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La calidad 6sea viene determinada por una serie de factores diversos entre los
que presentan especial importancia la propia densidad mineral ésea (DMO), el
remodelado 6seo y las propiedades biomecdnicas del hueso.

El objetivo de este trabajo es el estudio de las variaciones producidas por la or-
quidectomia o la ovariectomia sobre estos factores, asi como los efectos produ-
cidos por la administracién de hormona paratiroidea (PTH) (4 x 10 g/kg/dia)
via subcutdnea, tanto a nivel preventivo como curativo.

Se han estudiado 97 ratas Wistar macho (M) y 92 ratas hembra (H) de 9 me-
ses de edad, que fueron SHAM-operadas (SHAM), orquidectomizadas (OQX)
u ovariectomizadas (OVX), tratadas y no tratadas con PTH; y se repartieron en
dos estudios: preventivo y curativo.

Se determinaron la DMO en columna y fémur por absoriometria de rayos X de
doble energfa (DEXA). estudios histomorfométricos de volumen trabecular,
marcadores de formacién y resorcién Gsea y propiedades biomecdnicas (momento
torsor, rigidez, 4ngulo girado, energia absorbida y tensién cortante méxima).
Tanto la OQX como la OVX produjeron disminucién significativa en la DMO,
que se detectaron con mayor sensibilidad con la histomorfometria que con la
DEXA, aumento general del remodelado y variaciones en los pardmetros bio-
mecéanicos en el caso de la OVX. Nuestros resultados mostraron que la deple-
cién estrogénica tiene consecuencias mds graves sobre la pérdida de calidad del
hueso que la androgénica.

La administracién de PTH, tanto por prevencién como por tratamiento, res-
taura los niveles de la DMO en las ratas OQX, aunque los niveles de remode-
lado 6seo, especialmente los de formacion, de los animales tratados sufren un in-
cremento significativo frente a los controles. Las propiedades biomecanicas del
hueso en ratas OQX u OVX tratadas son similares a las de las ratas control, su-
giriendo que la PTH no tiene efectos negativos sobre la calidad del hueso. En
el caso de las ratas OVX, la administracién de PTH restaura los niveles de ca-
lidad 6sea en el estudio preventivo, pero no es capaz de hacerlo totalmente en
el curativo, lo que sugiere que existe un Iimite en el nivel de pérdida ésea a
partir del cual no es posible recuperar los valores normales.

PALABRAS CLAVE: tratamiento con PTH, orquidectomfa, ovariectomfa,
calidad 6sea.

Bone quality is determined by a variety of factors, among which bone mineral
density (BMD), bone remodelling and biomechanical properties of bone have
special importance.

The purpose of this work is to study changes produced by orchidectomy and ova-
riectomy on these factors, and the effects produced by subcutaneous PTH-ad-
ministration (4x10°g/kg/day), at preventive and treatment level.
Ninety-seven male Wistar rats (M) and 92 female Wistar rats (H), 9 months old,
SHAM-operated (SHAM), orchidectomized (OQX) or ovariectomized (OVX);
treated and non-treated with PTH were studied; and they were distributed into
two studies: prevention and treatment.

Lumbar BMD and femoral BMD were measured by DEXA, trabecular-volu-
me histomorphometric assays, formation and resorption markers and biome-
chanical properties (maximum torque, angular deformation, rigidity and ab-
sorbed energy) were also measured.

Both orchidectomy and ovariectomy produced a significant decrease in BMD,
that was detected with more sensitivity with histomorphometric assays than
with DEXA, a general increase in bone remodeling and changes in biomecha-
nical parameters in the case of OVX rats. Our results showed that estrogenic de-
pletion produces higher bone quality decrease than the androgenic one.

PTH administration on a preventive and treatment level restores BMD levels
in OQX rats, although bone remodeling levels, especially formation markers,
in treated animals suffered a significant increase with respect to control group.
Biomechanical properties of bone in OQX and OVX treated-rats were similar
to those of the control group, suggesting that PTH do not produce negative
effects on bone quality. In the case of OVX rats, PTH administration restores
bone quality levels in the preventive study, but it could not restore these le-
vels in the treatment study, a fact that suggests that there is a limit in bone
loss level from which normal levels cannot be recovered.

KEY WORDS: treatment with PTH, orchidectomy, ovariectomy, bone qua-
lity.
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INTRODUCCION

El descenso en los niveles de estrégenos
tras la menopausia conduce a una dismi-
nucién de la masa 6sea con el consiguien-
te aumento del riesgo de fractura. Asi-
mismo, se conoce el hecho de que la falta
de andrégenos conlleva también un des-
censo en la masa del hueso y un aumento
del riesgo de fractura'~.
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El andlisis de los resultados obtenidos tras
el uso clinico de diversos tipos de firma-
cos, orientados en un principio a produ-
cir un aumento de la densidad mineral
6sea (DMO), llevé a la conclusion de que
no siempre un mayor aumento de la masa
6sea producia la mdxima disminucién del
riesgo de fractura’. Esta circunstancia con-
dujo incluso a reconsiderar la definicién
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oficial de osteoporosis, pasando a tener mds
importancia el concepto de calidad 6sea
que el de masa Gsea (contenido mineral
6seo)’.

De hecho, en la actualidad estd universal-
mente aceptado que la disminucién de la
fragilidad ésea, es decir, del riesgo de frac-
tura, estd asociada al concepto denomina-
do calidad ésea’. La calidad ésea engloba
multiples cualidades del hueso y no séla-
mente la cantidad de masa dsea. De he-
cho, dentro de este concepto estdn inclui-
das, entre otras propiedades, la geometria,
la microarquitectura, la conectividad tra-
becular, la capacidad de reparacién de mi-
crofracturas, las propiedades fisicas del ma-
terial 6seo y la composicién quimica de la
matriz.

Como se ha comentado anteriormente la
falta de estrégenos y de andrégenos conduce
a un aumento de la fragilidad ésea cons-
tituyendo un importante problema de sa-
lud publica. Las drogas utilizadas para
combatir tanto la osteoporosis postmeno-
pdusica como la debida a la falta de an-
drégenos, se pueden clasificar en dos gru-
pos principales: los inhibidores de la
resorcién Gsea, como los bifosfonatos y el
raloxifeno; y los estimuladores de la for-
macién, como la hormona paratiroidea
(PTH).

Cada una de estas estrategias ha originado
tratamientos que reducen de modo signi-
ficativo el riesgo de fractura. Sin embar-
go, estos fdrmacos no estdn completamente
exentos de producir efectos potencialmente
negativos sobre la calidad del tejido 6seo®.
Los objetivos de este trabajo han sido:

1. Estudiar c6mo influye la deplecién es-
trogénica o androgénica sobre una serie de
pardmetros implicados directamente en la
calidad del tejido 6seo, como son: la tasa
de densidad mineral 6sea, medida por el
método cldsico de absorciometria de rayos
X de doble energfa (DEXA), la microar-
quitectura sea, cuantificada a través de
técnicas histomorfométricas y las propie-
dades biomecanicas del hueso, realizando
ensayos de torsién. Asimismo, se han ana-
lizado las variaciones producidas en el re-
modelado 6seo por la falta de estrégenos
y andrdgenos; ya que se sabe actualmente
que el nivel de remodelado éseo es un pro-
ceso que estd implicado directamente en
la reparacién de las microfracturas y en el
grado de mineralizacién del tejido éseo’.
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2. Analizar c6mo afecta a la calidad ésea
el tratamiento intermitente con PTH (1-
34) de rata a animales con osteoporosis
debida a la falta de estrégenos y andré-
genos, tanto a nivel preventivo como cu-
rativo.

