientes tanto osteoporóticos como no, que tienen niveles de vitamina D inferiores 

a 24 ng/mL [126, 127] para prevenir un hiperparatiroidismo secundario, así como, una revisión 

de las ingestas de calcio de la población general para asegurar un correcto aporte de calcio 

que ayude a prevenir enfermedades cardiovasculares y ayude a una buena calidad ósea. 
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De los resultados obtenidos se puede deducir las siguientes conclusiones:  

  

o  La ovariectomía produjo severos trastornos sobre la calidad ósea en ratas, disminuyendo 

la densidad mineral ósea, incrementando el remodelado óseo, alterando de forma 

negativa los parámetros microestructurales óseos y los parámetros biomecánicos, así 

como, aumentando el peso de las ratas.  

 

o Tras el tratamiento a largo plazo con bazedoxifeno, la densidad mineral ósea lumbar se 

recuperó parcialmente, sin efectos sobre la mineralización del fémur. Los suplementos de 

Calcio más Vitamina D no afectaron a la densidad mineral ósea lumbar ni femoral de las 

ratas ovariectomizadas. 

 

o En cuanto al remodelado óseo, el bazedoxifeno recuperó los niveles de los marcadores de 

formación sin cambios en los marcadores de resorción. Por el contrario, los suplementos 

de Calcio más Vitamina D no tuvieron ningún efecto positivo sobre el aumento de 

remodelado óseo en las ratas ovariectomizadas. 

 

o  En cuanto a la microestructura ósea, el Bazedoxifeno recuperó la fracción volumétrica 

ósea (BV/TV), la densidad de superficie ósea (BS/TV), el aumento en la separación 

trabecular (Tb.Sp), la disminución en el número de trabéculas (Tb.N) y el aumento del 

factor de patrón trabecular Tb.Pf y el SMI. La superficie relativa cortical, aumentada tras 

la ovariectomía, se normalizó con Bazedoxifeno. El tratamiento con Calcio más Vitamina 

D no produjo ningún cambio sobre la microarquitectura ósea de las ratas 

ovariectomizadas. 

 

o  Con respecto a las propiedades biomecánicas, el Bazedoxifeno recuperó la deformación 

máxima antes de la rotura producida por la ovariectomía, pero los suplementos con Calcio 

y Vitamina D no tuvieron ningún efecto. 

 

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

como los suplementos de Calcio más 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 ósea de nuestro grupo experimental de ratas, revirtiendo en gran parte las 

alteraciones que produjo la ovariectomía sobre dicha calidad. 

 

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

capaz de recuperar la calidad ósea de las ratas previa a la cirugía. La única mejoría que 

presentó este tratamiento fue la ausencia de ganancia de peso en las ratas ovariectomizadas.  
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