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No muchas actuaciones en Medicina han cambiado tanto
a través de las dltimas décadas como el tratamiento del
cancer de mama (CM). Desde la teoria de Halsted sobre
la progresién de una enfermedad inicialmente local, con
extension primero loco regional y luego metastdsica,
hasta los estudios mas recientes de biologia molecular
que identifican la personalidad génica de cada tumor, los
avances han sido muy numerosos. Hemos abandonado la
antigua clasificacién TNM disefiada en origen para tumo-
res solidos y ha ido creciendo en importancia todo lo re-
lativo a la dependencia hormonal y la expresion génica de
cada tumor. Todo ello para afrontar en mejores condicio-

los tratamientos que pretenden eliminar la influencia
hormonal como la ooforectomia quirdrgica, los agonis-
tas de GnRH y la QMT con inducciéon consecutiva de fallo
ovarico precoz de caracter iatrogénico, pueden incre-
mentar el riesgo de pérdida de masa dsea y de aparicion
de osteoporosis (OP) en las mujeres supervivientes.

Y es que no es la influencia del cancer de mama per
se lo que influye sobre el incremento del riesgo de OP.
De hecho, la prevalencia de fracturas entre las pacien-
tes diagnosticadas de cancer de mama no tratadas y
que no presentan metastasis dseas es similar ala dela
poblacién general® En estas mujeres, la densidad mi-

nes su abordaje terapéutico global.

Un magnifico laboratorio biol6gico
de investigacién nos proporciond
hace casi 20 afios el estudio porme-
norizado de los niveles de estradiol
basal de las pacientes del grupo pla-
cebo del estudio MORE?; se demostrd
un incremento del riesgo de cancer de
mama asociado con un aumento de
los niveles séricos de estradiol que
confirmaba los resultados previos
sobre la dependencia hormonal de
dicha neoplasia. Afios atras, con la in-
troduccion de los tratamientos qui-
mioterdpicos (QMT) en la década
final del siglo pasado, la mortalidad
general de la mujer por cancer de
mama se fue reduciendo en todos los
paises occidentales. Al tiempo, y ape-
nas unos afios mas tarde, la puesta
en marcha de los programas de de-
tecciéon precoz masivos de ambito po-
blacional facilité un incremento del
diagndstico de tumores en estadios
iniciales.

En el escenario actual, las mujeres
sobreviven muchos mas afios al CM
que hace apenas veinte afios, por lo
que se incrementa el riesgo de diver-
sas enfermedades cronicas, a las que
antes se prestaba poca o ninguna
atencidén por parte de los equipos on-
colégicos. A ello debemos afiadir que

»

aaadaaaaaaaaaa
La constante reduccion de la
mortalidad por cancer de
mama, el diagnostico cada
vez mas temprano y la agre-
sividad cada dia mas selec-
tiva pero de alta intensidad
en el abordaje terapéutico,
ponen encima de la mesa de
los clinicos implicados un
nuevo reto: evitar en estas
pacientes su daiio 6seo como
un tributo que demasiadas
veces, demasiadas mujeres
pagan al conseguir una su-
pervivencia que, no lo olvide-
mos, estamos en disposicion
de mejorar con una ade-
cuada calidad de vida.

aaadaaaaaaaaaa

Correspondencia: José Luis Neyro (doctor@neyro.com)

neral 6sea (DMO) en columna lum-
bar, en cadera y en radio es similar a
la que presentan las mujeres sanas;
estos resultados se observan tanto en
mujeres premenopausicas como en
postmenopdausicas®. Tampoco se han
descrito cambios significativos de los
marcadores bioquimicos de remode-
lado 6seo (MBRO) en mujeres con
CM, al menos antes de iniciar el tra-
tamiento antitumoral*. No parece
pues que la prevalencia de OP en mu-
jeres con CM esta aumentada al co-
mienzo de la enfermedad. Al tiempo,
empleando una vez mas los grupos
de placebo de los ensayos como labo-
ratorios bioldgicos, se ha descrito que
la proporcion de pacientes con al
menos un evento relacionado con el
esqueleto es significativamente supe-
rior en el grupo de afectadas de CM
que entre los pacientes oncoldgicos
clasicamente relacionados con el
dafio dseo, como los afectados de mie-
loma multiple o incluso cancer de
prostata®.

Asi pues, definitivamente debe ser
la terapia antineoplasica la que marca
la diferencia en las pacientes supervi-
vientes de CM, respecto a su riesgo
6seo. Las mujeres premenopausicas
con CM que reciben irradiacién ovarica
también presentan una pérdida acele-



Neyro JL, Cristdbal I, Palacios S ED|TORIAL

rada de hueso como consecuencia del cese de la actividad
ovarica. En cuanto al tratamiento sistémico, tanto los far-
macos citotéxicos como las terapias antihormonales, pue-
den facilitar el desarrollo de osteoporosis. Los primeros,
los agentes citotéxicos, ademas de actuar sobre las células
neoplasicas, pueden alterar la actividad osteoblastica y
gonadal. El principal responsable de este trastorno es la
ciclofosfamida, que junto con otros firmacos (metrote-
xato, doxorrubicina y fluoracilo), se incluye en los regime-
nes terapéuticos clasicos, todos ellos capaces de lesionar
las células de la capa granulosa del ovario. La disfunciéon
gonadal, que esta presente en la mayoria de las mujeres
al finalizar el tratamiento con este fArmaco, puede persis-
tir indefinidamente dependiendo de la edad de la pa-
ciente y de la dosis y duracion del tratamiento®. Es mas,
sin importar la duracién ni la dosis de la terapia, cuando
ocurre un fallo ovérico, las pacientes desarrollan un es-
tado de deficiencia estrogénica y un incremento subsi-
guiente de resorcion 6sea®. Este incremento de resorcion
causa un descenso de DMO en los primeros afos tras el
cese de las menstruaciones, disminuyendo la densidad
Osea vertebral un 21% respecto de las mujeres de su
misma edad eumenorreicas. Precisamente los efectos de
QMT sobre la funciéon gonadal parecen ser los responsa-
bles de la pérdida de masa dsea que se observa en las mu-
jeres premenopausicas con CM que reciben QMT y que
puede llegar a superar el 5% anual.

Si verificamos la influencia de la QMT sobre el riesgo
de fracturas, se ha visto que es cuatro veces mayor para
la fractura vertebral’. Los datos aportados por una de
las ramas del estudio WHI (Women's Health Initiative),
demostraron que el riesgo de presentar fractura clinica
vertebral o de mufieca se incrementa en un 30% en las
mujeres postmenopausicas que han sobrevivido a CM,
mientras que no parece que la incidencia de fractura de
cadera aumente de forma significativa®. Otros autores
también comprobaron resultados no concluyentes para
la fractura de cadera®.

El verdadero caballo de batalla en las dos tltimas dé-
cadas pasa por el empleo de las terapias antihormona-
les, universales en pacientes con CM con receptores
hormonales (RH) positivos. Es conocido que la enzima
aromatasa es la encargada de la conversion periférica de
androstendiona y testosterona a estrona y estradiol.
Esta presente en el tejido tumoral mamario, grasa, mus-
culo y cerebro. La accion biolégica de los inhibidores de
la aromatasa (IA) consiste en bloquear la aromatasa, in-
hibiendo la 19 isoenzima citocromo P450, responsable
de la conversion periférica de andrégenos a estrégenos.
Los estrogenos mantienen la masa éseay el tratamiento
con IA conlleva una rapida pérdida del hueso por defi-
ciencia estrogénica. Dado que la principal fuente de es-
trégenos en la postmenopausia es la extraovarica, la
supresion de estrédgenos circulantes es profunda en
estas pacientes —aproximadamente del 95-98%- y de
ello se deduce que su indicacién se limite a pacientes
postmenopdausicas. Los inhibidores de aromatasa de ter-
cera generacidn se dividen en dos grupos: inactivadores
esteroideos o tipo I e inhibidores no esteroideos o tipo II.
El exemestano, inhibidor esteroideo y analogo de andos-
trendiona, liga irreversiblemente la enzima aromatasa,
mientras que letrozol y anastrozol, inhibidores tipo II,
ligan de forma reversible dicha enzima. Diversos estu-
dios en animales in vivo sugieren que exemestano (es-
teroideo) puede ser menos perjudicial para la salud 6sea
que los inhibidores no esteroideos, quiza por estar es-
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tructuralmente relacionado con androstendiona y tener
afinidad por el receptor androgénico. Su principal me-
tabolito en humanos y ratas, el 17-hidroxiexemestano,
es también androgénico y se une fuertemente al recep-
tor. Por el contrario, los no esteroideos, no tienen efectos
androgénicos demostrados?.

Pues bien, todos los ensayos clinicos han demostrado
que su empleo siempre mejora el periodo de supervi-
vencia libre de enfermedad, y que reduce al tiempo el
riesgo de CM contralateral (recordemos que la existen-
cia de un CM es el factor de riesgo fundamental para el
desarrollo de un segundo CM en la misma mujer).

Sin embargo, los IA son capaces de reducir significati-
vamente la DMO de las pacientes tratadas. En un subes-
tudio del ensayo de cinco afios Arimidex, tamoxifeno
(TAM), solo o en combinacion (ATAC), se observé que las
mujeres postmenopausicas con CM y terapia con anastro-
zol tuvieron una mayor pérdida 6sea en columna lumbar
(CL) y cadera total (CT), del 6 y 7,2%, respectivamente,
en comparacion con las asignadas a TAM (aumento de 2,8
y 0,74%, respectivamente)'!. En un subestudio (206 pa-
cientes evaluables) del Intergroup Exemestane Study
(IES), en el que las mujeres postmenopausicas que habian
tomado TAM durante dos o tres afios fueron asignadas
aleatoriamente para cambiar a exemestano o continuar
con TAM, se comprobd que las que cambiaron a exemes-
tano experimentaron una mayor disminucién en DMO en
CL (2,7%) y cadera (1,4%) después de seis meses, en
comparacioén con aquellas que permanecieron con TAM
(sin cambios en ninguno de los lugares)2 La pérdida 6sea
se desacelero en los 18 meses restantes del estudio, dis-
minuyendo un 1y 0,8% adicional en CL y CT, respectiva-
mente, en sujetos asignados a exemestano.

En las mujeres premenopausicas, en quienes la fuente
principal de estrégenos son los ovarios, los 1A por si solos
no son efectivos. Sin embargo, en combinacién con ago-
nistas de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), goserelina, los 1A causan mas pérdida ésea que
TAM. En el ensayo austriaco del Grupo Austriaco de Es-
tudio de Cancer de Mama y Colorrectal (Austrian Breast
and Colorectal Cancer Study Group, ABCSG)*3, las mujeres
premenopdausicas fueron asignadas aleatoriamente a
TAM mas goserelina versus anastrozol mas goserelina. La
mitad de cada grupo recibi6 acido zoledrénico (ZOL). Se
produjo una pérdida dsea significativa en el subconjunto
de pacientes que no recibieron ZOL (reducciones de 17,3
y 11,6% en pacientes que recibieron anastrozol-goserelina
y TAM-goserelina, respectivamente).

Sobre los MBRO, en varios de los ensayos descritos
anteriormente, tanto los de resorcidn 6sea (n-telopép-
tido urinario y telopéptido C sérico [CTX]) como los de
formacion (fosfatasa alcalina especifica de hueso sérico
[BALP], propéptido tipo N-terminal 1 procolageno
[P1INP]) aumentaron significativamente con el trata-
miento con [A113,

Sea como fuere, el daflo 6seo mas importante en pa-
cientes con CM en tratamiento con IA es el incremento
del riesgo relativo (RR) de fracturas; se ha demostrado
que estas aparecen en pacientes de tramos de edad muy
anteriores a lo observado en poblacién general, ya desde
los 50 afios, involucrando fracturas de cadera incluso®*.
Comparativamente con TAM, todos los IA incrementaron
significativamente el RR de fracturas: anastrazol un 43%
por encima de TAM en un estudio!® y 100% en otro'¢; le-
trozol un 48% en un estudio'’, 15% en otro'%; exemes-
tano un 45%*.
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En este mismo numero se publican los primeros re-
sultados de una numerosa cohorte de nuestro pais de
pacientes con CM tratadas con IA y se verifican estos ex-
tremos de riesgo 6se0?’. En esa cohorte de casi 1.000 pa-
cientes seguidas consecutivamente hasta por cinco
afios -y uno tras la finalizacién de su terapia-, los auto-
res observaron que el principal factor de riesgo detec-
tado para fractura incidente en pacientes tratadas con
IA es el diagnéstico de osteopenia u osteoporosis. En sus
manos el calculo de la herramienta FRAX® y la determi-
nacion de los niveles de 3-CTX resultaron herramientas
utiles para identificar a pacientes de alto riesgo.

Efectivamente, una completa evaluaciéon del metabo-
lismo mineral (con medida de la DMO, RX de CL y de co-
lumna tordacica, asi como MBRO y cuantificacion de 25
OH vitamina D, al menos) debe formar parte inequivo-
camente del estudio diagnéstico de cualquier CM en pa-
ciente pre o postmenopadusica. El riesgo dseo inherente
a las terapias antineoplasicas que se emplearan como
parte de la asistencia sanitaria tras la cirugia inicial, ya
sea QMT o con diversas terapias antihormonales, parti-

cularmente con IA, se actualiza con frecuencia en pér-
dida muy notable de DMO en todas las localizaciones con
incremento del RR de fracturas en edades a veces hasta
diez o veinte afos anteriores a lo que cabria esperar del
desarrollo habitual de la osteoporosis.

La constante reduccion de la mortalidad por CM, el
diagnostico cada vez mas temprano y la agresividad
cada dia mas selectiva pero de alta intensidad en el abor-
daje terapéutico, ponen encima de la mesa de los clinicos
implicados un nuevo reto: evitar en estas pacientes su
dafio 6seo como un tributo que demasiadas veces, de-
masiadas mujeres pagan al conseguir una supervivencia
que, no lo olvidemos, estamos en disposiciéon de mejorar
con una adecuada calidad de vida. En ese empefio, la
atencién multidisciplinaria que englobe al ginecélogo
con el oncologo y a los especialistas en metabolismo
6seo (endocrindlogos, reumato6logos, internistas...) de
acuerdo con la idiosincrasia de cada lugar, es un objetivo
que todos los centros que atienden CM deben plantearse
mas pronto que tarde. Es el reto que entre todos debe-
mos enfrentar.

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflictos de intereses.



Neyro JL, Cristobal I, Palacios S ED|[TORIAL

Bibliografia

1.