Este estudio se ha realizado utilizando
como modelos experimentales, amplia-
mente validados, ratas ovariectomizadas y
ratas orquidectomizadas®?.

MATERIAL Y METODO
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se estudiaron 97 ratas Wistar macho (M)
y 92 ratas Wistar hembra (H) de 9 meses
de edad y un peso medio de 523 = 74 gy
354 + 66 g, respectivamente, que fueron
SHAM-operadas (SHAM), orquidectomi-
zadas (OQX) u ovariectomizadas (OVX)
y se repartieron en 2 estudios:

1. Estudio A (prevencién de la osteopenia
inducida por deplecién hormonal). Gru-
po formado por ratas SHAM (SHAMM n
=15 y SHAMH n = 10) tratadas con pla-
cebo durante 72 dias; ratas castradas (OQX
n =12y OVX n = 10) tratadas también
con placebo durante 72 dfas, y ratas cas-
tradas y tratadas inmediatamente después
de la operacién con PTH durante 72 dias
(OQX+PTH n = 13 y OVX+PTH n =
10).

2. Estudio B (tratamiento de la osteope-
nia establecida). Grupo formado por ratas
SHAM sacrificadas 6 meses después de la
operacion simulada (SHAMMI1 n = 11y
SHAMHI1 n = 12), ratas sacrificadas 6 me-
ses después de la ovariectomia u orqui-
dectomia (OQX1 n =11yOVXln=12),
ratas SHAM tratadas con placebo duran-
te 72 dfas comenzando 6 meses después
de la operacién simulada (SHAMM?2 n =
5 y SHAMH2 n = 16), ratas operadas tra-
tadas con placebo durante 72 dfas co-
menzando 6 meses después de la castra-
ci6n (OQX2 n = 15y OVX2 n = 10), y por
dltimo, ratas operadas y tratadas con PTH
durante 72 dias comenzando el tratamiento
6 meses después de la castracién (OQX2 +
PTH n = 15y OVX2 + PTH n = 12).
Para la administracién de la PTH se uti-
liz6 el fragmento 1-34 de la PTH de rata
(SIGMA-ALDRICH, Germany) a una do-
sis de 4 ug/kg/dia. Esta se diluyé en una
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solucién de dcido acético glacial y alba-
mina al 0,1% en agua, se procedi6 a su
liofilizacién y se almacené a 4 °C hasta
el momento de su uso. El dfa de su utili-
zacién, la PTH se disolvié en suero fisio-
l6gico y se administré diariamente a las
ratas via subcutdnea durante 72 dfas in-
mediatamente después de la operacién
en el caso del estudio A, y 6 meses des-
pués de la operacién en el caso del estu-
dio B.

Un dia después del dltimo dia de trata-
miento se procedi6 al sacrificio de las ra-
tas bajo anestesia etérea, por exanguina-
ci6én mediante puncién cardfaca.

La sangre obtenida en el sacrificio de los
animales fue centrifugada a 2.500 r.p.m. du-
rante 15 minutos para la obtencién de sue-
ros. Estos sueros fueron alicuotados y al-
macenados a —70 °C hasta su utilizacién
en la determinacién de marcadores de re-
modelado éseo y pardmetros bioquimicos.
En este momento se procedié también a
la extraccién de las dos tibias de las ratas
para su posterior uso en los ensayos histo-
morfométricos.

Las ratas fueron después congeladas a
—20 °C hasta el dfa anterior a la realizacion
de las densitometrias 6seas, momento en
el cual se descongelaron, manteniéndose
en nevera a 4 °C. Cuando los anima-
les estuvieron descongelados se proce-
di6 a la extraccién del fémur izquierdo y
a la realizacién posterior de la determi-
nacién de la masa ésea en dicho fémur.
También se extrajo en ese momento el
fémur derecho para la posterior deter-
minacién de las propiedades biomecd-
nicas del hueso. A continuacidn, se de-
termind la DMO en columna lumbar in
situ.

DETERMINACION DE LA DENSIDAD
MINERAL OSEA

Densitometria 0sea

Las densitometrias Gseas se realizaron
en el fémur izquierdo tras su extraccién y en
la columna lumbar (L2, L3, L4) in situ,
mediante DEXA con tecnologia HOLO-
GIC QDR-1000TM, y con un software
acoplado para el andlisis de huesos peque-
fios'®. Los coeficientes de variacién de esta
técnica son 0,53-1,2%.



DE LA PIEDRA C ET AL. TRATAMIENTO CON HORMONA PARATIROIDEA DE LA OSTEOPOROSIS PRODUCIDA POR DEPLECION
ESTROGENICA O ANDROGENICA: EFECTOS SOBRE LA CALIDAD OSEA EN UN MODELO EXPERIMENTAL EN RATAS

Estudios histomorfométricos

Las tibias fueron aisladas, cortadas longi-
tudinalmente o transversalmente, con una
sierra de precisién de diamante (Isomet
1.000) y fijadas con formol neutro duran-
te 10 horas a 4 °C. Después se procedi6 a
realizar secciones de 2,5-4 um de grosor
con un microtomo HM360 microm, con
carburo de tungsteno y utilizando cuchi-
llas de diamante (Diatome) de 8 mm.

Se tifieron en primer lugar con azul de me-
tileno (azur II) para visualizar la morfo-
logia general, y después se procedi6 de
diferentes maneras, segin el estudio his-
tomorfométrico a realizar.

En las ratas hembra la morfometria Gsea
(espesor cortical de la tibia) fue realizada
mediante tincién de la parte mineral de
cortes transversales de la didfisis tibial con
von Kossa, y la microarquitectura en 3D
del hueso trabecular (4rea trabecular apa-
rente) fue estudiada en secciones inorgé-
nicas longitudinales de tibia (0,5 mm)
usando un microscopio 6ptico estereosco-
pico.

En las ratas macho, para la histomorfome-
tria estdtica, se tifié la parte mineral de las
secciones longitudinales de hueso con von
Kossa, y después, se utilizaron dichas sec-
ciones para obtener una imagen en blanco
y negro (1 bit), con la que se calcul6 el vo-
lumen trabecular total (BV/TV) mediante
un recuento de pixeles con el programa
Image J (NIH), as{ como el espesor trabe-
cular (Tb.Th) y la separacién entre trabéculas
(Tb.Sp) mediante mediciones directas.

MARCADORES DE REMODELADO
OSEO

Marcadores de formacion dsea

Las determinaciones de osteocalcina (BGP)
en suero se realizaron mediante un ensa-
yo inmunorradiométrico (IRMA) comer-
cial especifico para BGP de rata (Rat Os-
teocalcin IRMA kit, Immutopics). Los
coeficientes de variacién intra e interen-
sayo de este método fueron 2,3% y 4,0%,
respectivamente. La sensibilidad de este
ensayo fue de 0,01 ng/ml.

La fosfatasa alcalina total (ALP) en suero fue
medida mediante la estandarizacién IFCC,
con un autoanalizador Roche modular

DDPP. Los coeficientes de variacién intra
e interensayo de este método fueron 0,67%
y 0,67%, respectivamente y la sensibili-
dad, 1 Ul

Marcadores de resorcion dsea

Las determinaciones del telopéptido car-
boxiterminal del coldgeno tipo I (CTX)
en suero se realizaron mediante un inmu-
noensayo (ELISA) comercial especifico para
CTX de rata (Rat-Laps ELISA, Nordic
Bioscience Diagnostics). Los coeficientes
de variacién intra e interensayo de este
método fueron 5,6% y 10,5%, respecti-
vamente. La sensibilidad de este ELISA
fue de 2 ng/ml.

