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EDITORIAL / Editorial

ANTICUERPOS ANTI-FGF23 EN EL TRATAMIENTO DEL RAQUITIS-
MO HIPOFOSFATEMICO LIGADO AL X: LUCES Y SOMBRAS

Oscar H. Brunetto*

Division Endocrinologia Pediatrica. Hospital Gral de Nifios Pedro de Elizalde. Ciudad Auténoma
de Buenos Aires. Argentina

El raquitismo hipofosfatémico representa la forma mas comun de raquitismo de causa he-
reditaria. Desde la primera comunicacién de este cuadro se han caracterizado sus diferentes
formas clinicas (ligada al X, AD, AR), las cuales varian en su fisiopatologia, asi como en los
mecanismos moleculares subyacentes.'2

Sin duda, de todos estos cuadros, la forma mas frecuentemente diagnosticada es la liga-
da al X, que se debe a una mutacién del gen PHEX, el cual codifica una endopeptidasa de
superficie celular cuya mutacién aumenta la expresion del FGF23 en los osteocitos. Esta sus-
tancia (FGF23), producida por los osteocitos, tiene como funcion fisiolégica regular los niveles
de fésforo plasmatico, aumentando en condiciones de hiperfosfatemia y adecuandose en la
normofosfatemia e hipofosfatemia.® El exceso de FGF23 circulante es el responsable de la hi-
pofosfatemia y los bajos niveles de 1-25 (OH), vitamina D [1,25(0H),D] y la clinica subyacente
(raquitismo/osteomalacia, baja talla, trastornos dentarios) que podemos observar en esta enti-
dad. El tratamiento actual de estos pacientes se basa en el uso de sales de fésforo y calcitriol,
los cuales permiten un aceptable control de la sintomatologia, pero sin lograr disminuir la pre-
sencia de algunas de las complicaciones que pueden aparecer (hipercalcemia, hiperparatiroi-
dismo, nefrocalcinosis, entesopatia, etc.).*8

El tratamiento con fésforo, como describieron recientemente Carpenter y cols., incrementa
aun mas los ya elevados niveles de FGF23 de los pacientes, con la consiguiente pérdida de
fésforo urinario e inhibicién aun mayor de los niveles de 1,25(0OH),D endégenos.**®

A partir del descubrimiento de la molécula de FGF23 como la principal fosfatonina involu-
crada en la patogenia de la forma ligada al X, el grupo de Imel y col. comenzé el desarrollo de
un anticuerpo anti-FGF23 (KRN 23) que, en modelos animales (raton Hyp), demostré mejorar
la reabsorcién renal de fosfatos, aumentando los niveles de fésforo plasmatico y los niveles de
1,25(0OH),D con una aplicacion de dicho anticuerpo.’

A partir de estos estudios promisorios en animales de experimentacion se comenzo la in-
vestigacion en adultos portadores de raquitismo hipofosfatémico. Los estudios farmacodina-
micos y farmacocinéticos demostraron claramente que una dosis subcutanea en forma men-

* Direccidn postal: Division Endocrinologia Pediatrica. Hospital Gral de Nifios Pedro de Elizalde. Montes
de Oca 40 (1274). Ciudad Autonoma de Buenos Aires. Argentina.
Correo electronico: oscar.brunetto@gmail.com
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sual permitiria mantener adecuados niveles de fosforo en pacientes adultos, en tanto que los
estudios de titulacion de dosis en esta poblacion la ubicarian entre 0,6-1 mg/kg/dosis. De este
modo, los niveles pico de fésforo plasmatico se alcanzarian en aproximadamente 7 dias (en
similar forma que el pico de reabsorcioén tubular de fésforo). En la cohorte de adultos (n=28),
los cuales recibieron tratamiento durante 16 meses (4 meses se estudié la titulacién de la dosis
mas un afio abierto), los eventos adversos mas observados relacionados con la medicacion
fueron diarrea (dos pacientes), artralgia (dos pacientes) y reacciones locales en el sitio de in-
yeccion (cinco pacientes).?