Cummings SR, Duong T, Kenyon E,
Cauley JA, Whitehead M, Krueger KA,
et al. Serum estradiol level and risk of
breast cancer during treatment with
raloxifene. JAMA. 2002;287(2):216-
20.

Body J], editor. Tumor bone diseases
and osteoporosis in cancer patients.
Pathophysiology, diagnosis and the-
rapy. New York: Marcel Dekker Inc.;
2000.

Kritz-Silverstein D, Schneider DL, Sand-
well ]. Breast cancer and bone mass in
older women: is bone density prescree-
ning for mammography useful?. Osteo-
poros Int. 2006;17(8):1196-201.
Pfeilschifter ], Diel I]. Osteoporosis due
to cancer treatment: pathogenesis and
management. | Clin Oncol. 2000;18(7):
1570-93.

Lipton A, Brown GA, Mundy GR, Rood-
man GD, Smith MR. New opportunities
for the management of cancer-related
bone complications. Clin Adv Hematol
Oncol. 2009;7(5 Suppl 11):1-31.
Ramaswamy B, Shapiro CL. Osteope-
nia and osteoporosis in women with
breast cancer. Semin Oncol. 2003;30
(6):763-75.

Kanis JA, McCloskey EV, Powles T, Pa-
terson AH, Ashley S, Spector T. A high
incidence of vertebral fracture in
women with breast cancer. Br ] Cancer.
1999;79(7-8):1179-81.

Chen Z, Maricic M, Bassford TL, Pettin-
ger M, Ritenbaugh C, Lopez AM, et al.
Fracture risk among breast cancer
survivors: results from the Women's
Health Initiative Observational Study.
Arch Intern Med. 2005;165(5):552-8.
Lamont EB, Lauderdale DS. Low risk of
hip fracture among elderly breast can-
cer survivors. Ann Epidemiol. 2003;

10.

11.

12.

13.

14.

15.

13(10):698-703.

Winer EP, Hudis C, Burstein HJ, Wolff
AC, Pritchard KI, Ingle ]N, et al. Ameri-
can Society of Clinical Oncology tech-
nology assessment on the use of
aromatase inhibitors as adjuvant the-
rapy for postmenopausal women with
hormone receptor-positive breast can-
cer: status report 2004. ] Clin Oncol.
2005;23(3):619-29.

Cuzick ], Sestak [, Baum M, Buzdar A,
Howell A, Dowsett M, et al. Effect of
anastrozole and tamoxifen as adjuvant
treatment for early-stage breast can-
cer: 10-year analysis of the ATAC trial.
Lancet Oncol. 2010;11(12):1135-41.
Morden JP, Alvarez I, Bertelli G, Coates
AS, Coleman R, Fallowfield L, et al.
Long-term follow-up of the Intergroup
Exemestane Study. ] Clin Oncol. 2017;
35(22):2507-14.

Gnant M, Mlineritsch B, Stoeger H,
Luschin-Ebengreuth G, Heck D, Men-
zel C, et al. Adjuvant endocrine therapy
plus zoledronic acid in premenopausal
women with early-stage breast cancer:
62-month follow-up from the ABCSG-
12 randomised trial. Lancet Oncol.
2011;12(7):631-41.

Edwards BJ, Raisch DW, Shankaran V,
McKoy JM, Gradishar W, Bunta AD, et
al. Cancer therapy associated bone
loss: implications for hip fractures in
mid-life women with breast cancer.
Clin Cancer Res. 2011;17(3):560-8.
Baum M, Buzdar A, Cuzick |, Forbes J,
Houghton ], Howell A, et al. Anastro-
zole alone or in combination with ta-
moxifen versus tamoxifen alone for
adjuvant treatment of postmenopau-
sal women with early-stage breast
cancer: results of the ATAC (Arimi-
dex, Tamoxifen Alone or in Combina-

16.

17.

18.

19.

20.

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(1):3-6

tion) trial efficacy and safety update
analyses. Cancer. 2003;98(9):1802-
10.

Jakesz R, Jonat W, Gnant M, Mittlboeck
M, Greil R, Tausch C, et al. Switching of
postmenopausal women with endo-
crine-responsive early breast cancer
to anastrozole after 2 years' adjuvant
tamoxifen: combined results of ABCSG
trial 8 and ARNO 95 trial. Lancet.
2005;366(9484):455-62.

Crivellari D, Sun Z, Coates AS, Price KN,
Thiirlimann B, Mouridsen H, et al. Letro-
zole compared with tamoxifen for elderly
patients with endocrine-responsive early
breast cancer: the BIG 1-98 trial. ] Clin
Oncol. 2008;26(12):1972-9.

Goss PE, Ingle JN, Martino S, Robert
NJ, Muss HB, Piccart M], et al. Rando-
mized trial of letrozole following ta-
moxifen as extended adjuvant therapy
in receptor-positive breast cancer:
updated findings from NCIC CTG
MA.17.] Natl Cancer Inst. 2005;97(17):
1262-71.

Coleman RE, Banks LM, Girgis SI,
Kilburn LS, Vrdoljak E, Fox ], et al. Ske-
letal effects of exemestane on bone-
mineral density, bone biomarkers, and
fracture incidence in postmenopausal
women with early breast cancer par-
ticipating in the Intergroup Exemes-
tane Study (IES): a randomised
controlled study. Lancet Oncol. 2007;8
(2):119-27.

Garcia-Giralt N, Pineda-Moncusi M,
Ovejero D, Aymar I, Soldado-Folgado J,
Campodarve I, et al. Factores de riesgo
de fractura incidente en pacientes con
cancer de mama tratadas con inhibi-
dores de la aromatasa: cohorte B-
ABLE. Rev Osteoporos Metab Miner.
2020;12(1):7-13.



ORIGINALES 7

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(1):7-13

Factores de riesgo de fractura incidente en pacientes
con cancer de mama tratadas con inhibidores de la
aromatasa: cohorte B-ABLE

DOI: http://dx.doi.org/10.4321/51889-836X2020000100002

Garcia-Giralt N, Pineda-Moncusi M, Ovejero D, Aymar I, Soldado-Folgado J, Campodarve I, Rodriguez-Morera J,
Nogués X

Grupo de Investigacion Musculoesquelética. Instituto Hospital del Mar de Investigaciones Médicas (IMIM). Centro de Investigacion Biomédica en Red
de Fragilidad y Envejecimiento Saludable (CIBERFES). Instituto de Salud Carlos I (ISCIII). Universidad Auténoma de Barcelona. Barcelona (Esparia)

Fecha de recepcion: 10/12/2019 - Fecha de aceptacion: 22/02/2020

Trabajo remitido como prestacién de una beca FEIOMM de Investigacién Traslacional 2017

Resumen

Objetivo: Los inhibidores de la aromatasa (IA) se han asociado con una pérdida de masa dsea acelerada y un mayor
riesgo de fracturas osteopordticas. Con este trabajo se pretendi6 evaluar los factores de riesgo de fractura incidente en
pacientes con cancer de mama que reciben IA.

Material y métodos: Estudio prospectivo-observacional de cohorte de mujeres con cancer de mama que inician trata-
miento con IA (cohorte B-ABLE). Las pacientes realizaron tratamiento durante 5 afios o bien 2 6 3 afios si habian recibido
previamente tamoxifeno. Se les evalud la salud dsea desde el inicio del tratamiento hasta un afio después de finalizar
dicho tratamiento mediante densitometria 6sea, marcadores de remodelado 6seo, niveles de vitamina D y una radiografia
antero-posterior y otra lateral de columna. Se realizd el célculo de riesgo de fractura mediante la herramienta FRAX®
antes de iniciar IA. Se utilizaron modelos de Cox para calcular los ratios de riesgo (HR [IC 95%]) de fractura.
Resultados: Un total de 943 pacientes fueron incluidas en el estudio. El 5,4% sufrieron una fractura incidente, la mayoria
durante el tratamiento con [A, aunque un 21,5% ocurrieron durante el primer afio después de finalizar la terapia. La
mayoria de las fracturas incidentes fueron vertebrales clinicas (29,4%) y de Colles (31,4%). El 86,3% de las pacientes
tenian un diagnostico de osteopenia u osteoporosis en el momento de la fractura y el 33% tenian los niveles de 3-CTX
(isémero 3 del telopéptido carboxiterminal del colageno tipo I) por encima de la normalidad.

Las pacientes diagnosticadas de osteoporosis o con riesgo de fractura al inicio del estudio fueron tratadas con antirre-
sortivos dseos. No se encontraron diferencias significativas en el riesgo de fractura entre pacientes con y sin tratamiento
antirresortivo: HR=1,75 [IC 95%: 0,88 a 3,46]. Tampoco se encontraron diferencias entre las pacientes que habian hecho
tratamiento previo con tamoxifeno respecto a las que no (HR=1,00 [IC 95%: 0,39 a 2,56]). La herramienta FRAX® dio va-
lores de media dentro del rango de riesgo intermedio, con 13 pacientes con valores de alto riesgo de fractura principal.
Conclusiones: El principal factor de riesgo detectado para fractura incidente en pacientes tratadas con IA es el diagnds-
tico de osteopenia u osteoporosis. El calculo de la herramienta FRAX® y la determinacion de los niveles de 3-CTX son
herramientas utiles para identificar a pacientes de alto riesgo.

Palabras clave: inhibidores de la aromatasa, fractura, cincer de mama.

INTRODUCCION nopdausica al bloquear la conversién por la enzima aro-

Actualmente, los inhibidores de la aromatasa (IA) se uti-
lizan como terapia adyuvante de primera linea para mu-
jeres con diagnostico de cancer de mama con receptores
hormonales positivos. Aunque su efectividad para reducir
el riesgo de recurrencia y mortalidad es bien conocidal,
los IA también se han asociado con efectos secundarios
que pueden afectar negativamente la calidad de vida del
paciente, la adherencia al tratamiento y la mortalidad aso-
ciada?.

En el tratamiento con IA, se produce una marcada re-
duccién de los estrégenos circulantes en la mujer postme-

Correspondencia: Natalia Garcia Giralt (ngarcia@imim.es)

»

matasa de andrégenos a estrégenos. Esta accion deja a
la mujer sin estrégenos residuales, que se producen tras
la menopausia, como el estradiol y la estrona. Uno de los
efectos secundarios mas comunes es la pérdida 6sea
acelerada, que se asocia con un mayor riesgo de fractu-
ras osteoporoticas®*. En esta linea, existen diferentes
meta-analisis que incluyen ensayos clinicos controlados
aleatorizados que han demostrado una asociacion entre
el tratamiento prolongado con [A y un aumento del
riesgo de fracturas dseas, con un incremento entre el
34% y el 59%5°.
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Por otro lado, en un estudio de cohorte que incluy6 a
1.775 pacientes que iniciaron la terapia con inhibidores de
la aromatasa a largo plazo, el riesgo de fractura osteoporo-
tica fue similar al de la poblacién general. Cabe destacar
que en este estudio las mujeres tratadas con IA presenta-
ban un indice de masa corporal basal mas alto, una mayor
densidad mineral 6sea y una menor prevalencia de fractura
previa al inicio del estudio que la poblacién general’.

La cohorte B-ABLE (Barcelona - Aromatase induced Bone
Loss in Early breast cdncer) incluye pacientes postmenopau-
sicas con cancer de mama receptor de estrégeno positivo
(RE+), reclutadas en el momento de iniciar el tratamiento
con IA. Esta cohorte se ha utilizado para realizar un estudio
observacional prospectivo en que las pacientes son contro-
ladas durante todo el estudio con datos de salud 6seay fac-
tores asociados desde el inicio del tratamiento hasta un afio
después de finalizar dicho tratamiento?.

El objetivo de este estudio fue evaluar la incidencia
de fracturas clinicas y las caracteristicas de las pacientes
fracturadas en la cohorte B-ABLE durante el tratamiento
con IA y hasta un afio después de su finalizacién.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio

Se ha realizado un estudio de cohorte prospectivo, no selec-
cionado, observacional y clinico en la cohorte B-ABLE que in-
cluye pacientes postmenopausicas diagnosticadas de cancer
de mama receptor de estrégenos positivo (RE+), tratadas en
el Hospital del Mar de Barcelona. Las participantes se reclu-
taron al inicio del tratamiento con IA (letrozol, exemestano o
anastrozol) y fueron tratadas durante 5 afios, de acuerdo a
las recomendaciones de la American Society of Clinical Onco-
logy, empezando dentro de las 6 semanas después de la ci-
rugia 6 1 mes después del tltimo ciclo de quimioterapia®.
Alternativamente, aquellas pacientes que eran premenopau-
sicas en el momento de iniciar el tratamiento adyuvante fue-
ron tratadas con tamoxifeno durante 2 6 3 afos, y fueron
incluidas en el estudio en el momento del cambio a IA debido
al inicio de la menopausia. Estas pacientes fueron tratadas
con IA (3 6 2 afios, respectivamente) hasta completar los 5
afios de terapia adyuvante. Ademas, todas las participantes
recibieron suplementos de calcio y de 25(0OH) vitamina D3
(1.000 mgy 800 UI al dia, respectivamente), y aquellas con
deficiencia de vitamina D (<30 ng/ml) recibieron una dosis
adicional de 16.000 UI de calcifediol oral 6 25.000 UI de co-
lecalciferol oral cada 2 semanas. Las pacientes diagnosticadas
de osteoporosis mediante densitometria 6sea (absorciome-
tria radioldgica de energia dual, DXA), fracturas por fragilidad
antes de iniciar 1A, y/o una densidad mineral 6sea (DMO) con
una T-score <-2,0 mas un factor de riesgo mayor para osteo-
porosis, iniciaron tratamiento con bisfosfonatos orales o de-
nosumab en el caso de intolerancia digestiva o enfermedad
gastroesofagica previa. Las pacientes mantuvieron dicho tra-
tamiento durante todo el estudio.

Los criterios de exclusion fueron: alcoholismo, insufi-
ciencia renal > grado 3b, artritis reumatoide, enfermedades
metabolicas 6seas diferentes a la osteoporosis, enfermedad
de Paget, osteomalacia, hiperparatiroidismo primario,
hipertiroidismo, diabetes mellitus insulinodependiente,
tratamiento previo o en curso con antirresortivos, corti-
costeroides orales o cualquier otro farmaco que pudiera
afectar el metabolismo dseo, excepto tamoxifeno.