Otros parametros bioquimicos

Las determinaciones de calcio en suero se
realizaron por el método de la cresolftale-
ina-complexona punto final, utilizando un
autoanalizador Roche modular DDPP. Los
coeficientes de variacién intra e interen-
sayo de este método fueron 0,9% y 1,5%,
respectivamente y la sensibilidad 0,2 mg/dl.
Las determinaciones de creatinina sérica
se analizaron por el método de Jafté pun-
to final, un método colorimétrico con pi-
crato alcalino, utilizando para ello un au-
toanalizador Roche modular DDPP. Los
coeficientes de variacién intra e interen-
sayo fueron de 0,7% y 2,3%, respectiva-
mente y la sensibilidad de 0,1 mg/dl.

Propiedades biomecanicas del hueso

Para estudiar el comportamiento mecani-
co del hueso de estos animales se realizé
un ensayo de torsién a baja velocidad
(10°/min) sobre el fémur derecho de cada
rata (previa extraccién del animal y reti-
rada de tejidos blandos).

Se utiliz6 una maquina electromecanica
Schenk-Trebel modelo RTP 0,6 con indi-
cador digital M 1602, eje de rotacién ho-
rizontal y capacidad de carga de 0-2 Nm.
Al realizar el test biomecdnico de la mues-
tra de hueso se obtenfan directamente los
siguientes parimetros:

1. El momento torsor (M. torsor) hasta la
rotura (Nm).
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2. El dngulo girado médximo (dngulo) has-
ta la rotura (grados).

3. La energia absorbida (E. abs) hasta la
rotura (Julios).

4. La rigidez intrinseca (rigidez) del hue-
so (nm/grados).

En primer lugar se obtiene el momento
torsor maximo, representado en la grafica
como la altura mdxima de la curva (eje de
coordenadas), y la deformacién angular co-
rrespondiente al valor del momento tor-
sor mdximo (eje de abcisas).

La energfa absorbida viene determinada
por la estructura 6sea y se corresponde con
el drea obtenida bajo la curva. Por dltimo,
la rigidez intrinseca del hueso se repre-
senta como la pendiente de la curva en la
zona eldstica (zona intermedia de la cur-
va).

RESULTADOS

CONTENIDO MINERAL OSEO
(ABSORCIOMETRIA DE RAYOS X
DE DOBLE ENERGIA

E HISTOMORFOMETRIA)

Hembras

La tabla 1 muestra la DMO en fémur
(DMOF) y en columna lumbar (DMOC)
por DEXA de los grupos experimentales es-
tudiados. Tras 72 dfas de OVX no se ob-
servaron diferencias significativas ni en la
DMO del fémur ni en la de columna. Sin
embargo, tanto después de 6 meses (OVX1)
como de 8,5 meses (OVX2) desde la ope-
racién, se observé un descenso significa-
tivo de la DMO tanto en fémur como en
columna.

A pesar de no observar cambios en la DMO
mediante DEXA, en la figura 1 se pone
de manifiesto una disminucién del espe-
sor del hueso cortical en la tibia de las ra-
tas ovariectomizadas, estadisticamente sig-
nificativa tras 72 dfas de OVX y que se
hace aun més pronunciada después de 6
meses (OVX1) y 8,5 meses (OVX2) des-
de la castracién.

Lo mismo ocurre con el drea trabecular
aparente en la tibia (fig. 1). Esta descien-
de significativamente en las ratas a los 72
dias de ser operadas (OVX), y desciende
ain mds después de 6 y 8,5 meses (OVX1
y OVX2).
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Tabla 1
Densidad mineral dsea en fémur (DMOF) y en columna lumbar (DMOC) por absorciometria de rayos X de doble energia en los grupos estudiados
Machos (M) Hembras (H)
DMOF DMOC DMOF DMOC

SHAM 0,311 = 0,019 0,251 + 0,018 0,293 + 0,016 0,231 £ 0,011
0QX/OVX 0,309 + 0,022 0,244 = 0,0005 0,284 + 0,012 0,225 + 0,013
0OQX/OVX + PTH 0,332 + 0,008b< 0,272 + 0,017b¢ 0,324 + 0,016¢ 0,263 = 0,017°¢
SHAMI1 0,325 + 0,028 0,255 + 0,019 0,311 =+ 0,013 0,255 + 0,024
0QX1/0VX1 0,311 + 0,016* 0,249 + 0,008 0,257 + 0,004* 0,211 + 0,006*
SHAM? 0,306 + 0,021 0,265 + 0,019 0,305 + 0,020 0,246 + 0,023
0QX2/0VX2 0,276 + 0,020° 0,222 + 0,018* 0,265 + 0,016 0,213 + 0,013
0QX2/0VX2 + PTH 0,306 = 0,017¢ 0,257 = 0,006 0,270 + 0,017° 0,230 + 0,026

H: ratas Wistar hembras; M: ratas Wistar machos. Grupo preventivo formado por ratas de 11,5 meses SHAM-operadas a los 9 meses de edad (SHAM), castra-
das a los 9 meses (OVX y OQX) y castradas a los 9 meses y tratadas inmediatamente después de la operacién con 4 ug/kg/dia de PTH durante 72 dfas (OVX+PTH
y OQX + PTH). Grupo curativo formado por ratas de 15 meses SHAM-operadas a los 9 meses (SHAM 1) o castradas a los 9 meses (OVX 1y OQX 1), y por ra-
tas de 17,5 meses SHAM-operadas a los 9 meses (SHAM 2), castradas a los 9 meses (OVX 2 y OQX 2) y, castradas a los 9 meses y tratadas con PTH durante 72
dias, pasados 6 meses desde la operacién. Significacién p < 0,05. *SHAM frente a OQX/OVX; "'SHAM frente a OQX/OVX + PTH; ‘OQX/OVX frente a

OQX/OVX + PTH.

La administracién de PTH inmediatamente
después de la ovariectomia durante 72 dfas
(OVX + PTH) produjo un aumento de la
DMO tanto femoral como lumbar con res-
pecto a los animales control (SHAM) (ta-
bla 1). Sin embargo, la administracién de
PTH a las ratas con un descenso signifi-
cativo de la DMO después de 6 meses de
ovariectomia (OVX2 + PTH) no fue ca-
paz de restablecer los niveles normales de
DMO ni a nivel femoral ni a nivel lum-
bar, aunque existe una tendencia al incre-
mento de este pardimetro especialmente en
columna lumbar.

El tratamiento preventivo con PTH du-
rante 72 dias inmediatamente después de
la ovariectomia (OVX + PTH) evité el
descenso del espesor del hueso cortical de
la tibia produciendo incluso un aumento
significativo en este pardmetro con res-
pecto a las ratas control (SHAM). Asi-
mismo, el tratamiento con PTH durante 72
dias inmediatamente después de la cas-
tracién (OVX + PTH), evit6 el descenso del
drea trabecular aparente de las ratas ova-
riectomizadas.