El protocolo de estudio fue aprobado por el comité
de ética del Parc de Salut Mar (2016/6803/1) y se llevd
a cabo de conformidad con la Declaraciéon de Helsinki.
Se obtuvieron los consentimientos informados por es-
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crito de todos los participantes después de haber leido
la hoja de informacién del estudio y de haber respon-
dido cualquier pregunta. En todo momento se respeta-
ron los derechos de privacidad de los pacientes.

Datos y mediciones de las pacientes

Se recogid informacién de variables clinicas y demograficas
en el momento del reclutamiento y durante el estudio, in-
cluyendo la edad, la edad de menarquia y de menopausia,
el indice masa corporal (IMC), dieta y habitos de vida, qui-
mioterapia y radioterapia previa, tamoxifeno previo, trata-
mientos antirresortivos, antecedentes familiares, caidas
previas, niveles séricos de 25(0H) vitamina D (VitD) y pa-
ratohormona (PTH), asi como los siguientes parametros de
remodelado 6seo: propéptido aminoterminal del colageno
tipo I (P1NP), el isomero beta del telopéptido carboxitermi-
nal del colageno tipo I (8-CTX), osteocalcina y fosfatasa al-
calina 6sea. Antes del inicio y anualmente hasta después de
un afio de la finalizacion del tratamiento con IA, se midi6 la
densidad mineral 6sea (DMO) a nivel lumbar (CL L1-L4),
cuello femoral (CF) y cadera total (CT), utilizando el densi-
témetro DXA QDR 4500 SL® (Hologic, Waltham, Massachu-
setts, EE.UU.). El coeficiente de variacion para esta técnica
en nuestro centro es del 1% en CL y del 1,65% en CFE. Se ex-
cluyeron en el seguimiento aquellas imagenes que presen-
taban artefactos, enfermedad degenerativa del disco con
osteofitos, artrosis con hiperostosis de las articulaciones fa-
cetarias, fracturas vertebrales y/o calcificaciones aérticas y
todas aquellas que pudieran causar un falso aumento de la
DMO, de acuerdo ala descripcion de Blake y cols.’ Las frac-
turas incidentes fueron diagnosticadas por una radiografia
(Rx) lateral de columna dorsal y lumbar por un médico es-
pecializado o por informe médico de otro centro. Se evalu
el riesgo de fractura a 10 afios mediante la herramienta
FRAX® en la plataforma, con acceso en: https://www.shef-
field.ac.uk/FRAX/tool.aspx?lang=sp. Los umbrales de valo-
res FRAX que se utilizaron para identificar personas con alto
o bajo riesgo de fractura osteopordtica principal en pobla-
cion femenina espariola fueron: riesgo bajo, <5; intermedio,
entre 5y <7,5; y alto, 27,5'% y para fractura de cadera se
consider? de alto riesgo 23%*%.

Analisis estadistico

Se estudid el riesgo de fractura mediante un andlisis de
supervivencia: se calculé el estimador de Kaplan-Meier,
y se realiz6 un modelo de los riesgos proporcionales (re-
gresion de Cox) entre usuarias y no usuarias de bifosfo-
natos, y entre pacientes con tamoxifeno previo o sin
tamoxifeno, ajustando por covariables de riesgo. Se com-
probé la proporcionalidad del riesgo en el tiempo. Las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante la
Prueba T de Student o Chi-Cuadrado. Los analisis se rea-
lizaron con SPSS versién 23 y con R 3.5.3 utilizando los
paquetes foreign, plyr, survminer, Hmisc, dplyr, ggplot2.

RESULTADOS

Un total de 943 pacientes postmenopdausicas en trata-
miento con IA fueron incluidas en el estudio. De ellas, 51
pacientes (5,4%) sufrieron una fractura incidente (Fi-
gura 1). La mayoria de las fracturas ocurrieron durante
el tratamiento con [A aunque el 21,5% ocurrieron du-
rante el primer afio después de finalizar la terapia. El
82,4% de las pacientes con fractura tomaron letrozol, el
15,7% exemestano y 1 paciente tom¢ anastrozol. La ma-
yoria de fracturas incidentes detectadas fueron verte-
brales (29,4%) y de Colles (31,4%) (Figura 1).
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Las caracteristicas de las pacientes con fractura se
muestran en la tabla 1. La mayoria de pacientes con frac-
tura (78,5%) estaban en el rango de sobrepeso (IMC
>25-29,9 kg/m?) (n=17) u obesidad (IMC >30 kg/m?)
(n=24). Todas las fracturas de himero se produjeron en
pacientes con un IMC >28 kg/m?2. Solo 2 pacientes tenian
bajo peso (IMC <18,5 kg/m?).

Un 86,3% de las pacientes tenian diagndstico de osteo-
penia u osteoporosis en el momento de la fractura, siendo
un factor de riesgo clave para la fractura asociada a los IA.
No se encontraron diferencias significativas en el riesgo de
fractura entre pacientes con y sin tratamiento antirresor-
tivo: HR=1,75 [IC 95%: 0,88 a 3,46] (Figura 2). Cabe desta-
car que las pacientes con fracturas incidentes tratadas con
bisfosfonatos tenian un IMC significativamente menor que

las pacientes con fractura y sin bisfosfonatos [media (DE):
26,4 (6,2) vs. 30,9 (5,2), respectivamente; p=0,01]. No se
encontraron diferencias en los otros parametros analiza-
dos: edad, quimioterapia previa y caidas previas.

El 29,4% (n=15) de las pacientes habian tenido cai-
das previas a la fractura. De éstas, 6 tuvieron fractura
vertebral y 8 fractura de Colles.

Del total de pacientes de la cohorte B-ABLE, 293 to-
maron previamente tamoxifeno y el 4,1% de éstas su-
frieron una fractura. Por otro lado, 650 no recibieron
tamoxifeno previo y se fracturaron un 6% (Figura 3). No
se encontraron diferencias significativas en el riesgo de
fractura entre las pacientes que habian recibido trata-
miento previo con tamoxifeno respecto las que no
(HR=1,00 [IC 95%: 0,39 a 2,56]).

Figura 1. Diagrama de flujo de las pacientes con cancer de mama tratadas con inhibidores de la aromatasa (cohorte B-ABLE)

con fractura incidente
Total Total
pacientes fracturas
reclutadas incidentes

Vertebral

Fémur 4
Colles 15
Humero 9
Vert. + Colles 1
Vert. + fémur 1
Otras 8

Estatus Momento
de la paciente dela
fractura

Tabla 1. Caracteristicas de las pacientes en el momento de la fractura incidente

Caracteristicas (N=51)
Media edad (afios)
Media IMC (kg/m?)
Antecedentes familiares de fractura
Caidas previas
Media niveles de 25(0H) vitamina D (ng/ml)

Media niveles de 3-CTX (ng/ml)
Osteoporosis/osteopenia

Tamoxifeno previo
Quimioterapia previa

Tratamiento antirresortivo

DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; BF: bifosfonatos.

Media + DE n (%)
64,45 + 8,7
29,3+5,8
16 (31,4%)
15 (29,4%)
47,7 +27,18
0,479 £ 0,25

Osteopenia: 34 (66,7%)
Osteoporosis: 10 (19,6%)

12 (23,5%)
34 (66,7%)
BF: 17 (33,3%)
Denosumab: 1 (2%)
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Figura 2. Grafico del riesgo acumulativo de eventos de fractura en grupos de estudio (con o sin tratamiento con antirresor-
tivos 6seos) segun el riesgo de fractura. Los graficos muestran las curvas de Kaplan-Meier que representan los resultados
del estudio en términos de riesgos acumulativos. (A) durante el tratamiento con inhibidores de la aromatasa, (B) en el

post-tratamiento
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Figura 3. Grafico del riesgo acumulativo de eventos de fractura en grupos de estudio (con o sin tratamiento previo con ta-
moxifeno) segin el riesgo de fractura. Los graficos muestran las curvas de Kaplan-Meier que representan los resultados
del estudio en términos de riesgos acumulativos. (A) durante el tratamiento con inhibidores de la aromatasa, (B) en el
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Los niveles de VitD a tiempo basal tenian una media
de 17,3948,2 ng/ml. Todas las pacientes fueron tratadas
con VitD al iniciar el tratamiento con IA, siendo la media
de 48,69+42,11 ng/ml a los 3 meses de tratamiento. De
esta manera, en el momento de la fractura incidente,
todas las pacientes tenian niveles dptimos de VitD con
una media de 47,7+27,18 ng/ml.

Segtn los valores de normalidad del isomero beta del
telopéptido carboxiterminal del colageno I (3-CTX) en el
suero de mujeres sanas premenopausicas en poblacion
espaifiola (0,064-0,548 ng/ml)*?, el 33% de las pacientes
con fractura tenian los niveles de 3-CTX por encima de la
normalidad. Ademas, si del total de las 51 pacientes con

fracturas se excluyen aquellas en tratamiento con antirre-
sortivos, la media de 3-CTX se situaba en niveles por en-
cima de la normalidad (0,585+0,228 ng/ml).

El calculo del riesgo absoluto de fractura osteopordtica
mayor y de cadera en los préximos 10 afos, utilizando la
herramienta FRAX® en las pacientes con fracturas inci-
dentes, se muestra en la tabla 2. Se detectaron valores de
FRAX de alto riesgo de fractura principal (27,5) y de frac-
tura de cadera (23) en 13 y 8 pacientes, respectivamente
(Figura 4). Ademas, al comparar las medias con las pa-
cientes de la B-ABLE sin fractura incidente (Tabla 3), la
media de FRAX en las pacientes con fractura era mas ele-
vada que las pacientes sin fractura.

Tabla 2. Valores de la herramienta FRAX® para el calculo del riesgo de fractura a los 10 afios en las pacientes con

fractura de la cohorte B-ABLE

FRAX basal para FRAX basal para FRAX FRAX
fractura principal fractura principal con DXA cadera cadera con DXA
Media + DE 5,88 + 4,34 5,9 + 4,25 1,89 + 2,75 1,64 + 2,52
Mediana 4,4 4,5 0,8 0,6
Minimo 1,4 1,2 0,1 0
Maximo 20 19 15 13

DE: desviacion estandar; DXA: densitometria dsea.

Figura 4. Valores de FRAX de cada paciente del estudio de: A) fractura principal y B) fractura de cadera, teniendo en cuenta
la DMO. Las lineas horizontales de cada figura muestran el umbral establecido para el riesgo de fractura a 10 afios. Los
umbrales de FRAX basal para fractura principal fueron: riesgo bajo, <5; intermedio, entre 5 y <7,5; y alto, 27,5. Los um-

brales de alto riesgo para fractura de cadera fueron 23
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Tabla 3. Valores de la herramienta FRAX® para el calculo del riesgo de fractura a los 10 afios en las pacientes sin

fractura incidente de la cohorte B-ABLE (N=583)

FRAX basal para FRAX basal para FRAX FRAX
fractura principal fractura principal con DXA cadera cadera con DXA
Media + DE 492 +4,6 4,73 + 4,15 1,35 + 2,68 1,04 2,26
Mediana 3,4 3,3 0,5 0,4
Minimo 0,9 0,9 0 0
Maximo 37 42 29 33

DE: desviacion estandar; DXA: densitometria 4sea.
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Discusion

Los IA producen un efecto deletéreo en el tejido 6seo
que ya ha sido demostrado en los ensayos clinicos de re-
ferencia®. Sin embargo existen pocos datos de estudios
prospectivos clinicos no aleatorizados en la clinica ha-
bitual. Este estudio se ha centrado en la evaluacién de
los factores de riesgo de fractura incidente en la cohorte
B-ABLE, que incluye mujeres postmenopausicas con
cancer de mama RE (+) tratadas con inhibidores de la
aromatasa. El principal factor de riesgo detectado es el
diagnoéstico de osteopenia u osteoporosis seguido de los
valores de 3-CTX elevados. El sobrepeso también surgi6
como factor de riesgo para la identificacién de pacientes
con fractura de himero. Asimismo, el calculo del FRAX
resultd util para identificar algunos pacientes con alto
riesgo de fractura principal y de cadera.

Todas las pacientes de la cohorte B-ABLE iniciaron
tratamiento con suplementos de vitamina D desde el
momento de su inclusion en el estudio si tenian valores
por debajo de 30 ng/mly, por consiguiente, en la mayo-
ria de los casos los niveles de vitamina D se situaron en
valores 6ptimos durante el periodo de la terapia con IA.
De esta manera, el 86,3% de las pacientes tenian valores
de vitamina D superiores a 20 ng/ml en el momento de
la fractura situando una media en 47,7 ng/ml. Esto des-
carta niveles subdptimos de vitamina D como factor de
riesgo de fracturas en estas pacientes. Cabe destacar que
la mayoria de las pacientes (66,6%) tenian niveles me-
nores de 20 ng/ml en el momento de iniciar la terapia
con IA por lo que no podemos saber si estos bajos nive-
les podrian incidir en futuras fracturas. Ademas, las pa-
cientes de alto riesgo de fractura a nivel basal se trataron
con antirresortivos 6seos desde el primer momento en
que iniciaron la terapia con IA por lo que debido al tra-
tamiento antirresortivo disminuian el riesgo de fractura,
que se equiparaba asi a la incidencia de fractura de las
pacientes sin tratamiento con antirresortivos. Este dato
estd en consonancia con un estudio reciente en la co-
horte SIDIAP (Sistema de Informacién para el Desarrollo
de la Investigacidn en Atencién Primaria), en el que las
mujeres tratadas con bifosfonatos reducian significati-
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vamente su riesgo a padecer una fractura osteoporo-
tica*. De todas maneras, mas de un 30% de las fracturas
se detectaron en pacientes en tratamiento con antirre-
sortivos. De manera interesante, estas mujeres tratadas
con bisfosfonatos tenian un IMC mas bajo que las muje-
res sin tratamiento antirresortivo.

Aunque es bien sabido que tener un historial de caidas
previas es un predictor relevante del riesgo de la fractura
osteoporoética’3, la mayoria de las pacientes de nuestra
cohorte (mds de un 70%) no reportaron caidas previas
ala fractura incidente. Cabe destacar que en las pacientes
con fractura incidente durante el tratamiento con IA'y
que reportaron un historial de caidas, la fractura mas fre-
cuente fue la vertebral y/o fractura de Colles.

Tampoco se han detectado diferencias en el riesgo de
fractura entre las pacientes con tratamiento previo con
tamoxifeno y las que solo recibieron IA. Sin embargo, no
se ha podido descartar un posible insuficiente tamafio
muestral para detectar estas diferencias.