El tratamiento con PTH de las ratas tras
6 meses de ovariectomia (OVX2 +
PTH) con una osteopenia establecida
consigui6 una recuperacién del espesor
6seo cortical, superando incluso los ni-
veles de las ratas controles (SHAM?2),
aunque no fue capaz de producir modi-
ficaciones sobre el drea trabecular apa-
rente.
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Machos

Transcurridos 72 dias desde la orquidec-
tomia (OQX) no se observaron diferencias
significativas en la DMO ni a nivel femo-
ral (DMOF) ni a nivel lumbar (DMOC)
(tabla 1). Sin embargo, después de 6 meses
de la orquidectomfa (OQX1) se observé ya
un descenso significativo de la DMO en
fémur, aunque no en columna, y a los 8,5
meses desde la castracion (OQX2), un des-
censo significativo de la DMO en fémur y
en columna. De manera similar a lo que
ocurre en hembras, la osteopenia no es ob-
servable mediante DEXA a los 72 dfas des-
pués de la orquidectomia (OQX), pero sin
embargo, si se observa un descenso signi-
ficativo de los niveles del volumen mine-
ral 6seo medido por histomorfometria
(BV/TV) (tig. 1). Dicho descenso se man-
tiene a los 6 meses de la orquidectomia
(OQX1) y alos 8,5 meses (OQX2).

En la orquidectomia a todos los tiempos
estudiados (OQX, OQX1 y OQX2) se ob-
serva una disminucién del volumen mi-
neral 6seo (BV/TV) seguido de una mayor
separacién entre trabéculas (Tb.Sp), con
un grosor (Tb.Th) conservado de las mis-
mas (fig. 1).

El tratamiento con PTH inmediatamen-
te después de la orquidectomia (OQX +
PTH) produjo un aumento de la DMO
por encima incluso de las ratas control
(SHAM) tanto a nivel femoral como lum-

bar (tabla 1).
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La administracién de PTH a ratas que ha-
bfan desarrollado osteopenia tras 6 meses
de orquidectomia (OQX2 + PTH) res-
tauré los niveles de DMO tanto en fémur
como en columna lumbar con respecto a
las ratas control (SHAM2).

El tratamiento con PTH durante 72 dfas
inmediatamente después de la orquidec-
tomia (OQX + PTH) evité la desapari-
cién de las trabéculas (Tb.Sp) y mantuvo
su grosor (Tb.Th) (fig. 1). La administra-
cién de PTH a las ratas osteopénicas tras
6 meses de orquidectomia (OQX2 + PTH)
disminuyd la pérdida de trabéculas debi-
da a la orquidectomia produciendo un au-
mento en el ndmero de las mismas, aun-
que sin alcanzarse los niveles de las ratas
control (SHAM2).

REMODELADO OSEO ,
(MARCADORES DE FORMACION:
DETERMINACIONES DE
OSTEOCALCINA'Y FOSFATASA
ALCALINAY DE RESORCION:
TELOPEPTIDO CARBOXITERMINAL
DEL COLAGENO TIPO I)

Hembras

En la figura 2 se observa que la ovariecto-
mia produjo un aumento significativo del
remodelado Gseo tanto a nivel de resorcidén
(CTX) como de formacién (BGP y FA),
durante los 72 dfas inmediatos a la ova-
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Fig. 1. Espesor de hueso cortical de la tibia y drea trabecular aparente en ratas Wistar hembras (H), y volumen dseo/volu-
men dseo total (BVITV), grosor trabecular (Th.Th) y separacion entre trabéculas (Th.Sp) en ratas Wistar machos (M). Gru-
o preventivo formado por ratas de 11,5 meses SHAM-operadas a los 9 meses de edad (SHAM), castradas a los 9 meses (OVX
y 00X), y castradas a los 9 meses y tratadas inmediatamente después de la operacion con 4 ugl/kg/dia de hormona paratiroidea
(PTH) durante 72 dias (OVX+PTH y 0QX + PTH). Grupo curativo formado por ratas de 15 meses SHAM-operadas a
los 9 meses (SHAM 1) o castradas a los 9 meses (OVX 1y 00X 1), y por ratas de 17,5 meses SHAM-operadas a los 9 me-
ses (SHAM 2), castradas a los 9 meses (OVX 2 y 00X 2) y castradas a los 9 meses y tratadas con PTH durante 72 dias,
pasados 6 meses desde la operacion. (OVX2+PTH y 0QX2+PTH) Significaciin p < 0,05; “‘SHAM frente a 0QX/0VX;
ISHAM frente « 0QX/OVX + PTH; ‘00X/OVX frente a 00X/OVX + PTH.

riectomia (OVX). Dicho aumento del re-
modelado se mantuvo a los 6 meses de la
operacién (OVX1). Después de 8,5 meses
de la operacién se sigui6 detectando el au-
mento del remodelado a nivel de la BGP
y la FA, pero no ya a nivel del CTX.

El tratamiento de las ratas con PTH in-
mediatamente después de la ovariecto-

mia (OVX + PTH) mantuvo los niveles
elevados de formacién 6sea (BGP y FA)
producidos por la castracién. Estos nive-
les fueron significativamente superiores
a los de las ratas control (SHAM) y con
tendencia a ser mds elevados incluso que
los de las ratas ovariectomizadas no tra-
tadas con PTH (OVX). Los niveles de
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CTX se mantuvieron significativamente
elevados en las ratas ovariectomizadas du-
rante el tratamiento preventivo (OVX),
siendo incluso superiores a los de las ra-
tas castradas sin tratamiento (OVX). Sin
embargo, la PTH no modificé los valo-
res de este marcador cuando se trataron
ratas con osteopenia establecida después
de 6 meses desde la ovariectomia (OVX2
+ PTH). Los niveles de BGP y FA en este
grupo de ratas con osteopenia (OVX2 +
PTH) se mantuvieron significativamen-
te elevados respecto de las ratas control
(SHAM?2).

Machos

Los valores de la figura 2 muestran un au-
mento significativo del remodelado éseo,
tanto a nivel de formacién (BGP y FA)
como a nivel de resorcién (CTX), tras 72
dias de realizarse la orquidectomia (OQX)
a los animales. Dicho aumento, sin em-
bargo, solamente fue mantenido en el caso
de la BGP tras 6 (OQX1) y 8,5 meses
(0OQX2) desde la operacién. El marcador
de resorcién estudiado (CTX) en ratas ope-
radas durante 6 (OQX1) y 8,5 meses
(OQX2), mantuvo unos valores similares
a los valores de las ratas control (SHAM1
y SHAM?2, respectivamente). Los niveles de
FA en ratas orquidectomizadas durante
8,5 meses (OQX?2) se encontraban signi-
ficativamente disminuidos respecto a los
de las ratas control (SHAM?2); pero eran
similares a éstos a los 6 meses de la ope-
racion.

El tratamiento con PTH inmediatamen-
te después de la orquidectomia durante 72
dias (OQX + PTH), mantuvo los niveles
significativamente elevados de remodela-
do 6seo (BGP, FA y CTX) respecto de los
valores de las ratas control (SHAM); y con
tendencia, aunque no significativa, a ser
incluso mds elevados que los de las ratas
orquidectomizadas sin tratamiento (OQX).
A partir de 6 meses desde la orquidecto-
mia (OQX2 + PTH), sélo continuaron
significativamente elevados, por efecto de
la PTH, los niveles de los marcadores
de formacién (BGP y FA) respecto de los de
las ratas control (SHAM?2), mientras que
los niveles del marcador de resorcién
(CTX) no fueron estadisticamente dife-
rentes.
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Fig. 2. Osteocalcina en suero (BGP), telopéptido carboxiterminal del coldgeno I en suero (CTX) y fosfatasa alcalina (FA)
en ratas Wistar hembras (H) y machos (M). Grupo preventivo formado por ratas de 11,5 meses SHAM-operadas a los 9
meses de edad (SHAM), castradas a los 9 meses (OVX y 0Q0X), y castradas a los 9 meses y tratadas inmediatamente des-
pués de la operacion con 4 uglkg/dia de hormona parativoidea (PTH) durante 72 dias (OVX+PTH y 00X + PTH). Gru-
po curativo formado por ratas de 15 meses SHAM-operadas a los 9 meses (SHAM 1) o castradas a los 9 meses (OVX 1 y
00X 1), y por ratas de 17,5 meses SHAM-operadas a los 9 meses (SHAM 2), castradas a los 9 meses (OVX 2 y 00X 2)
y castradas a los 9 meses y tratadas con PTH durante 72 dias, pasados 6 meses desde la operacidn (OVX2+PTH y
00X2+PTH). Significaciin p < 0,05; “SHAM frente « 0QX/OVX; 'SHAM frente a 00X/OVX + PTH; 0QX/0VX

Srente 2 0QX/OVX + PTH.

BIOQUIMICA (CREATININA
Y CALCIO)

Es interesante destacar que el tratamiento
con PTH no afect6 a los niveles de creati-
nina en ninguno de los grupos estudiados
y que se mantuvieron los niveles de calce-
mia (tabla 2).
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BIOMECANICA

En la determinacién de las propiedades
mecanicas del hueso se aceptaron para este
ensayo aquellos huesos cuyas roturas se
produjeron en el tercio central de la didfisis
y con un dngulo aproximado de 45°, como
se muestra en la figura 3.
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Hembras

Los resultados obtenidos al realizar los en-
sayos de torsién (tabla 3) muestran que la
ovariectomia produjo una disminucién sig-
nificativa del momento torsor (M. torsor)
de las ratas tanto a los 72 dias (OVX) como
alos 6 (OVX1)y 8,5 (OVX2) meses des-
de la operacién.

Tras 6 meses desde la ovariectomia (OVX1)
y tras 8,5 (OVX2); se produjo una dismi-
nucién del dngulo que necesita ser girado
un hueso para que se produzca la rotura
(dngulo). Se observé también una tenden-
cia de este descenso a los 72 dfas de la ova-
riectomfa aunque no llega a ser significa-
tivo. Del mismo modo, la cantidad de
energia absorbida por el hueso necesaria
para producir la rotura (E. abs) sufre un
descenso significativo tras la ovariectomfia
en todos los grupos de ratas estudiados.
La administracién de PTH inmediatamente
después de la ovariectomia (OVX + PTH)
evita la disminucién del M. torsor y de la
E. abs. Sin embargo, en nuestras condi-
ciones experimentales, tras 6 meses de ova-
riectomia (OVX2 + PTH), el tratamien-
to con PTH no es capaz de revertir los
efectos producidos por la ovariectomfa, ni
sobre el M. torsor, ni sobre la E. abs.

Machos

No se observé ninguna diferencia estadis-
ticamente significativa en las propiedades
biomecdnicas de ninguno de los grupos de
ratas estudiados (tabla 3).

DISCUSION

Aunque la PTH induce efectos catabdlicos
cuando actta de forma continuada sobre el
hueso, estd demostrado que es anabélica
cuando se administra intermitentemente'’.
Generalmente, en los estudios previos en
los que se ha utilizado como modelo expe-
rimental la rata ovariectomizada u orqui-
dectomizada, partian de ratas mds jévenes que
en el presente estudio'>°. En estos traba-
jos se empleaban animales con una edad
media de entre 3 y 6 meses, que son se-
xualmente maduros, pero atin en crecimiento;
sin embargo, en nuestro trabajo hemos par-
tido de ratas de 9 meses de edad, que han fi-
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Tabla 2
Niveles de creatinina en suero y niveles de calcio en suero medidos en vatas Wistar hembras (H) y machos (M)
Machos (M) Hembras (H)
Creatinina Calcio Creatinina Calcio

SHAM 0,48 + 0,05 10,26 = 0,33 0,55 = 0,06 10,37 + 0,51
0QX/OVX 0,53 + 0,03 10,30 + 0,25 0,54 + 0,07 10,09 = 0,54
OQX/OVX + PTH 0,53 = 0,06 10,37 = 0,15 0,58 + 0,06 10,66 + 0,28
SHAM1 0,46 = 0,05 10,69 = 0,25 0,51 = 0,08 10,67 = 0,33
0OQX1/0VX1 0,46 + 0,07 10,49 + 0,38 0,50 = 0,09 10,42 + 0,47
SHAM?2 0,44 + 0,03 10,58 + 0,20 0,47 = 0,04 10,64 + 0,46
0QX2/0VX2 0,53 + 0,15 10,78 + 0,32 0,46 + 0,04 10,54 + 0,29
0OQX2/0VX2 + PTH 0,54 + 0,06° 10,69 = 0,23 0,49 + 0,07 10,67 = 0,65

HGrupo preventivo formado por ratas de 11,5 meses SHAM-operadas a los 9 meses de edad (SHAM), castradas a los 9 meses (OVX y OQX), y castradas a los 9
meses y tratadas inmediatamente después de la operacién con 4 ug/kg/dfa de PTH durante 72 dfas (OVX+PTH y OQX + PTH). Grupo curativo formado por
ratas de 15 meses SHAM-operadas a los 9 meses (SHAM 1) o castradas a los 9 meses (OVX 1 y OQX 1), y por ratas de 17,5 meses SHAM-operadas a los 9 me-
ses (SHAM 2), castradas a los 9 meses (OVX 2 y OQX 2)y, castradas a los 9 meses y tratadas con PTH durante 72 dfas, pasados 6 meses desde la operacién. (OVX2+PTH
y OQX2+PTH) Significacién p < 0,05. *SHAM frente a OQX/OVX; "SSHAM frente a OQX/OVX + PTH; ‘OQX/OVX frente a OQX/OVX + PTH.

Fig. 3. Ejemplo de ensayo de torsion corvecto. La rotura del
[fémur se produjo en el tercio central de la didfisis y con un
dngulo aproximado de 45°.

nalizado ya su etapa de crecimiento'®. La
finalidad buscada era asemejar la situacién
metabélica de estas ratas con la de los huma-
nos que suelen sufrir la osteoporosis post-
menopdusica o por deplecién androgénica.
En general, en trabajos experimentales pre-
vios, las dosis de PTH administradas a los
animales son muy elevadas (40 ng/kg, 80
ug/kg)>'7 en comparacién con las utili-
zadas en estudios clinicos, que general-
mente no sobrepasan los 2 ug/kg'®?'. En
nuestro diseflo experimental se ha utiliza-
do una dosis de PTH de 4 ug/kg, mis cer-

Tabla 3

cana a la administrada a humanos. Es in-
teresante también mencionar que en este
estudio con ratas se ha utilizado el frag-
mento de PTH (1-34) de esta especie ani-
mal y no la PTH (1-34) humana.