También se evalué el riesgo de fractura con la herra-
mienta FRAX a tiempo basal (previo tratamiento con IA)
situando la mayoria de estas pacientes en niveles de
riesgo intermedios/bajos en el momento que entran en
el estudio. Una limitacion de la herramienta es que no
tiene en cuenta el tratamiento con inhibidores de la aro-
matasa, con lo que posiblemente el riesgo de fractura se
encuentra infraestimado en nuestra cohorte. De todas
maneras, el 25% de las pacientes con fractura tenian va-
lores de alto riesgo con lo que este indice podria tenerse
en cuenta a la hora de detectar pacientes de riesgo.

En conclusion, el diagndstico de osteopenia u osteopo-
rosis, junto con niveles elevados de 3-CTX podria detectar
pacientes tratadas con IA con riesgo alto de padecer una
fractura incidente. El tratamiento previo con tamoxifeno
parece no afectar al riesgo de fractura.

Financiacion: Este trabajo ha sido financiado porlabeca
de investigacion traslacional FEIOMM de 2017, el Centro
de Investigacion Biomédica en Red de Fragilidad y En-
vejecimiento Saludable (CIBERFES; CB16/10/00245),
el FIS (P116/00818) del ISCIII y los fondos FEDER.

}}l Conflicto de intereses: Lo autores declaran no tener conflicto de intereses.
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Resumen

Objetivo: El hiperparatiroidismo primario normocalcémico es una variedad menos conocida del hiperparatiroidismo
primario clasico. Presentamos en este estudio sus manifestaciones clinicas y los datos relacionados con el metabolismo
mineral 6seo, tanto desde el punto de vista analitico como densitométrico, comparando los mismos con un grupo de
pacientes afectos de hiperparatiroidismo primario clasico, con hipercalcemia.

Material y métodos: Estudio de casos y controles donde consideramos caso a pacientes afectos de hiperparatiroidismo
primario normocalcémico (n=25) y control (n=25) a pacientes con hiperpartiroidismo primario con hipercalcemia (hi-
perparatiroidismo primario clasico). Se les efectu una evaluacidn clinica completa con recogida de datos clinicos y rea-
lizandose determinaciones analiticas en sangre y orina de 24h, asi como la estimacién de la densidad mineral 6sea y el
trabecular bone score por densitometria (absorciometria radiolégica dual, DXA) y los parametros ultrasonograficos en el
calcaneo.

Resultados: En el estudio clinico, los pacientes afectos de hiperparatiroidismo primario clasico solo muestran una mayor
prevalencia de urolitiasis (OR: 9,333; IC 95%: 1,50-82,7) en comparacién con los pacientes que sufren un hiperparati-
roidismo primario normocalcémico. En todos los demdas parametros clinicos, analiticos, densitométricos y ultrasono-
graficos, no se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Conclusiones: Con la excepcion de los niveles séricos de calcio y la prevalencia de urolitiasis, el hiperparatiroidismo

normocalcémico cursa de manera indistinguible del hiperparatiroidismo clasico.

Palabras clave: hiperparatiroidismo, primario, normocalcémico, densitometria, cantidad, calidad, hueso.

INTRODUCCION

El hiperparatiroidismo primario (HPT) es una enferme-
dad del metabolismo mineral 6seo muy frecuente con-
sistente en la sobreproducciéon autébnoma de la hormona
paratiroidea (PTH), que conlleva a un aumento del calcio
sérico!, siendo la causa mas frecuente de hipercalcemia.

Una variante clinica menos conocida del HPT lo cons-
tituye el denominado “hiperparatiroidismo primario
normocalcémico” (HPTN), que cursa con cifras normales
de calcio en sangre y valores elevados de la hormona pa-
ratiroidea (PTH), desconociéndose el mecanismo por el
que se produce este hecho diferencial®*. Estos pacientes
no tienen causas claras que justifiquen elevaciones se-

»

cundarias de la PTH tales como dafio renal crénico®, de-
ficiencia de vitamina D (menor 30 ng/ml)®, hipercalciu-
ria renal o farmacos’. Aunque el hiperparatiroidismo
primario normocalcémico fue primero reconocido for-
malmente en el Third International Workshop on the Ma-
nagement of Asymptomatic Primary Hyperparathyroidism
en 20088, ain no se conocen todas caracteristicas clini-
cas, en particular en lo referente a su epidemiologia, his-
toria natural, manejo y pronéstico®, y se trata, por lo
tanto, de una variedad clinica menos estudiada de la en-
fermedad?, sobre la que se dispone de menos bibliogra-
fia, todo lo cual nos ha motivado para la realizacion de
este estudio.

Correspondencia: Manuel Sosa Henriquez (manuel.sosa@ulpgc.es)
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MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio de casos y controles, en el que se
consideran casos a los pacientes afectos de hiperparati-
roidismo primario normocalcémico (HPTN), y controles
a aquellos pacientes con un hiperparatiroidismo prima-
rio que ha cursado con hipercalcemia y al que denomi-
naremos hiperparatiroidismo primario clasico (HPTC).
El diagnéstico de uno u otro cuadro clinico se efectud si-
guiendo los criterios establecidos por consenso'?. A
todos los pacientes les realizamos un cuestionario para
la recogida de los datos clinicos, disefiado al efecto.

Recogida de muestras y técnicas de laboratorio

Las muestras de sangre y de orina se recogieron por la
mafiana, entre las 8:00 y las 9:00 horas, después de una
noche en ayunas. La sangre se recogid en los oportunos
tubos especificos para cada determinacion, con la menor
compresion venosa posible, y fue centrifugada a 1.500 g
durante 10 minutos; el suero fue separado en alicuotas
y almacenado antes de una hora desde la extraccion a
-202 C hasta que los analisis bioquimicos fueran realiza-
dos, aunque la mayor parte de los mismos se efectuaron
el mismo dia de la extraccién.

La glucosa, la urea, la creatinina, el calcio, el fésforo
inorganico, las proteinas totales, el colesterol total y sus
fracciones y los triglicéridos fueron medidos utilizando
técnicas colorimétricas estandarizadas y automatizadas
en un autoanalizador (Kodak Ektachem Clinical Che-
mistry Slides). El calcio sérico fue corregido de acuerdo
alas proteinas totales por medio de la siguiente férmula:

Calcio corregido = calcio previo (mg/dl)/[0,55 +
proteinas totales (g/1)/16].

La fosfatasa acida tartratoresistente (FATR) se deter-
mind por espectrofotometria. La filtraciéon glomerular
(FG) se calculé a partir de la féormula MDRD (Modifica-
tion of Diet in Renal Disease)'® y se considero la existen-
cia de insuficiencia renal con valores de FG inferiores a
60 ml/m/m? 14,

Los niveles séricos de 25(0H) vitamina D (25HCC)
se midieron por inmunoquimioluminiscencia, segin el
método de Nichols (Nichols Institute Diagnostics, San
Clemente, California, EE.UU.). Este método tiene un
coeficiente de variacion intraensayo del 3,0-4,5% e
interensayo del 7,1-10,0%. Los valores dados por el la-
boratorio como normales oscilan entre 10 y 68 ng/ml.
Las concentraciones de parathormona (PTH) sérica
para la molécula intacta se determinaron por inmuno-
quimioluminiscencia, segtiin el método de Nichols Ad-
vantage. El rango de normalidad en los adultos oscila
entre los 6 y los 40 pg/ml, con un coeficiente de varia-
cién interensayo del 7,0-9,2%. Los propéptidos de la
fraccién amino-terminal del coldgeno tipo I (P1NP) y
los beta-crosslaps en sangre fueron medidos por técni-
cas previamente descritas'®>!%. Los restantes parame-
tros bioquimicos fueron determinados por técnicas
colorimétricas. La orina se recogié de 24 horas y el cal-
cio, el fosforo y la creatinina se midieron por métodos
colorimétricos automatizados.

En los pacientes del grupo de casos (HPTN) con va-
lores de 25HCC inferiores a 30 ng/ml se prescribi6
25.000 UI de colecalciferol cada 15 dias y se repiti6 la
analitica de PTH, calcio y 25HCC a los 3 meses, con el fin
de realizar el diagndstico diferencial con un hiperpara-
tiroidismo secundario al déficit de vitamina D. Una vez
descartado el mismo, se considerd para el estudio la ana-
litica basal.

El diagnéstico de depresion se obtuvo tras la revision
minuciosa de la historia clinica de todos los pacientes,
tanto la hospitalaria como la de Atencién Primaria.

Determinacion de los ultrasonidos en el calcaneo
Se estimaron los pardmetros ultrasonograficos en el cal-
caneo del pie dominante, por medio de un ultrasonégrafo
Sahara® Hologic® (Bedford, Massachussetts, EE.UU.). Este
aparato mide tanto la atenuacién ultrasénica de banda
ancha, (Broadband Ultrasound Attenuation, BUA), como
la velocidad del sonido (Speed Of Sound, SOS) en la region
de interés del calcaneo. Los valores de BUA y SOS se com-
binan en un tinico parametro denominado Indice Cuanti-
tativo Ultrasénico (Quantitative Ultrasound Index, QUI),
conocido también como indice de consistencia, que se ob-
tiene por medio de la formula: QUI = 0,41(S0S) + 0,41
(BUA) - 571. Los valores T-score se calcularon a partir de
los valores publicados como normales para la poblacion
espafiola'®.

Densidad mineral 6sea (DMO)
La DMO fue medida por absorciometria radioldgica dual
(DXA), tanto en la columna lumbar (L2-L4) como en la
extremidad proximal del fémur, con un densitémetro
Hologic Discovery®, (Hologic Inc. Waltham, EE.UU.). Su
precision es del 0,75-0,16%. Las mediciones fueron rea-
lizadas por el mismo operador, por lo que no existio va-
riacién interobservador.

Los valores de T-score se calcularon a partir de los va-
lores publicados como normales para la poblacién cana-
ria®’,

Trabecular bone score (TBS)

Todas las mediciones de TBS se realizaron utilizando el
programa TBS iNsight Software, version 2.0.0.1 (Med-
Imaps, Pessac, Francia). El programa informatico utiliza
la imagen obtenida previamente por DXA en la misma
region de interés de la columna lumbar L2-L4. Los valo-
res de T-score se calcularon a partir de los valores de re-
ferencia obtenidos para la poblacién espafiola!.

Etica

El estudio se realiz6 siguiendo las normas de la Decla-
racion de Helsinki?? y fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital Universitario Insular. A todos los pa-
cientes se les informd de los objetivos del trabajo y se
les solicit6 su consentimiento informado.

Analisis estadistico

Para la realizacion del estudio estadistico, se utiliz6 el
programa R. Inicialmente realizamos un andlisis de las
variables numéricas estudiando si las mismas seguian o
no una distribucién normal. Posteriormente efectuamos
un estudio descriptivo. Las variables categoéricas se re-
sumieron mediante porcentajes, y las numéricas me-
diante medias y desviaciones tipicas. Para estudiar las
posibles asociaciones entre variables categoéricas, se uti-
lizo el test de independencia de la Ji-cuadrado, y como
medida de asociacidn la odds ratio (OR) con un intervalo
de confianza del 95% (IC 95%). En aquellos casos en los
que hubiese celdas con menos de 5 casos se aplicd la
prueba exacta de Fischer.

Para evaluar la asociacién entre una variable cuanti-
tativa y una variable categorica, se usé el test t de Student
0 ANOVA (en caso de que hubiera mas de 2 categorias)
para variables de distribucion normal, o la prueba no pa-
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ramétrica U de Mann-Whitney para las no normales. Para
estudiar el grado de asociacién o independencia de 2 va-
riables cuantitativas, recurrimos a técnicas de correla-
cién como forma de evaluar la fuerza de la asociaciéon
entre las variables.

En todos los casos se considerd el nivel de significa-
cién en el 5% (p<0,05).

RESuLTADOS

Enlatabla 1 se recogen las caracteristicas basales de los
pacientes incluidos en el estudio. Inicialmente se inclu-
yeron 30 pacientes en cada grupo, pero completaron el
estudio y finalmente dieron su consentimiento infor-
mado 25 pacientes con HPTN y 25 pacientes con HPT.
En esta tabla se muestran las variables continuas (nu-
méricas). No se objetivaron diferencias estadisticamente
significativas en ninguna de las variables que agrupamos
como “caracteristicas basales” en la tabla 1, y que fue-
ron: edad, talla, peso indice de masa corporal (IMC) y
envergadura. Por ello, no fue preciso ajustar por ninguna
de estas variables los restantes parametros estudiados
en nuestro trabajo.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas clinicas
y la prevalencia de algunas enfermedades en ambos
grupos de pacientes estudiados. La mayor parte de los
pacientes fueron mujeres, recogiéndose tan solo 4 va-
rones en los 25 pacientes afectos de HPT, lo que su-
pone un 15,3%, y 2 varones en el grupo de pacientes
con HPTN, que constituye un 8% de ese grupo. Estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas
(p=0,667). Tampoco obtuvimos diferencias estadistica-
mente significativas en la prevalencia de insuficiencia
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renal croénica, artralgias, sindrome depresivo, ni en la
prevalencia de HTA entre ambos grupos. El inico dato
clinico que mostré diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre ambos grupos fue la urolitiasis, que fue
mas frecuente en los pacientes afectos de la forma cla-
sica del HPT.

En la tabla 3 se recogen algunos parametros bioqui-
micos relacionados con el metabolismo mineral 6seo.
No se apreciaron diferencias estadisticamente significa-
tivas en la funcién renal (urea, creatinina, acido urico) y
tampoco en los marcadores bioquimicos de remodelado
6seo, tanto los de formacién como los de resorcién 6sea
(procolageno tipo I, osteocalcina, fosfatasa acida tar-
trato-resistente y beta-crosslaps), y tampoco en los ni-
veles séricos de PTH y 25(0OH) vitamina D.

En la tabla 4 se muestran los valores obtenidos por
medio de la densitometria 6sea, tanto en la columna
lumbar (L2-L4) como en la extremidad proximal del
fémur en sus diferentes localizaciones anatémicas. En
todos los casos se calcul6 también el T-score, obtenido a
partir de los valores de normalidad de la poblacién es-
pafola. En esta misma tabla se recogen los valores de la
técnica TBS, calculdndose también el correspondiente
T-score, a partir de los valores de normalidad de la po-
blacién espafiola.

Enlatabla 5 se recoge la prevalencia de osteoporosis,
asi como de fracturas por fragilidad. No se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas ni en la pre-
valencia de osteoporosis densitométrica ni en la de frac-
turas por fragilidad, totales o de cadera, y tampoco en el
numero de caidas entre ambos grupos de pacientes con
hiperparatiroidismo primario.