Como era de esperar, la ovariectomia pro-
dujo un aumento significativo del remo-
delado tanto a nivel de resorcién como a
nivel de formacién sea a todos los tiem-
pos estudiados. Este hecho estd amplia-
mente documentado tanto en estudios en
humanos como en modelos experimenta-
les animales®**?. Se conoce que la falta de

Momento torsor mdximo (Nm) (M. torsor), dngulo mdximo girado (grados) (dngulo), rigidez intrinseca del hueso (Nm/grados) (rigidez) y energia absorbida
(Julios) (E. abs), hasta la rotura medida en ratas Wistar hembras (H) y machos (M)

Machos Hembras
M. torsor Angulo Rigidez E. abs M. torsor Angulo Rigidez E.abs

SHAM 0,45 = 0,17 9,51 = 2,37 0,059 = 0,030 2,32 +0,84 0,44 = 0,05 15,27 = 3,42 0,037 = 0,012 3,84 +0,87
OQX/OVX 0,47 £ 0,16 7,70 £ 3,56 0,064 + 0,028 2,00 + 1,24 0,25 + 0,13* 11,99 = 3,26 0,034 + 0,017 1,74 = 0,77*
OQX/OVX + 0,52 +0,14 12,83 +5,88 0,071 = 0,020 3,22 + 1,47 0,47 = 0,07° 12,42 = 3,08 0,045 = 0,015 2,81 + 0,82

PTH
SHAM1 0,55 = 0,12 13,31 + 3,49 0,072 = 0,030 4,16 + 0,81 0,29 =+ 0,06 11,60 = 0,86 0,030 = 0,009 1,99 + 0,69
0QX1/0VX1l 0,43 +0,15 936 =444 0,065=0,012 1,70 +0,89 0,22 +0,13* 7,05+ 1,85 0,023 + 0,005 0,93 + 0,61°
SHAM?2 0,65 + 0,14 12,37 + 0,83 0,077 = 0,018 4,71 + 1,41 0,45+ 0,11 10,23 = 1,59 0,053 = 0,015 2,04 + 0,50
0QX2/0VX2 0,64 +0,24 11,13 = 2,13 0,083 = 0,030 4,27 + 2,04 0,25 +0,02* 7,16 = 0,85* 0,055 = 0,015 1,01 = 0,20°
0OQX2/0VX2 0,62 +0,13 9,84 + 3,14 0,090 = 0,017 3,59 + 1,62 0,28 + 0,07° 8,62 + 1,63 0,055 = 0,008 1,40 = 0,39"

+ PTH

Grupo preventivo formado por ratas de 11,5 meses SHAM-operadas a los 9 meses de edad (SHAM), castradas a los 9 meses (OVX y OQX), y castradas a los
9 meses y tratadas inmediatamente después de la operacién con 4 ug/kg/dia de hormona paratiroidea (PTH) durante 72 dfas (OVX+PTH y OQX + PTH).
Grupo curativo formado por ratas de 15 meses SHAM-operadas a los 9 meses(SHAM 1) o castradas a los 9 meses (OVX 1 y OQX 1), y por ratas de 17,5 meses
SHAM-operadas a los 9 meses (SHAM 2), castradas a los 9 meses (OVX 2 y OQX 2) y, castradas a los 9 meses y tratadas con PTH durante 72 dias, pasados
6 meses desde la operacién. Significacién p < 0,05; *SHAM frente a OQX/OVX; "SHAM frente a OQX/OVX + PTH; ‘OQX/OVX frente a OQX/OVX + PTH.
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estrégenos actda directamente aumentan-
do la actividad osteocldstica, lo que pro-
voca un aumento asociado de la actividad
osteobldstica, pero con un balance dese-
quilibrado y negativo con respecto a la in-
tegridad del hueso?:. Las variaciones del
remodelado 6seo afectan directamente a la
calidad del hueso. El incremento de la re-
sorcién con respecto a la formacidn, por
una parte conduce a un descenso de la
DMO, lo que implica una mayor fragili-
dad. Por otra parte, este aumento del re-
modelado podria ser positivo en cuanto a
que aumentaria la capacidad de reparacién
de microfracturas, pero esto s6lo sucede-
rfa si la actividad formadora y destructi-
va estuvieran equilibradas, cosa que no
ocurre en este caso.

La deplecién estrogénica debida a la ova-
riectomia provocd, como consecuencia di-
recta del desequilibrio en el remodelado,
alteraciones en la integridad del hueso,
que aunque después de 72 dias de la ciru-
gfa no fueron detectables mediante la téc-
nica de DEXA, si lo fueron mediante es-
tudios histomorfométricos. En estudios
previos ya se habfa observado que el volu-
men trabecular (BV/TV) y el édrea trabe-
cular son pardmetros mds sensibles que la
densidad mineral ésea’. Sin embargo, al
cabo de 6 meses de ovariectomia, la oste-
openia es mucho mds pronunciada y ya es
observable tanto a nivel de DEXA como
de andlisis histomorfométricos. Lo mismo
sucede tras 8,5 meses desde la interven-
ci6n quirdrgica.

En nuestro estudio, en las ratas ovariecto-
mizadas disminuyd el drea trabecular apa-
rente, llegando a observarse un descenso
drdstico a partir de los 6 meses después de
la operacién (fig. 4). Por otra parte, tam-
bién se observa una disminucién signifi-
cativa, a todos los tiempos estudiados, del
espesor cortical de la tibia. Serfa por tan-
to 16gico pensar que las cualidades estruc-
turales anteriores provocaran unas dife-
rencias en las propiedades biomecédnicas de
las ratas ovariectomizadas, que es lo mismo
que decir en su riesgo de fractura (o fragi-
lidad). En efecto, como se puede ver en la
tabla 3, el momento torsor, es decir, la fuer-
za que es necesario aplicar para conseguir
romper el hueso, desciende significativa-
mente tras 72 dfas y tras 6y 8,5 meses des-
de la ovariectomia. De la misma manera, la
energfa que absorbe el hueso de estas ra-
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tas hasta romperse es también menor a los
72 dias después de la castracién y atin mds
pequefia tras 6 y 8,5 meses. Es importan-
te destacar que en este trabajo se han es-
tudiado sélamente las propiedades biome-
cdnicas realizando ensayos de torsién. Otros

1'2 observaron va-

autores como Stewart et a
riaciones semejantes tras la ovariectomia, re-
alizando ensayos de flexién.

El tratamiento con PTH (1-34) de rata
mantenido durante los 72 dfas siguientes
a la ovariectomia, no causé cambios en los
elevados niveles de recambio 6seo; ni a ni-
vel de formacién (BGP y FA) ni a nivel de
resorcién (CTX). Este hecho, en princi-
pio, serfa positivo con respecto a la capa-
cidad de reparacién de las microfracturas.
Pero, como se coment6 anteriormente, esto
s6lo ocurrirfa si existiera un equilibrio y
una distribucién adecuados de las unida-
des activas de remodelado. A partir de los
resultados numéricos obtenidos de los mar-
cadores de resorcién y formacién en las ra-
tas ovariectomizadas y en las ovariecto-
mizadas tratadas con PTH es imposible
deducir si el incremento en el remodelado
observado en ambos casos tiene un balan-
ce positivo o negativo. S6lo somos capa-
ces de apreciar su aumento neto. Sin em-
bargo, al analizar otros pardmetros en las
ratas tratadas con PTH como los histo-
morfométricos, queda claro en este caso
que la formacién estd superando a la re-
sorcién con lo que se podria concluir que
el balance es claramente positivo a favor
de la formacién de masa 6sea ({fig. 4} es-
tudio preventivo), impidiéndose, por ac-
cién de la PTH, la pérdida del entrama-
do trabecular del hueso, asi como
manteniendo el espesor de la capa corti-
cal de la tibia.

Es decir, la administracién de PTH (1-34)
de rata inmediatamente después de la ova-
riectomia ha impedido que la falta de es-
trégenos afectara a los pardmetros de ca-
lidad 6sea estudiados, lo que se ha traducido
también en un mantenimiento de las pro-
piedades biomecénicas del hueso.
Nuestros resultados coinciden con los
obtenidos por Sato et al®’, que adminis-
trando 8 y 40 pg/kg/dia de PTH a ratas
Sprague-Dawley de 9 meses de edad,
ovariectomizadas y tratadas inmediata-
mente después de la operacién durante 6
meses, logran evitar el efecto negativo pro-
ducido por la ovariectomfia sobre la es-
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avx+ PTH

SHAM 2 ovX 2

-

a\VA 2+ PTH

Fig. 4. Microarquitectura en 3D del hueso trabecular de la
tibia (drea trabecular aparente) de ratas Wistar hembras.
OVX: ovariectomia; PTH: hormona paratiroidea. (Ver de-
talles en materiales y mérodos).

tructura trabecular Gsea y sobre las pro-
piedades biomecdnicas.

Una situacién diferente se presenta pat-
tiendo de ratas francamente osteopénicas
(después de 6 meses de ovariectomfia) a las
que se pretende curar tratdndolas con PTH.
En este caso se sigue observando una alta
tasa de remodelado, lo cual es légico te-
niendo en cuenta que la PTH es una sus-
tancia anabdlica cuando es administrada
de forma intermitente. Sin embargo, con
la dosis administrada en este trabajo, la
PTH no es capaz de revertir los efectos
producidos por la ovariectomia, ni a nivel
de densitometrfa, ni de drea trabecular apa-
rente. En un trabajo anterior, realizado por

Stewart et al!?

, s€ consiguid recuperar este
pardmetro histomorfométrico en ratas ova-
riectomizadas a los 5 meses y tratadas con
PTH un mes después de la operacién du-
rante 6 meses. De hecho, después de este
tiempo de tratamiento, el 4rea trabecular
de las ratas tratadas con PTH era incluso
significativamente superior al de las ratas
intactas. La diferencia entre los resultados
de estos autores y los nuestros se deben
posiblemente a que la dosis de PTH em-
pleada en su estudio (40 ug/kg/dfa) era 10
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veces mayor a la utilizada en el nuestro
(4 ng/kg/dia). De hecho, la dosis de PTH
administrada parece ser un factor crucial.
En efecto, en otro trabajo, realizado por
Tsuchida et al?, en el cual utilizaron una
dosis de PTH de 6 ug/kg/dia, se observé
un incremento en la conectividad trabe-
cular con respecto a las ratas ovariectomi-
zadas sin tratar, aunque sin llegar a recu-
perar los niveles de las ratas control. Por otra
parte, otro factor que parece ser clave es el
momento de inicio del tratamiento. En
el trabajo de Stewart'? se comenz6 el tra-
tamiento con PTH un mes después de re-
alizarse la castracién, mientras que en nues-
tro trabajo las ratas permanecieron 6 meses
ovariectomizadas, con lo que partiamos de
una situacién de osteopenia mucho mds
marcada. En el trabajo de Tsuchida et al?
los resultados mostraron que la recupera-
ci6n de la conectividad trabecular al tratar
ratas ovariectomizadas con PTH, era me-
nor si el tratamiento se iniciaba tres me-
ses después de la operacién que si se iniciaba
un mes después. Estos hallazgos conduje-
ron a los autores a sugerir que debfa exis-
tir un limite tras la deplecién hormonal a
partir del cual la conectividad trabecular no
se recupera después de la administracion
de PTH,; es decir, que el retraso en el tra-
tamiento con PTH puede llevar a la no re-
cuperacién de la conectividad trabecular.
En nuestro trabajo, a pesar de que el tra-
tamiento con este firmaco no produjo cam-
bios en la conectividad trabecular, si con-
siguié aumentar significativamente el
espesor del hueso cortical de la tibia. Sin
embargo, esto no evité el descenso en el
momento torsor y en la energfa absorbida
observados en las ratas tratadas que eran
semejantes a los de las ratas ovariectomi-
zadas sin tratar con PTH. Este hecho se
debe posiblemente a que la resistencia Gsea
se ve mds afectada por cambios produci-
dos en la conectividad trabecular (4rea tra-
becular aparente), que por cambios en el
espesor del hueso cortical?.

Nuestros resultados sugieren, por tanto,
que la dosis de PTH utilizada es suficien-
te para prevenir la pérdida de calidad 6sea
tras la ovariectomia, pero no lo es para re-
cuperar las propiedades de un hueso in-
tensamente afectado por la falta de estr6-
genos.

A los setenta y dos dfas tras la orquidectomia
en las ratas macho se observ6 un aumento

significativo del remodelado éseo, tanto a
nivel de formacién ésea (BGP y FA) como
de resorcién (CTX). Después de 6 meses
y 8,5 meses desde que fueron operadas se
siguié manteniendo el nivel elevado de
BGP, con niveles normales de CTX y ni-
veles significativamente disminuidos de
FA. Esto podria deberse a dos causas: por
un lado, que la BGP sea un marcador de re-
modelado 6seo miés sensible que el CTX
para detectar los cambios producidos tras
la orquidectom{a; o bien, que el aumento
de la resorcién dsea sea mayor en el peri-
odo inmediato a la orquidectomia y que
se estabilice tras varios meses de deplecién
androgénica. Con respecto a los bajos ni-
veles de FA, no se han tenido en cuenta
debido a la poca especificidad y sensibili-
dad de este marcador con respecto a la
BGP.

El desequilibrio en el remodelado debido
a la falta de andrdgenos, de la misma ma-
nera que en las hembras, produjo a los 72
dias desde la orquidectomia un hueso mar-
cadamente osteopénico, con unos valores
de BV/TV significativamente menores que
los de las ratas controles, y que se mantu-
vieron a los 6 y 8,5 meses desde la ciru-
gia. Es interesante destacar que el drea de
hueso trabecular aparente en las ratas ova-
riectomizadas era significativamente me-
nor tras 6 y 8,5 meses que tras 72 dfas tras
la ovariectomfa; sin embargo, en el caso
de los machos, la pérdida neta de trabé-
culas con respecto a las ratas SHAM al
cabo de 72 dfas es similar a la observada
tras 6y 8,5 meses desde la orquidectomfa.
Esto parece indicar que la deplecién an-
drogénica produce una pérdida importan-
te de volumen trabecular éseo en un pri-
mer momento y que luego se estabiliza,
mientras que en las hembras, la pérdida
de estrégenos produce un descenso neto
del volumen trabecular 6seo, respecto de las
ratas SHAM, muy significativo, que va
aumentando en gravedad y sin estabili-
zarse con el paso del tiempo.

En todos los casos estudiados, y a partir
de los datos de espesor trabecular (Tb.Th)
y separacién entre trabéculas (Tb.Sp), se
deduce que la disminucién del volumen
trabecular 6seo (BV/TV) se debe a una ma-
yor separacién entre trabéculas, pero con un
grosor conservado de las mismas.

Del mismo modo que en las hembras, el
descenso en la DMO medida por DEXA,
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tanto en fémur como en columna, no es
observable tras 72 dias de orquidectomfa,
aunque sf lo es tras 6 y 8,5 meses.

En el caso de la orquidectomia, y al con-
trario de lo que ocurre a los mismos tiem-
pos y misma edad en las ratas ovariecto-
mizadas, la pérdida de material 6seo no
provocd como consecuencia variaciones en
las propiedades biomecédnicas analizadas
en este estudio, indicando alteraciones me-
nores de la calidad dsea que el caso de la pér-
dida de estrégenos. Es dificil concluir si
estas variaciones entre la ovariectomia y
la orquidectomf{a se deben a diferencias en
el modo en que se afecta el remodelado
4seo, o bien, a otra serie de factores in-
trinsecos ligados al sexo, que hacen que el
hueso de los machos esté mejor defendi-
do frente a una pérdida de masa Gsea y su
consecuente aumento en el riesgo de frac-
tura, que el de las hembras. Estas razones
podrian deberse a diferencias en el tama-
flo, en la geometria o en la composicién
de la matriz. De hecho, en condiciones ba-
sales y partiendo de la misma edad, las ra-
tas macho tienen una DMO mayor que las
ratas hembra.