Tabla 1. Caracteristicas basales de ambos grupos estudiados, pacientes afectos de HPT normocalcémico (HPTN) y

de hiperparatiroidismo primario clasico (HPTC)

Variable HPTN
Nimero 25
Edad (afios) 67,3+10,2
Talla (cm) 160,2 + 8,4
Peso (kg) 75,7 +19,8
IMC (kg/m?) 30,2+3,6
Envergadura (cm) 158,5+12,3

HPTC Valor p
25
63,4+11,3 0,205
157,2+9,7 0,244
74,8 +12,5 0,850
29,6 + 8,2 0,758
162,9+8,1 0,143

Tabla 2. Distribucion de sexos y comparacion de la prevalencia de algunos datos clinicos entre ambos grupos estudiados,
pacientes afectos de HPT normocalcémico (HPTN) y de hiperparatiroidismo primario clasico (HPTC)

Variable HPTC N=25 HPTN N=25
Sexo: Varones, n 4 2
Presencia de IRC, n 5 1
Artralgias, n 11 14
Sindrome depresivo, n 14 12
Urolitiasis, n 7 1
HTA, n 19 16

*: se aplico el test exacto de Fischer al haber celdas con menos de 5 casos; IRC: insuficiencia renal cronica; HTA: hipertension arterial.

OR (IC95%) Ji-cuadrado Valor p
2,190 (0,363-13,219) 0,758 0,667*
6,000 (0,647-55,6) 3,030 0,189*
0,617 (0,202-1,886) 0,720 0,396
1,279 (0,453-4,197) 0,3121 0,571
9,333 (1,50-82,7) 5,357 0,049*
1,781 (0,521-6,085) 0,857 0,355
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Tabla 3. Datos bioquimicos obtenidos en ambos grupos estudiados, pacientes afectos de HPT normocalcémico

(HPTN) y de hiperparatiroidismo primario clasico (HPTC)

Variable
Urea (mg/dl)
Creatinina (mg/dl)
Calcio (mg/dl)
Fésforo (mg/dl)
Proteinas totales (g/1)
Calcio corregido (mg/dl)
Acido trico (mg/dl)
Calciuria (mg/24h)

Fosfaturia /mg/24h)

Marcadores bioquimicos de remodelado 6seo y hormonas

P1NP* (mg/ml)
Osteocalcina (ng/ml)
Beta-crosslaps (ng/ml)
FATRS (UI/])

PTH* (pg/ml)

Vitamina D (25HCC)# (ng/ml)

*: procolageno tipo I aminoterminal; $: fosfatasa acida tartrato-resistente; ¥: hormona paratiroidea intacta; #: 25 hidroxicolecalciferol.

HPTN
40,2+18
09+0,3
9904
3,104
7,1+0,3
10£0,5
51+1,5
168,2 £ 114,2

635,7 +305,4

59,1+33,8

33,5175
0,6+0,3

3,1+£0,9

119 £33

23,5+£9,7

HPTC
40,2 £16,9
1+£0,3
11£0,5
2,7+0,4
7,1+0,4
11,1+0,5
5,3 £ )5
235,3£153,8

747,1 £279,1

77,2 +52,6
35,3+15,6
0,8+0,6
3108
122 + 20,7

21,99

Valor p
0,989
0,483
0,001
0,007
0,728
0,001
0,662
0,15

0,13

0,185
0,711
0,144
0,945
0,701

0,539

Tabla 4. Valores densitométricos en columna lumbar y extremidad proximal del fémur, de TBS y de ultrasonidos en el
calcaneo en ambos grupos estudiados, pacientes afectos de HPT normocalcémico (HPTN) y de hiperparatiroidismo

primario clasico (HPTC)
Variable

L2L4 (g/cm?)
T-score L2L4
Cuello femoral (g/cm?)
T-score cuello femoral
Total de cadera (g/cm?)
T-score total de cadera
Trocanter (g/cm?)
T-score trocanter
Intertrocanter (g/cm?)
T-score intertrocanter
TBS columna lumbar (g/cm?)
T-score TBS
Ultrasonidos en el calcaneo
BUA (dB/MgHz)
SOS (m/s)

QUI

HPTN
0,922 + 0,200
-1,1+1,5
0,711+ 0,114
-1,1+0,9
0,843 + 0,144
0,0+1,0
0,630 £ 0,120
-0,1+0,9
0,980+ 0,171
0,0+1,0
1,288 £ 0,087

150N

66,9 + 16,2
1.530,8 + 33,4

84 +19,7

HPTC
0,929 £ 0,168
SISOEENIS
0,728 £ 0,154
-1+1,2
0,860 + 0,156
-0,1+1,1
0,644 £ 0,120
0,0+£0,9
1,010 £ 0,185
0,0+1,1
1,276 £ 0,105

-2,15:4153

58,4+ 14
1.518,3+21,9

754+ 13,4

Valor p

0,897

0,661

0,693

0,701

0,643

0,747

0,148
0,263

0,196

TBS: trabecular bone score. Puntuacion trabecular 6sea; BUA: broadband ultrasound attenuation. Atenuacion ultrasénica de banda ancha;

SOS: speed of sound. Velocidad del sonido; QUI: quantitative ultrasound Index. indice ultrasénico cuantitativo.
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Tabla 5. Prevalencia de osteoporosis, caidas y fracturas por fragilidad en ambos grupos estudiados, pacientes afectos
de HPT normocalcémico (HPTN) y de hiperparatiroidismo primario clasico (HPTC)

HPTN
Osteoporosis densitométrica, n (%) 5 (20%)
Fracturas por fragilidad, n (%) 8 (32%)
Caidas en el dltimo afio, n (%) 6 (25%)
Fractura de cadera, n (%) 0 (0%)

Discusion

El HPTN es una entidad poco frecuente y por lo tanto
menos estudiada, desconociéndose con exactitud cuales
son las posibles diferencias con respecto a la otra forma
clinica clasica del HPTC. De hecho, el primer reconoci-
miento como entidad diferenciada del HPT clasico se efec-
tu6 en el Third International Workshop on the Management
of Asymptomatic Primary Hyperparathyroidism en 20088,

Nuestro objetivo ha sido el de tratar de identificar po-
sibles diferencias entre las dos formas de presentacion
clinica del HPT, especialmente en los aspectos relacio-
nados con la afectacion 6sea: prevalencia de osteoporo-
sis, afectacion de la cantidad de masa 6sea medida por
densitometria 6sea (DMO), de la calidad 6sea, que esti-
maremos por el denominado trabecular bone score
(TBS), que es una técnica relativamente reciente y que
por medio de un software efectia una valoracién alter-
nativa de la densitometria de columna lumbar, anali-
zando la calidad de las conexiones trabeculares?3-2¢,
pretendiendo ser un método complementario a la den-
sitometria 6sea clasica, pues permite la evaluacion de
aspectos mas relacionados con la arquitectura 6sea,
pudiendo ser un método indirecto de estimacion de la
calidad 6sea?*?*?’; y, por otro lado, también por los ul-
trasonidos, un método debatido, pero que para algunos
autores es valido para estimar la calidad 6sea?%%°.

No hemos encontrado diferencias estadisticamente sig-
nificativas en las variables que hemos analizado entre
ambos grupos de pacientes afectos de HPT, con la Uinica ex-
cepcion de los valores séricos de calcio que es la variable
que marca la distincién entre uno y otro grupo. Es bien sa-
bido que el HPT en su forma tradicional se presenta con mas
frecuencia en mujeres y este mismo hallazgo lo hemos cons-
tatado en nuestro estudio. Tampoco se observaron diferen-
cias en la prevalencia de caidas, insuficiencia renal crénica,
la presentacion clinica de artralgias, de sindrome depresivo
o de hipertension arterial (HTA). Por el contrario, los pa-
cientes que tenian HPTC tenfan una mayor prevalencia de
urolitiasis. Disponemos de pocos estudios que analizan
estos datos clinicos en la literatura que hemos podido con-
sultar: Asf, en una serie de casos publicada por Cusano et al.
se incluyeron 9 pacientes que mostraron unos datos clinicos
y bioquimicos muy similares a los obtenidos en nuestro tra-
bajo?, mientras que en otra serie se obtuvo precisamente las
conclusiones opuestas a las nuestras. En la serie de Amaral
et al, publicada con 33 casos, obtuvieron una prevalencia
de urolitiasis del 18%, la misma prevalencia que tuvo el
grupo control formado por pacientes con HPTC*.

Todas estas manifestaciones clinicas (artralgias, depre-
sién) o la asociacion de otras patologias como la HTA o la in-

HPTC OR (IC 95%) Valor p
5 (20%) 1,000 (0,250-3,998) 1,000
6 (24%) 1,490 (0,429-5,172) 0,529
7 (28%) 0,857 (0,240-3,056) 0,812
0 (0%) No aplicable No aplicable

suficiencia renal cronica pueden observarse en el HPT31-36,
aunque hoy en dia, con el desarrollo de las técnicas de labo-
ratorio y los programas de prevencion de la salud que inclu-
yen determinaciones analiticas, el HPT suele diagnosticarse
en la mayor parte de las ocasiones como una hipercalcemia
asintomatica, sin ninguna otra sintomatologia’*>%*. Dado que
precisamente la hipercalcemia es el signo guia en el diag-
noéstico del HPT, en el caso del HPTN el diagndstico es mas
complicado y al mismo se llega por exclusién, después de
un estudio mas detenido?*.

Los resultados obtenidos sobre el metabolismo mi-
neral 6seo indican que el remodelado 6seo no difiere en
las dos formas de HPT. Resultados similares a los nues-
tros han sido descritos en otros estudios?*!3,

Tampoco apreciamos diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la PTH o la vitamina D. Debe destacarse que
los valores medios de vitamina D, medidos por su meta-
bolito de reserva, el 25HCC®’, fueron bajos, en el rango de
insuficiencia de vitamina D, la cual se define como valores
séricos de 25HCC inferiores a 30 ng/ml3***. Este hallazgo
ha sido corroborado en otros estudios que coinciden con
nuestros resultados*364041,

Tampoco hemos observado un comportamiento dife-
rente del hueso en ambos grupos de pacientes, pues los va-
lores de DMO tanto en la columna lumbar (L2-L4) como en
la extremidad proximal del fémur en todas sus localizaciones
(cuello femoral, total de cadera, trocanter e intertrocanter)
fueron similares en ambos grupos, pudiendo, pues, afirmar
que en el HPT primario normocalcémico no existen diferen-
cias en la densidad mineral 6sea con respecto al HPTC.
Hemos obtenido el mismo hallazgo al estudiar el TBS, que
ha sido estudiado en pacientes afectos de HPT y ha mostrado
valores inferiores a los controles?*, pudiendo indicar una
afectacion de la estructura trabecular y por ende de la cali-
dad d6sea??>2541, Con respecto a la existencia de osteoporosis
por densitometria o ala aparicién de fracturas por fragilidad,
no obtuvimos diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos de pacientes afectos de HPT. De hecho,
la existencia de osteoporosis densitométrica se observo el
mismo nimero de pacientes en cada grupo. No se observé
ningtin evento de fractura de cadera. No parece, por lo tanto,
que existan diferencias clinicas en la afectacion 6sea en los
pacientes con HPTN con respecto al HPTC.

La principal limitacién del estudio es el pequefio ta-
mafo muestral, debido a la dificultad habida para detectar
los casos. Hay que decir que el HPTN es una entidad cuya
incidencia y su prevalencia real es desconocida; sin em-
bargo, al revisar la literatura, hemos comprobado que se
trata de una entidad muy poco frecuente y que el nimero
de casos en las distintas series es también bajo®10-123035,

}}l Conflicto de intereses: Lo autores declaran no tener conflicto de intereses.
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Resumen

Objetivo: El bazedoxifeno es un SERM de 32 generacion con efectos agonistas sobre el hueso y sobre el ttero y el tejido
mamario. Nuestro objetivo ha sido estudiar los efectos del bazedoxifeno sobre la calidad 6sea en un modelo experimental
de ratas ovariectomizadas.

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

Resultados: La ovariectomia descendi6 la densidad ésea femoral y lumbar. La Gltima se recuperd parcialmente con ba-
zedoxifeno. El remodelado 6seo aumentd, recuperando el bazedoxifeno los niveles de formacion. El bazedoxifeno recu-
perd la fraccién volumétrica dsea (BV/TV), la densidad de superficie dsea (BS/TV), el aumento en la separacion
trabecular (Tb.Sp), la disminucién en el nimero de trabéculas (Tb.N), el aumento del factor de patrén trabecular (Tb.Pf)
y el indice de modelo estructural (SMI). La superficie relativa cortical aumenté tras la ovariectomia, normalizandose
con bazedoxifeno. También recuperd la deformacién méxima antes de la rotura producida por la ovariectomia, y amor-
tigu6 parcialmente la ganancia de peso de las ratas ovariectomizadas.

Conclusiones: Nuestro estudio muestra resultados positivos del bazedoxifeno sobre la calidad dsea. Este farmaco podria
estar especialmente indicado para mujeres jéovenes postmenopausicas con osteoporosis o en riesgo de padecerla.

Palabras clave: bazedoxifeno, densidad mineral 6sea, remodelado 6seo, microtomografia, biomecanica, seguridad endometrial.

INTRODUCCION

Los moduladores selectivos de los receptores estrogéni-
cos (SERMs) son agentes sintéticos no esteroideos que
tienen actividades como agonistas o antagonistas estro-
génicos en diversos tejidos!. El mecanismo de accién de
los SERMs es a través de los dos tipos de receptores es-
trogénicos (ay 3). Los SERMs poseen propiedades ago-
nistas o antagonistas dependiendo del tipo de tejido?3.
En general tienen actividad agonista en el higado, tubo
digestivo, esqueleto y corazoén, y antagonista en la
mama. En el utero, unos SERMs se comportan como
agonistas y otros como antagonistas!. Existen un gran
numero de proteinas co-reguladoras que modulan la
accién de los SERMs sobre la expresién génica y con-
tribuyen a la farmacologia tejido-especifica de los mis-
mos?.

»

Correspondencia: Concepcion de la Piedra (cpiedra@fjd.es)

El tamoxifeno es un SERM que se utiliza como anties-
trégeno mamario para el tratamiento y prevencion del
cancer de mama con actividad agonista estrogénica en
el utero. El raloxifeno se ha utilizado en la prevencion y
tratamiento de la osteoporosis y previene el cancer de
mama, pero tiene una cierta actividad estrogénica*. El
bazedoxifeno es un SERM de 32 generacién con efectos
agonistas sobre el hueso y efectos favorables adicionales
sobre los lipidos, el dtero y el tejido mamario®®.

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

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

El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar en detalle
los efectos del bazedoxifeno sobre la calidad 6sea utili-
zando un modelo experimental de ratas ovariectomiza-
das y un tratamiento a largo plazo (8 meses). Se estudié
la densitometria 6sea lumbar y femoral, los parametros
microtomograficos trabeculares y corticales, los marca-
dores bioquimicos de remodelado de formacién y resor-
cion, y los parametros biomecanicos del hueso.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 45 ratas Wistar hembras de 6 meses de edad
del animalario de la Fundacién Jiménez Diaz que fueron
mantenidas en condiciones estables de temperatura de
229C, ciclos de 12 horas de luz y oscuridad y con acceso
libre a comida y agua. La comida se administré mediante
una dieta completa para ratas y ratones (Panlab®, Barce-
lona, Espafia). El peso medio de las ratas al comienzo del
estudio fue de 333,6+32 g (media + desviacion estandar).

Las ratas se dividieron al azar en 3 grupos:

1. Grupo SHAM (n=15): ratas en las que se simul6 la
ovariectomia; 2. Grupo OVX (n=15): ratas ovariectomi-
zadas; 3. Grupo OVX + BZD (n=15): ratas ovariectomi-
zadas a las que se les administr6 0,33 mg/kg/dia de
bazedoxifeno mediante sonda oral durante 8 meses. El
tratamiento comenzo el dia posterior a la ovariectomia
y se mantuvo durante 8 meses. Todos los tratamientos
se realizaron de acuerdo con los estdndares comunita-
rios europeos sobre el cuidado y uso de los animales de
laboratorio y fueron aprobados por el Comité de Etica
del Instituto de Investigacion Sanitaria de la Fundacién
Jiménez Diaz.

El farmaco que se administr6 como bazedoxifeno fue
Conbriza® (Pfizer). Fue donado amablemente por Labora-
torios Pfizer. La dosis se calcul6 en base al tratamiento in-
dicado para la osteoporosis en humanos, 20 mg/dia por
via oral. De este modo, la dosis de bazedoxifeno empleada
en nuestras ratas fue 0,33 mg/kg/dia mediante sonda oral.
El vehiculo utilizado fue 0,3 ml de agua en cada animal.

Las ratas fueron anestesiadas para la cirugia mediante
inyeccion intramuscular de 0,7 ml de una mezcla 1:2 de
2 g/ml de hidrocloruro de xilacina (Rompun®) y 50
mg/ml de ketamina (Ketolar®). Una vez anestesiadas, fue-
ron inmovilizadas de las cuatro extremidades y se rasuré
la zona a intervenir. La posicion final del animal fue decu-
bito supino, apoyado sobre el dorso o espalda. La cirugia
de ovariectomia bilateral se realizé a través de una inci-
si6n abdominal. Para la extirpacion de los ovarios se iden-
tificaron los cuernos uterinos, fijados al ovario por un
extremo y al Gtero por otro. Se establecieron las ligaduras
a ambos lados del ovario, seccionando y extirpando los
mismos. Una vez extirpados los ovarios se suturo la inci-
sion realizada. Transcurridos los 8 meses de tratamiento,

se pesaron las ratas y se sacrificaron mediante exsangui-
naciéon por puncion cardiaca bajo anestesia con isofluo-
rano (Forane®). Mediante puncion cardiaca se obtuvieron
las muestras de sangre, que fueron centrifugadas a 3.000
r.p.m. durante 15 minutos para obtener el suero. Dicho
suero se separd en alicuotas y se congel6 a -802C hasta la
posterior determinacidn de los parametros de remode-
lado dseo.

Las ratas fueron congeladas -202C, tras la extraccion
de su sangre, hasta la medicién de la densidad mineral
o6sea. El dia previo a la realizacion de dicha medicion las
ratas se metieron en una nevera a 42C para su descon-
gelacidn. Una vez descongeladas, se amputaron los fé-
mures derechos e izquierdos con la ayuda de pinzas y
bisturi. Una vez extraidos y limpios, se realizé la densi-
tometria mineral 6sea de los fémures izquierdos y co-
lumnas vertebrales a nivel de L2, L3 y L4.

Densitometria 6sea

Se procedi6 a la determinacion de la densidad mineral
6sea (DMO) del fémur izquierdo y de la columna verte-
bral a nivel de L2, L3 y L4, por densitometria de doble
energia de rayos X (DXA). Para ello se utilizé un aparato
denominado Piximus (Hologic® QDR-1000 TM), que es
un densitémetro especifico para animales y muestras
pequeias.

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

Tras esta medicion, los fémures se envolvieron en
gasas empapadas con suero fisioldgico y se mantuvieron
congelados a -209C hasta la realizacién de la microtomo-
grafia computarizada. Los fémures derechos se guardaron
del mismo modo para la realizacion del test biomecanico.
Se ha comprobado que en estas circunstancias el hueso
no muestra variaciones significativas en sus propiedades
mecanicas durante al menos 7 u 8 meses. De igual modo,
no se han observado variaciones cuando las muestras se
someten hasta en 5 ocasiones a periodos cortos de con-
gelacién-descongelacion®®.

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

Marcadores bioquimicos de formacién 6sea:

- Osteocalcina (BGP): se utiliz6 un inmunoensayo co-
lorimétrico (ELISA) comercial especifico para la determi-
nacion de los niveles de osteocalcina en ratas (Rat-MID™
Osteocalcin, IDS, Reino Unido). La sensibilidad del ensayo
fue de 50 ng/ml, y los coeficientes de variacidén intra e in-
terensayo <5,0% y <6,6%, respectivamente.

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

Marcador bioquimico de resorcion dsea:

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



2 Torrubia B, Martin Ferndndez M, Rubert M, Gémez-Chinchdn M, Recio Visedo R, De la Piedra C (R|GINALES

Microtomografia

Los fémures izquierdos de las ratas se enviaron a la Uni-
versidad de Oviedo para el estudio de la microarquitec-
tura 6sea a partir de las imagenes de microtomografia
computarizada (micro-CT) adquiridas en las muestras
de hueso. Dicho andlisis se realizé en la metafisis distal
del fémur y en un anillo de hueso cortical de la diafisis
del mismo.

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

La correccion de campo plano se llevo a cabo al prin-
cipio de cada escaneo. Los tomogramas obtenidos del
escaneado de las muestras se reconstruyeron mediante
el algoritmo de Feldkamp modificado en la aplicacién
NRecon versién 1.6.9.16 (Bruker microCT, Kontich, Bél-
gica). Los parametros 6ptimos seleccionados fueron:
ring artefact reduction: 8; beam hardening correction: 30°;
smoothing: 1.

Los parametros de escaneo y de reconstruccion utili-
zados fueron los mismos para todas las muestras. Tras
la reconstruccion, se seleccionaron mediante la aplica-
cion CTAn version 1.14.4.1 (Bruker, Kontich, Bélgica) dos
voliumenes de interés (VOI) distintos en los que realizar
la determinacidn de las propiedades microestructurales
y de la densidad mineral 6sea. En el caso del hueso tra-
becular, se seleccioné un VOI comenzando a 1 mm del
cartilago de crecimiento de la metéfisis distal del fémur
(tomado como seccién de referencia) y ocupando 3,4
mm en direccién proximal (un total de 200 imagenes),
excluyendo para el andlisis el hueso cortical. Para el ana-
lisis de hueso cortical, se vuelve a tomar como referencia
el cartilago de crecimiento de la metafisis distal, comen-
zando el VOI a 14 mm del mismo y abarcando 2,5 mm
(150 imagenes). El analisis estructural de los VOI se lleva
a cabo con el software proporcionado con el equipo
(CTAn version 1.14.4.1). Una vez obtenidos los resulta-
dos de los pardmetros microestructurales, se utilizo6 el
programa CTVol 2.2.3.0 (Bruker, Kontich, Bélgica) para
visualizar los modelos tridimensionales creados con
CTAn mediante el algoritmo Marching cubes 33.

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

A continuacion, se detallan los parametros estudia-
dos para el hueso trabecular.

Relaciones de superficies y volumen:

La fraccion volumétrica dsea (BV/TV) refleja a la per-
feccion la pérdida o ganancia de hueso en los distintos
grupos. Se obtiene a partir de los indices morfométricos
basicos volumen de hueso (bone volume, BV) y volumen
de interés total (total volume of interest, TV). Se expresa
comunmente en porcentaje. La superficie total del hueso
trabecular (BS), se mide mediante triangulacién de la
superficie del objeto. Su relacién con el volumen de in-
terés analizado se conoce como densidad de la superfi-
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cie 6sea (BS/TV). Se expresa en mm, al ser el cociente

entre una unidad de superficie y una unidad de volumen.

La superficie especifica 6sea (BS/BV) expresa la relacion

entre la superficie total del hueso trabecular con el vo-

lumen ocupado tinicamente por hueso mineralizado. Al

igual que la variable anterior se expresa en mm-.
indices métricos directos:

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

Indices no métricos directos:

El factor de patrdn trabecular (Tb.Pf) describe cuan-
titativamente la conectividad trabecular. Es un indice de
conectividad inverso (a mayor valor de Tb.Pf menos co-
nectadas estan las trabéculas) basado en el calculo de
un indice de convexidad o concavidad relativa de la su-
perficie 6sea total, en el cual la concavidad de las super-
ficies trabeculares implica conectividad, mientras que la
convexidad indica estructuras desconectadas y aisladas.
A mayor valor del Tb.Pf la red trabecular muestra una
peor conectividad, que lleva implicita una disminuciéon
de la resistencia mecanica. Se expresa en mm ¢, El in-
dice de modelo estructural (SMI) indica la prevalencia
relativa de trabéculas en forma de placa (plate-like) o en
forma de tubo (rod-like), indicando mayor presencia de
placas cuanto mas se acerca el valor a cero'’. Se define
en un intervalo de valores de 0 a 3, donde 0 es una es-
tructura en forma de placa ideal y 3 un cilindro. El grado
de anisotropia (DA) es una medida de la simetria del ob-
jeto o de la presencia/ausencia de estructuras alineadas
en una determinada direccion. Se trata de una variable
adimensional. Cero es la isotropia total y 1 la anisotropia
total. Las distintas variables se midieron directamente
utilizando métodos descritos en la literatura!®,

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

Separacién endostio-periostio: El volumen total de la
seccion transversal dentro del periostio (VIP) es el valor
medio del volumen ocupado por hueso y médula 6sea
en las secciones transversales analizadas. Se expresa en
mm?3. Un valor bajo de VIP nos indica que hay menos for-
macion 6sea y mas reabsorcion, y al contrario si nos en-
contramos 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 mm?3. El volumen medular (Md.V) es el valor
medio del volumen ocupado por la médula 6sea en las
secciones transversales analizadas. Se expresa en mm?3,
Este valor nos indica lo contrario que VIP.

Parametros de porosidad estudiados: El volumen del
hueso cortical excluyendo los poros (Ct.BV); el ratio
entre la superficie cortical y el volumen del hueso corti-
cal sin poros (Ct.BS/BV); y la porosidad del hueso corti-
cal (Ct.B.Po).
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Biomecanica

Los fémures derechos de las ratas permanecieron con-
gelados a -809C y se descongelaron con anterioridad al
ensayo mecanico para una correcta preparacion. El en-
sayo se realiz6 en una maquina universal de ensayos. Se
configuré un ensayo de flexién a 3 puntos, con una dis-
tancia entre soportes de 17,6 mm y un diametro de in-
dentador de 5,6 mm. La fuerza se aplicé en la direcciéon
perpendicular al eje del hueso, en la regién de la diéfisis,
con una velocidad de aplicaciéon de 10 mm/min (0,17
mm/s). Se obtuvo una curva carga-desplazamiento para
cada muestra y se calcul6 el diametro de la diafisis a par-
tir del promedio de 6 medidas diferentes, para minimi-
zar el efecto de la variabilidad.

Pardmetros biomecénicos analizados:

A partir de la curva resultante de cada experimento se
han determinado diferentes pardmetros indicadores de
las caracteristicas mecanicas de las muestras?’: la fuerza
maxima de flexion en el momento del fallo mecanico; el
desplazamiento en el momento del fallo mecénico; la ri-
gidez extrinseca; la energia de rotura; la tensién maxima;
la deformacién maxima; y el mdédulo de Young.

Analisis estadistico

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

REsuLTADOS

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

La figura 2 muestra los niveles de los marcadores
bioquimicos de remodelado 6seo en los grupos de ratas
estudiados. Como era de esperar, los marcadores de for-
macioén y resorcion ésea (BGP, PINP y CTX) experimenta-

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

La figura 3 muestra una serie de parametros micro-
estructurales cuantitativos estudiados. La fraccién volu-
métrica dsea (BV/TV) y la densidad de superficie 6sea
(BS/TV) disminuyeron tras la ovariectomia, recuperan-
dose parcialmente tras el tratamiento con bazedoxifeno.
El bazedoxifeno recuper6 también parcialmente el au-
mento en la separacion trabecular (Tb.Sp) producido
por la ovariectomia, asi como la disminucidén en el nu-
mero de trabéculas (Tb.N), sin ejercer acciones sobre el
espesor trabecular (Tb.Th).

La figura 4 muestra las variables no métricas Tb.Pf y
SMI y las cuantitativas Conn.Dn y DA en los grupos de
ratas estudiados. El factor de patrén trabecular Tb.Pf au-
mento6 significativamente en las ratas ovariectomizadas,
indicando una importante pérdida de conectividad trabe-
cular tras la ovariectomia. El tratamiento con bazedoxi-
feno corrigié parcialmente esta pérdida. La ovariectomia
aumento también significativamente el indice de modelo
estructural SM], indicando una prevalencia de trabéculas
en forma de tubo en comparacidén con las ratas control,
con prevalencia de trabéculas en forma de placa. El trata-
miento con bazedoxifeno corrigié también parcialmente
esta variacion. El grado de anisotropia disminuy0 signifi-
cativamente tras la ovariectomia, aumentando tras el tra-
tamiento con bazedoxifeno a valores superiores a los de
las ratas controles.