El tratamiento con PTH (1-34) inmedia-
tamente después de la orquidectomia no
produjo variaciones significativas en los
niveles incrementados del remodelado ob-
servados en las ratas tratadas en relacién
con las ratas orquidectomizadas sin trata-
miento, ni en los marcadores de formacién
(BGP y FA), ni en los de resorcién (CTX).
Sin embargo, y al igual que se observé en
el tratamiento preventivo de la ovariecto-
mia, es necesario analizar los resultados
obtenidos en la histomorfometria para po-
der deducir el balance positivo del remo-
delado tras el tratamiento con PTH. De
hecho, el tratamiento con esta hormona
tras la ovariectomia evitd, de igual modo
que en las hembras, la pérdida de trabé-
culas 6seas. Mds ain, las ratas orquidec-
tomizadas tratadas inmediatamente con
PTH llegaron a presentar, al cabo de los
72 dias de tratamiento, unos niveles de
DMO en fémur y en columna mayores que
los de las ratas intactas de la misma edad.
El efecto del tratamiento preventivo con
PTH consistié fundamentalmente en la
conservacién del nimero de trabéculas
existiendo una tendencia no significativa
al engrosamiento de las mismas. Estas ac-
ciones sobre la calidad ésea producidas por
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la PTH no causaron ninguna diferencia en
las propiedades biomecdnicas del hueso es-
tudiadas en este trabajo, lo que indica au-
sencia de posibles efectos negativos sobre
la fragilidad 6sea.

Cuando se trataron con PTH las ratas or-
quidectomizadas que habfan alcanzado
unos niveles significativos de osteopenia,
6 meses después de la operacién, se man-
tuvieron los valores elevados de BGP, y
los valores normales de CTX. El trata-
miento con PTH a las ratas operadas se
tradujo, en este caso, en un aumento del
grosor trabecular (Tb.Th) en el hueso has-
ta niveles que tienden a ser suprafisiolégicos,
aunque no de forma significativa, y a una
recuperacion parcial, sin ser significativa
tampoco, del nimero de trabéculas (Tb.Sp).
En un trabajo realizado en el 2005, Gabet

1Y observaron también mediante ana-

eta
lisis de la tibia por microtomografia com-
putarizada (nTC) un incremento suprafi-
siolégico del espesor trabecular y una
marcada, aunque incompleta, restauracién
del nimero de trabéculas al tratar con una
dosis de 80 ug/kg/dia a ratas de 13 sema-
nas de edad, orquidectomizadas durante
6 semanas y tratadas con PTH durante
otras 6 semanas. En otro estudio realiza-
do por Oxlund et al*® con ratas macho de
24 meses de edad sanas, con una osteope-
nia muy grave debida a su avanzada edad,
se observ6 que el tratamiento con PTH
(62,5 ug/kg/dia) durante 56 dias, daba
como resultado la formacién, muy signi-
ficativa estadisticamente, de hueso trabe-
cular nuevo (BV/TV), tanto en su nime-
ro (Tb.Sp) como en su grosor (Tb.Th).
En el caso del tratamiento de ratas ova-
riectomizadas, el tratamiento con PTH en
condiciones similares sélo logré restaurar
la DMO en fémur, pero no en columna
lumbar. Posiblemente porque en el caso
de las hembras no hubo recuperacién al-
guna del drea trabecular aparente, obser-
vindose Gnicamente una recuperacién del
espesor cortical tras el tratamiento.

Al igual que en el caso del tratamiento
preventivo de la orquidectomfa, el cura-
tivo de la osteopenia de las ratas orqui-
dectomizadas durante 6 meses no produ-
jo ningin cambio en las propiedades
biomecdnicas después del ensayo de tor-
sién del fémur de estos animales.

Los resultados de este trabajo sugieren que
esta dosis de PTH es suficiente tanto para
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impedir el desarrollo de osteopenia des-
pués de la orquidectomia como para re-
vertir casi completamente (no se recupe-
ra ni el BV/TV, ni el nimero de trabéculas)
los efectos causados por la falta de andr6-
genos.

Es importante en este punto destacar el
hecho de que la dosis de PTH utilizada en
este trabajo, como hemos mencionado an-
teriormente, menor que la utilizada habi-
tualmente en otros estudios experimenta-
les, no provocé en ningln caso estudiado
variaciones en la determinacién de creati-
nina sérica, indicando una correcta fun-
cién renal en los animales. Del mismo
modo, no produjo en ningtn caso hiper-
calcemia en las ratas que recibieron trata-
miento con PTH. Autores anteriores ob-
servaron hipercalcemia en las ratas bajo
tratamiento con PTH, as{ como en estu-
dios clinicos**°. Dado que el grado de cal-
cemia es uno de los factores determinantes
del grado de mineralizacién del hueso, un
exceso de calcio podria producir un au-
mento de la rigidez del hueso, lo que cons-
tituirfa un factor negativo sobre la fragi-
lidad. Como puede observarse en nuestros
resultados no hemos encontrado diferen-
cias significativas en este pardmetro en
ninguno de los grupos estudiados.

En conclusidn, los resultados obtenidos en
este trabajo apoyan los obtenidos en tra-
bajos previos en el sentido de que tanto la
ovariectomfa como la orquidectomia pro-
ducen alteraciones significativas sobre la
calidad de hueso al nivel de remodelado, es-
tructura trabecular y densidad mineral
Gsea. Sin embargo, en unas condiciones si-
milares de edad y de tiempo tras la de-
plecién de hormonas sexuales, estos cam-
bios provocan variaciones significativas en
propiedades biomecdnicas del fémur de las
ratas hembra, pero no tienen consecuen-
cias sobre el fémur de las ratas macho, in-
dicando que la pérdida estrogénica tiene
consecuencias mas graves sobre la calidad
del hueso que la falta de andrégenos. Una
dosis de PTH de 4 ug/kg/dia administra-
da durante 72 dfas a ratas de 9 meses de
edad inmediatamente después de la cas-
tracion, es capaz de evitar los efectos ne-
gativos producidos por la ovariectomia y por
la orquidectomfa sobre la calidad sea. Sin
embargo, la misma dosis administrada a
animales con la misma edad inicial y una
marcada osteopenia tras 6 meses de ova-
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riectomia u orquidectomia, sélo es capaz de
revertir los efectos sobre la integridad del
hueso en el caso de las ratas macho, y de
modo parcial. Estos resultados sugieren
que es posible que exista un limite en cuan-
to a pérdida de integridad Gsea en que el
retraso en el tratamiento con PTH impi-
de la recuperacién de la conectividad tra-
becular, aunque no puede descartarse la
posibilidad de obtener mejores resultados
con dosis mayores y durante mds tiempo de
tratamiento.

Esta misma dosis de PTH, ademds, no pro-
duce efectos negativos en la calcemia ni
en la rigidez intrinseca.

Aunque no se puede realizar una extrapo-
lacién directa de los resultados obtenidos
en ratas a los humanos, estos modelos ex-
perimentales utilizados permiten profun-
dizar en los mecanismos de degradacién
de la calidad ésea que se producen tras la
deplecién de hormonas sexuales, asi como
en la capacidad de reparacién de estos de-
sérdenes mediante el tratamiento con PTH.
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