La figura 5 muestra los resultados del volumen de
hueso + médula 6sea (VIP), hueso cortical (Ct.BV) y volu-
men medular (Md.V) en la cortical. El volumen de hueso +
médula no pareci6 variar significativamente tras la ova-
riectomia, pero fue menor en las ratas ovariectomizadas
tratadas con bazedoxifeno, lo que parece indicar una in-
fluencia de la falta de ovarios no resuelta por este farmaco.
El volumen de hueso cortical (Ct.BV) disminuy? significa-
tivamente tras la ovariectomia, no ejerciendo accién posi-
tiva el bazedoxifeno. El volumen de médula 6sea (Md.V)
aumento tras la ovariectomia, permaneciendo constante
tras el tratamiento con bazedoxifeno.

Figura 1. Densidad mineral ésea femoral (DMOF) y densidad mineral 6sea lumbar (DMOL) en los 3 grupos de ratas
SHAM (control), ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas tratadas con bazedoxifeno (OVX+BZD)

DMOF
0,30
0,28
S—
. 026
£
2
-T1)
0,24 a
a
0,22
SHAM ovX OVX + BZD

DMOL

0,21

g/cm?

0,16

SHAM (0)%.¢

OVX + BZD

DMOF. a: OVX vs. SHAM, p<0,01; OVX+BZD vs. SHAM, p<0,01; DMOL. a: OVX vs. SHAM, p<0,01; OVX+BZD vs. SHAM, p<0,05, b: OVX+BZD vs.

OVX, p<0,05.



2 Torrubia B, Martin Ferndndez M, Rubert M, Gémez-Chinchdn M, Recio Visedo R, De la Piedra C (OR|GINALES

Figura 2. Marcadores bioquimicos de remodelado 6seo:
osteocalcina (BGP), propéptido aminterminal del proco-
lageno I (PINP) y telopéptido carboxiterminal del cola-
genol (CTX) en los 3 grupos de ratas SHAM (control),
ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas tratadas
con bazedoxifeno (OVX+BZD)
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BGP. a: OVX vs. SHAM, p<0,01, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,01; PINP. a:
OVX vs. SHAM, p<0,01, b: OVX+BZD vs. OVX: p<0,01; CTX. a: OVX vs.
SHAM p<0,01; OVX+BZD vs. SHAM p<0,01.
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El volumen de hueso cortical disminuy®6 tras la ova-
riectomia (p<0,05), no ejerciendo ninguna accién el
bazedoxifeno. La superficie relativa cortical aumenté
tras la ovariectomia (p<0,05), normalizandose tras el
tratamiento con bazedoxifeno. La porosidad (Ct.B.Po)
disminuyé significativamente tras la ovariectomia
(p<0,001), no produciendo variaciones el tratamiento
con bazedoxifeno.

El desplazamiento maximo, la rigidez, el trabajo de
rotura, la tensién maximay el médulo de Young no va-
riaron con la ovariectomia ni con el trabajo de rotura.
La fuerza maxima de flexion en el momento del fracaso
mecanico disminuyd con la ovariectomia (p<0,05),
como era de esperar, sin ejercer efecto el bazedoxifeno.
La deformaci6on maxima antes de la rotura disminuy6
con la ovariectomia (p<0,05), recuperandose con el
tratamiento con bazedoxifeno.

Con respecto a los pesos de las ratas, al final del ex-
perimento el grupo SHAM pesaba 380+25 g, el grupo
0VX475+30 g (OVXvs. SHAM, p<0,01) y el grupo tratado
con bazedoxifeno 425+15 g (BZD vs. SHAM, p<0,05; BZD
vs. OVX, p<0,05). La ovariectomia hizo ganar peso a las
ratas y el tratamiento con bazedoxifeno amortigu6 par-
cialmente dicha ganancia.

Discusion

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

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

Con respecto a los marcadores bioquimicos de re-
modelado 6seo, nuestros resultados muestran un des-
censo del mismo en los niveles de BGP y PINP tras el
tratamiento con bazedoxifeno, aunque sin cambios en
el PINP. Coincidiendo con nuestros resultados, Bueno
y cols.?> observaron en un estudio realizado en 7.492
pacientes que el bazedoxifeno redujo el remodelado
06seo en mujeres postmenopausicas latinas afectadas
de osteoporosis. A este respecto es importante sefialar
que, no solo la disminucién de la densidad mineral
6sea, sino también el aumento de remodelado dseo
estd asociado a un incremento en el riesgo de frac-
tura?®, y que los cambios en los niveles de osteocalcina
a los 6 meses de tratamiento predijeron los cambios
observados a los 2 afios en la densidad mineral 6sea?’.

En cuanto a la calidad ésea, de acuerdo a los para-
metros de la microtomografia, nuestros resultados
mostraron efectos positivos del tratamiento con baze-
doxifeno sobre los parametros 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 recuperaron los valores basales de las ratas
control, pero si mejoran con respecto a las ovariecto-
mizadas.
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Figura 3. Fraccion volumétrica 6sea (BV/TV), densidad de superficie 6sea (BS/TV), espesor trabecular (Tb.Th), se-
paracion trabecular (Tb.Sp) y nimero de trabéculas (Tb.N) en los 3 grupos de ratas SHAM (control), ovariectomi-
zadas (OVX) y ovariectomizadas tratadas con bazedoxifeno (OVX+BZD)
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BV/TV. a: OVX vs. SHAM p<0,01; OVX+BZD vs. SHAM, p<0,05, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,05; BS/TV. a: OVX vs. SHAM p<0,01; OVX+BZD vs.
SHAM, p<0,05, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,05; Tb.Th. a: OVX+BZD vs. SHAM, p<0,05; Tb.Sp. a: OVX vs. SHAM p<0,01; OVX+BZD vs. SHAM,
p<0,05, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,05; Tb.N. a: OVX vs. SHAM p<0,01; OVX+BZD vs. SHAM, p<0,05, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,05.

Saito y cols.?® estudiaron monos adultos hembras ova-
riectomizadas a las que se suministr6 0,2 o 0,5 mg/kg de
bazedoxifeno durante 18 meses. Los niveles de cross-links
inmaduros y maduros, BV/TV, y Tb.Th fueron mayores en
el grupo tratado con bazedoxifeno que en el ovariectomi-
zado. Sin embargo, el SMI fue menor en el grupo tratado con
bazedoxifeno que en el grupo ovariectomizado. El trata-
miento con bazedoxifeno previno el deterioro de los niveles
de cross-links enzimaticos inmaduros, en los productos
avanzados de glicosilacion y en propiedades estructurales
como el BV/TV, Tb.Th y Tb.Pf, que controlan significativa-
mente la fuerza ésea del tejido trabecular.

Con respecto a los parametros biomecanicos, en nuestro
trabajo observamos que el bazedoxifeno ejerci6 también una
accion positiva con respecto a las ratas ovariectomizadas
sobre la deformacién maxima a la que es sometido el fémur
al realizar sobre el mismo una fuerza.

Por ultimo, el bazedoxifeno produjo una accién positiva
sobre el aumento de peso que experimentaron las ratas tras
la ovariectomia, siendo menor que el experimentado por las
ratas ovariectomizadas, aunque incrementado con respecto
alas controles.

La mayoria de estudios sobre los efectos del bazedoxifeno
lo hacen sobre las fracturas vertebrales, como los que hemos
comentado anteriormente!*?224, Algunos autores como Re-
ginster y cols.? confirman que el bazedoxifeno es también
capaz de reducir el riesgo de fracturas no vertebrales en mu-
jeres con alto riesgo de padecer osteoporosis. Autores como
Yavropoulou y cols.® observaron tras el tratamiento con ba-
zedoxifeno un aumento de la BMD lumbar pero no de la
BMD de cadera, pero, al igual que Reginster?’, si observaron
una disminucion del riesgo de fracturas no vertebrales en el
caso de mujeres postmenopausicas de alto riesgo.

Enrelacion al efecto comparativo ejercido por el bazedo-
xifeno y otros farmacos, en un meta-andlisis realizado sobre

48.000 pacientes, Liu y cols.*’ observaron que el alendronato
y el risendronato ejercian un efecto positivo mayor que el
bazedoxifeno sobre la osteoporosis, pero con mas efectos
adversos. Gatti y cols.3! afirman que el bazedoxifeno es tan
efectivo como el raloxifeno en prevenir la pérdida ésea en
mujeres con osteoporosis y en reducir la incidencia de nue-
vas fracturas vertebrales. Otros autores como Ellis y cols.*?
consideran que el bazedoxifeno. es comparable a los bifos-
fonatos para prevenir las fracturas vertebrales entre las mu-
jeres con osteoporosis postmenopausica de alto riesgo.

En un trabajo realizado por nuestro grupo administra-
mos acido zoledrénico a ratas ovariectomizadas y consegui-
mos efectos muy superiores de aumento de la DMO lumbar
y femoral sobre las ratas no tratadas que en el caso del ba-
zedoxifeno. Las condiciones de edad de las ratas y tiempo de
ovariectomia eran totalmente similares a las de este trabajo,
por lo que los resultados pueden ser comparados. Autores
como Yavropoulou y cols.® afirman que el bazedoxifeno no
parece ofrecer ventajas significativas sobre otros agentes an-
tirresortivos, pero considerando la necesidad de tratamien-
tos de larga duracién para la osteoporosis, es un farmaco que
tiene un puesto en el esquema terapéutico a largo plazo para
combatir esta enfermedad. Autores como Gatti y cols.?! su-
gieren que, debido a su particular perfil, el bazedoxifeno se
puede considerar como una terapia de segunda linea para
mujeres entre 65 y 70 afios donde los bifosfonatos estén con-
traindicados o sean mal tolerados. Estos autores piensan que
el bazedoxifeno puede también tener su puesto como terapia
en primer lugar en mujeres postmenopausicas mas jévenes
para el manejo de su menopausia y la prevencion de la os-
teoporosis, y que se podria prescribir solo o con estrogenos
conjugados.
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Figura 4. Factor de patron trabecular (Tb.Pf), indice de
modelo estructural (SMI) y grado de anisotropia (DA).
En los 3 grupos de ratas SHAM (control), ovariectomiza-
das (OVX) y ovariectomizadas tratadas con bazedoxifeno
(OVX+BZD)

Tb.Pf
20 a
15
g
E 10
-
5 I
0
SHAM ovX OVX + BZD
SMI
3
a
2
—
1
0
SHAM ovX OVX + BZD
DA
2,0
1,9 a,b
1,8
—_
1,7 a
1,6
1,5
SHAM (0)70:¢ OVX + BZD

Tb.Pf. a: OVX vs. SHAM, p<0,01; OVX+BZD vs. SHAM, p<0,05, b:
OVX+BZD vs. OVX, p<0,05; SMI. a: OVX vs. SHAM, p<0,01; OVX+BZD
vs. SHAM, p<0.05, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,0; DA. a: OVX vs. SHAM,
p<0,05; OVX+BZD vs. SHAM, p<0,01, b: OVX+BZD vs. OVX, p<0,01.
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Figura 5. Volumen de hueso + médula ésea (VIP), hueso
cortical (Ct.BV) y volumen medular (Md.V) en la cortical.
En los 3 grupos de ratas SHAM (control), ovariectomiza-
das (OVX) y ovariectomizadas tratadas con bazedoxifeno
(OVX+BZD)
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CtBv. a: OVX vs. SHAM, p<0,05; OVX+BZD vs. SHAM, p<0,05; Md.V. a:
OVXvs. SHAM, p<0,01.
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Resumen

Objetivos: Conocer las acciones del oxigeno a alta concentracién en camara hiperbarica (CH) sobre la expresion de genes
relacionados con el metabolismo 6seo en lineas celulares osteoblasticas y hueso trabecular humano.

Material y métodos: Se analizo la expresion diferencial de varios genes relacionados con el metabolismo dseo (SOST,
RUNX2, MMP14, OPG, HIF-1a y SIRT1) en dos lineas celulares osteoblasticas humanas (Saos y Super-Saos) y en fragmentos
de hueso trabecular humano sometidos a una, tres o cinco sesiones de CH (90 minutos, oxigeno 100%; 2,3 atmésferas). En

cada experimento se utiliz6 un control que no recibié CH.

Resultados: No encontramos diferencias significativas tras la CH en la expresion de los genes estudiados, ni en las células
ni en hueso trabecular. Solo en la linea celular Super-Saos la expresion de OPG tras 5 sesiones de CH descendid 6 veces

con respecto a la del grupo control (24 de 72; p=0,01).

Conclusiones: El oxigeno a alta concentracién en camara hiperbarica no parece tener influencia en la expresion de genes

relacionados con el metabolismo dseo.

Palabras clave: oxigeno, camara hiperbarica, hueso, genes.

INTRODUCCION

El oxigeno es necesario para la produccidn de energia
celular y estd implicado en numerosos procesos, como la
activacion enzimatica, la sefializacion molecular y la regu-
lacion de la expresion de genes'. También en la angiogéne-
sis, el mantenimiento de las células madre hematopoyéticas
y la formacién 6sea® De hecho, cambios en la presion par-
cial de oxigeno pueden influir en la funcién de los osteo-
blastos y osteoclastos?. En hipoxia desciende la formacién
y la mineralizacion del hueso, mientras que aumenta la
resorcion*®. En sentido contrario, la hiperoxia podria
tener un efecto beneficioso para el hueso. El tratamiento
con oxigeno a alta concentracién en cAmara hiperbarica
(CH) ha demostrado su utilidad en la osteomielitis y la
osteonecrosis de mandibula causada por radioterapia o
por el uso de bisfosfonatos’*. La CH acelera la diferencia-
cidn osteogénica de células mesenquimales y disminuye
la activacion de osteoclastos®12,

»

En este trabajo hemos querido analizar las acciones
del oxigeno a alta concentracion en CH sobre la expresién
de genes relacionados con el metabolismo 6seo en lineas
celulares osteoblasticas y hueso humano361314,

MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares osteoblasticas Saos-2
y Super-Saos. Saos-2, derivada de un osteosarcoma hu-
mano. Super-Saos es una linea generada en nuestro la-
boratorio, derivada de la anterior y con alta capacidad
de expresar el gen de la esclerostina (SOST)°. Ambas li-
neas fueron cultivadas en frascos T25 con 5 ml de medio
de cultivo DMEM (medio de cultivo Eagle modificado de
Dulbeco) mas 1% P/S (penicilina-estreptomicina) y 1%
anfotericina B, y se guardaron en incubadora a 372C du-
rante una semana, cambiando el medio de cultivo cada
4 dias hasta cubrir entre el 60-80% de la superficie del

Correspondencia: Carmen Valero Diaz de Lamadrid (mirvdc@humv.es)



ORIGINALES Influencia del oxigeno a alta concentracion en cdmara hiperbarica sobre el metabolismo dseo 29

Rev Osteoporos Metab Miner. 2020;12(1):28-31

frasco. Las placas se introduje-
ron en la CH (Galeazzi, Italia;
100% oxigeno; 2,4 atmosferas)
durante 90 minutos por sesién
recibiendo una, tres o cinco se-
siones consecutivas (Figura 1).
Se utilizé como grupo control la
misma linea celular sometida a
idénticas condiciones de cultivo,
transporte y manipulacion, pero
sin someterse a la CH.

Fragmentos 6seos

Se utilizaron fragmentos de
hueso trabecular extraidos de la
cabeza femoral de pacientes con
cirugia de reemplazo de cadera
por fractura osteoporotica. Tras
la extraccion, los fragmentos
0seos recibieron una sola sesiéon
de CH (Galeazzi, Italia; 100%
oxigeno; 2,4 atmosferas) du-
rante 90 minutos y posterior-
mente se congelaron a -702C. Se
utilizaron como controles frag-
mentos de hueso sometidos a
las mismas condiciones de conservacion, cultivo, trans-
porte y manipulacién pero sin recibir CH. Este experi-
mento fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién
Clinica (CEIC) de Cantabria. Todos los pacientes dieron
su consentimiento informado.

Extraccion y cuantificaciéon de ARN

Alas 24 horas de la tltima sesién de CH se procedi6 a la
extraccion del ARN, tanto en las lineas celulares como
en el hueso. En el proceso de homogenizacion en lineas
celulares se realizé lavado de las muestras con tampdn
fosfato salino (PBS) previo al uso del TRIzol®. En el caso
de los fragmentos dseos también se empleé TRIzol®, asi
como homogeinizacién durante 20-30 segundos hasta
conseguir pulverizar la muestra, y posteriormente se
centrifugé. En ambos casos se siguieron las recomenda-
ciones del fabricante y se continu6 con el proceso de se-
paracion, precipitacién y resuspensién del ARN.

Se us6 RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa reversa) cuantitativa para detectar la
expresion de los genes: SOST (gen de esclerostina),
RUNX2 (proteina relacionada con el factor de transcrip-
cién 2), MMP14 (metaloproteinasa 14), HIF-1a (factor
inducible por hipoxia), SIRT1 (sirtuinal), OPG (osteo-
protegerina) y RANKL (ligando del activador del recep-
tor del factor nuclear kappa-B) utilizando ensayos
Tagman y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
obtuvieron los valores del ciclo umbral (Ct) y los datos
se normalizaron a la expresion de GAPDH (gliceralde-
hido-3-fosfato deshidrogenasa) y TBP (proteina de
unién a caja TATA) utilizando el método ACt. Para calcu-
lar el nivel relativo de ARNm se usé la féormula 2-2¢
donde ACt es la diferencia entre la media de los Ct de los
genes normalizadores y el Ct del gen de interés.

Analisis estadistico

Se utilizd test no paramétricos, el test de Wilcoxon para
la comparacién de medias de dos grupos emparejados.
Valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

Figura 1. CAmara hiperbarica

REsuLTADOS

Efecto de CH en la expresion de ARN en la linea celular Saos-2
No hubo diferencias en la expresion de genes en la linea
celular tras una, tres o cinco sesiones de CH. Las diferen-
cias respecto al control en 24 tras 5 sesiones fueron de
0,71 para SOST (p=0,50), 0,89 para SIRT1 (p=0,34), 0,47
para MMP14 (p=0,18), 0,43 para HIFla (p=0,18), 0,79
para RUNX2 (p=0,65) y 7,91 para OPG (p=0,40) (Figura 2).
No se detect6 expresion de RANKL.

Efecto de CH en la expresion de ARN en la linea celular
Super-Saos

Encontramos con respecto al control que la expresion
de OPG disminuye 6 veces tras 5 sesiones de CH (2%,
72 p=0,01). En el resto de genes no hubo diferencias: 2%,
de 1,03 para SOST (p=0,34), 1,46 para SIRT1 (p=0,34),
1,77 para MMP14 (p=0,18), 1,08 para HIFla (p=0,18),
1,14 para RUNX2 (p=0,18) y 1,24 para RANKL (p=0,31)
(Figura 3).

Efecto de CH en la expresion ARN en hueso trabecular
Tampoco hubo diferencias en la expresion de los genes
tras CH en el hueso, solo un modesto incremento, no sig-
nificativo, en la expresién de SOST con un cambio de 24%
de 5,39 (p=0,48). En el resto de los genes las diferencias
fueron de 0,92 para MMP14 (p=0,58), 1,28 para HIF1a
(p=0,81), 0,72 para RUNX2 (p=0,24), 1,18 para SIRT1
(p=0,42), 1,97 para RANKL (p=0,91) y 3,9 para OPG
(p=0,55) (Figura 4).

CONCLUSIONES

Se cree que la hiperoxia podria ser beneficiosa para el hueso
aumentando la proliferacion y diferenciacion de los osteo-
blastos'é. Al Hadi y cols.® describieron un aumento en la ex-
presion de coldgeno tipo I y ARNm de Runx-2 en lineas
celulares de osteoblastos (Saos-2) sometidas a CH durante
14 dias (2,4 ATA, 97% 0,, 90 min/dia). La CH aument6 tam-
bién la proliferacién y diferenciacién de osteoblastos en
hueso alveolar humano?’. La hiperoxia ademas parece dis-
minuir la resorcién 6sea. El tratamiento en CH (100% O,,
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Figura 2. Diferencia en la expresion de genes a estudio y
los housekeeping en la linea celular SAOS tras 5 sesiones
de camara hiperbarica

SAOS
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CH: grupo celular sometido a cdmara hiperbarica; SOST: escleros-
tina; SIRT1: sirtuinal; MMP14: metaloproteinasa 14; HIF-1a: factor
inducible por hipoxia 1a; RUNX2: proteina relacionada con el factor
de transcripcion 2; OPG: osteoprotegerina.

Figura 4. Diferencia en la expresion de genes a estudio
y los housekeeping en hueso tras una uinica sesion de
camara hiperbarica

2-Act Hueso trabecular
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CH: grupo celular sometido a cdmara hiperbdrica; SOST: escleros-
tina; SIRT1: sirtuinal; MMP14: metaloproteinasa 14; HIF-1a: factor
inducible por hipoxia 1a; RUNX2: proteina relacionada con el factor
de transcripcién 2; OPG: osteoprotegerina.

2,4 ATA) redujo la expresion de RANK, NFATc1 y Dc-STAMP
en el suero de pacientes y regulé también la expresion del
factor inducible en hipoxia (HIF-1a)*8. Otras acciones des-
critas del oxigeno a alta concentracién (0, 100%, 2,4 ATA)
son la mejora en la angiogénesis, el aumento de la vascula-
rizacién en aspirado de cresta iliaca de ratones'®, mayor
proliferacion celular? o aceleracién en la curacion de frac-
turas abiertas de fémur en animales de experimenta-
cién?!. Sin embargo, la mayoria de estos trabajos se han
realizado en modelos animales, siendo escasos los estu-
dios en humanos. En pacientes con necrosis avascular de
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Figura 3. Diferencia en la expresion de genes a estudio
y los housekeeping en la linea celular Super-SAOS tras
5 sesiones de camara hiperbarica
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CH: grupo celular sometido a cdmara hiperbarica; SOST: escleros-
tina; SIRT1: sirtuinal; MMP14: metaloproteinasa 14; HIF-1a: factor
inducible por hipoxia 1a; RUNX2: proteina relacionada con el factor
de transcripcion 2; OPG: osteoprotegerina.

la cabeza femoral aumentaron los niveles séricos de OPG
tras la CH (5,61£1,99 pmol/L basal, 7,90+1,9 pmol/L tras
15 sesiones, 8,97+2,07 pmol/L tras 30 sesiones; p<0,05),
sin producirse cambios en los niveles de RANKL?2, Tras la
CH (2,5 ATA, 100% O, durante 90 min/dia) mejoré tam-
bién la diferenciacion osteogénica de células mesenqui-
males de la médula 6sea en los pacientes tratados, con una
regulacion ascendente en Wnt3a, b-catenina y Runx2 y
descendente de GSK-3b, en comparacion con los aquellos
que no la recibieron'. Estos mismos autores describieron
también un aumento de la proteina morfogenética dsea
(BMP2) y de Osterix en los enfermos tratados?2.

En nuestro estudio no encontramos que el oxigeno a alta
concentracion en CH influya en la expresion de diferentes
genes relacionados con el metabolismo 6seo (SOST, SIRT1,
MMP14, HIF1a, RUNX2, OPG y RNAKL). Sin embargo, que-
remos destacar que encontramos una ligera tendencia, no
significativa, al incremento en la expresion de SOST en el
hueso sometido al tratamiento. Sabemos que la tension de
oxigeno influye en la regulacién de SOST y que en hipoxia
(tension de oxigeno al 1%) osteoblastos y osteocitos expre-
san niveles bajos de SOST y esclerostina?, quizas esto es de-
bido a una menor expresion de prolil-hidroxilasa (PHD2)
ya que se ha visto que la delecciéon de PHD2 en osteocitos
origina una menor produccién de esclerostina dependiente
de SIRT1*. Esta via podria ayudar a comprender mejor el
mecanismo fisiopatoldgico a través del cual, y en sentido
contrario, un entorno rico en oxigeno podria aumentar la
expresion de SOST y esclerostina. De hecho, nuestro grupo
ha encontrado un aumento del 25% en los niveles de escle-
rostina en el suero de 12 pacientes sometidos al tratamiento
en CH. Sin embargo, otros trabajos son contradictorios3.

En conclusién, no parece que la hiperoxia en CH influya
en la expresion de genes relacionados con el metabolismo
0seo, aunque consideramos que se necesitan mas estu-
dios que profundicen en el conocimiento de las acciones
del oxigeno en el hueso.

}}l Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener conflicto de intereses.
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La fractura de himero proximal representa del 5 al 8% de
todas las fracturas, siendo el doble de frecuente en muje-
res que en hombres. Estas fracturas se producen mayori-
tariamente en pacientes con fragilidad 6sea, estando entre
las mas frecuentes junto con la fractura de cadera y de
radio distal en pacientes mayores de 65 afios'*; esto su-
pone un reto multidisciplinar. Desde que las fracturas de
htmero proximal se han considerado fracturas por fragi-
lidad, el papel de la densidad mineral ésea general y local
esta ganando cada vez mas interés en la literatura®®.

La influencia de la densidad mineral 6sea local en el
resultado funcional del tratamiento de las fracturas de
htimero proximal es controvertida, y clasicamente no se
ha abordado lo suficiente en la literatura. Sin embargo,
los estudios mas recientes demuestran que la osteopo-
rosis puede afectar negativamente al tratamiento qui-
rargico y la consolidacién posterior de las fracturas del
humero proximal. Es por ello que la calidad 6sea debe
ser parte de la evaluacion preoperatoria®®.

La determinacion del grosor cortical como predictor
de mineralizacién del esqueleto se informé por primera
vez en 1960 por Barnett y Nordin'’. Desde entonces, las
mediciones del grosor cortical de la diafisis femoral y los
metacarpianos se han utilizado ampliamente para esti-
mar los cambios osteopordticos en el hueso. Sin em-
bargo, se ha demostrado que el grosor cortical del
humero distal es un predictor ain mas confiable para
detectar osteoporosis generalizada que el de la cortical
femoral o la de los metacarpianos!™.

El uso de una medicion simple que permita determi-
nar la calidad 6sea del humero proximal podria ayudar
en la toma de decisiones quirurgicas, permitiendo rea-
lizar la indicacién de la técnica mas adecuada. Por ejem-
plo, puede ser posible predecir la seguridad de la fijacién
del tornillo en el hueso!®.

La medicion propuesta por Tingart!! es el método
mas frecuentemente utilizado para medir la calidad 6sea
en las radiografias AP del hombro. Sin embargo, en los
pacientes que presentan fractura proximal de hiimero,
los puntos de referencia requeridos para la medicion de
Tingart a menudo estan involucrados en la fractura. Ade-
mas, se precisa corregir los errores de medicién por la
magnificacion de las radiografias, y no siempre existe
una referencia para realizarla.

44

Recientemente, estd ganando relevancia en la litera-
tura otro indice que relaciona el grosor de las corticales
con la calidad ésea: el indice de la tuberosidad deltoidea
(deltoid tuberosity index, DTI). Las mediciones necesa-
rias para el mismo se realizan inmediatamente por en-
cima del extremo superior de la tuberosidad deltoidea.
A dicho nivel, los bordes corticales exteriores se vuelven
paralelos; el DTI es igual a la relacion entre el didmetro
cortical externo y el didmetro endostal interno. Cuando
esta relacion tiene un valor inferior a 1,4, existird una
baja densidad mineral dsea en el himero proximal®.

A diferencia de lo que ocurre con el indice de Tingart,
lalocalizacion de las mediciones precisas para el calculo
del DTI estan alejadas de las lineas de fractura. Ademas,
la tuberosidad deltoidea generalmente aparece bien de-
finida en las radiografias AP, posiblemente debido a la
posicién antialgica que normalmente se adopta, con el
brazo en rotacién interna®.

En su estudio, Spross y cols.” encuentran que la co-
rrelacion existente ente las mediciones radiograficas y
la densidad mineral 6sea local fueron fuertes para el DTI
y moderadas para la medicién de Tingart. Igualmente,
la reproducibilidad interobservador fue mayor en el DTI.

Por todo lo expuesto anteriormente, consideramos
que el DTI es una herramienta fiable, simple y aplicable
para evaluar la calidad 6sea local en el himero proximal.
Ademas, su uso presenta una mejor aplicabilidad clinica
en pacientes con fracturas de humero proximal que el
indice de Tingart, ya que, en ocasiones, las lineas de frac-
tura alcanzan los puntos de referencia de dicha medi-
cién.

De esta manera, Spross y cols.!? han generado un al-
goritmo integral como guia de tratamiento para la FHP,
donde se priorizan las demandas y la biologia del pa-
ciente, siendo una herramienta util para la toma de de-
cisiones, consiguiendo poca tasa de complicaciones y
revisiones.

En virtud de todo ello, creemos que una valoracion
integral del paciente, con sus distintas facetas, ponde-
rando en su justa medida cada una de ellas, nos aproxi-
mard a la realidad; de ahi que la consideracién de esta
vision global del paciente, no limitdndonos dnica y ex-
clusivamente a la fractura, marcara la diferencia entre
ser buenos o llegar a ser excelentes.

Correspondencia: Luis Javier Roca Ruiz (luisjrocaruiz@gmail.com)
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