En la monitorizacién de seguridad de esta medicacién se evalud la presencia o la progre-
sién de las calcificaciones en la poblacion de estudio, o0 ambas. Si bien en los pacientes que
presentaban nefrocalcinosis al inicio del estudio no se objetivaron cambios en ella, no sucedié
lo mismo en la evaluacién mediante tomografia computarizada de la regién cardiovascular:
tres pacientes presentaban calcificaciones al inicio del estudio, un sujeto durante la fase de
titulacién de la dosis y un sujeto durante la fase de extension; todos incrementaron su nivel de
calcificacion (evaluada por la escala de Agatston que mide calcificacion y presencia de este-
nosis en arterias coronarias), por lo que aun habra que seguir atentamente la evolucién en el
tiempo de la cohorte tratada.?®

En la actualidad se esta desarrollando la fase 2 del ensayo clinico para el uso de KRN 23
(anticuerpo monoclonal anti-FGF23) en pacientes pediatricos portadores de raquitismo hipo-
fosfatémico ligado al X. Recientemente, en la reunién de la Sociedad Americana de Endocri-
nologia (Boston) y en la reunién de la Sociedad Latinoamericana de Endocrinologia Pediatrica
realizada en nuestro pais, el Dr. Carpenter mostré los primeros datos acerca de seguridad y
eficacia en una cohorte de pacientes pediatricos prepuberales (edad entre 5 y 12 afios) trata-
dos durante 40 semanas divididos en dos cohortes (dosis quincenal vs. dosis mensual del an-
ticuerpo), observando que en la semana 24 del tratamiento los niveles de fésforo y de calcitriol
se encuentran normalizados y al fin de la semana 40, ocho de los once nifios que completaron
ese intervalo ya mejoraron significativamente sus lesiones raquiticas. El evento adverso mas
frecuente detectado durante el periodo de tratamiento fueron las reacciones locales en el sitio
de inyeccion. No se observaron elevaciones de los niveles de calcio urinario y si un discreto
aumento de los niveles de PTH."°

La posibilidad de tratamiento del raquitismo hipofosfatémico utilizando este anticuerpo en
adultos y nifios, mas la probabilidad tedrica de su utilizacion en pacientes portadores de os-
teomalacia hipofosfatémica relacionada con tumores (TIO) representan indudablemente un
avance, pero aun quedan algunas preguntas para responder acerca del efecto de dicho tra-
tamiento sobre la apariciéon o la evolucién de algunas de las complicaciones que presentan
estos pacientes a lo largo de su vida, como por ejemplo las calcificaciones extraesqueléticas.

Conflicto de intereses: El autor declara no tener conflictos de intereses.

(Recibido: noviembre 2016.
Aceptado: diciembre 2016)
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PREVALENCIA DE OSTEOPOROSIS: DISCREPANCIA DE ACUERDO
A LAS AREAS ESQUELETICAS DE MEDICION

Silvina Mastaglia'*, Alicia Bagur', Carlos Alfredo Mautalen'

'Mautalen, Salud e Investigacion. Instituto de Investigacion en Salud Publica (IDISA) Buenos

Aires, Argentina.

*Laboratorio de Osteoporosis y Enfermedades Metabdlicas Oseas, Hospital de Clinicas.
Instituto de Inmunologia, Genética y Metabolismo (INIGEN) CONICET-UBA.

Resumen

Existe discrepancia en la eleccién de las
areas esqueléticas a evaluar para determinar
la prevalencia de osteoporosis (OP). La In-
ternational Society for Clinical Densitometry
sugiere evaluar la columna lumbar (CL) y el
fémur proximal (FT), mientras que la Interna-
tional Osteoporosis Foundation (IOF) sugiere
medir solo el cuello femoral (CF). La estima-
cién de la prevalencia de OP evaluada solo
por CF en mujeres mayores de 50 afios de
Buenos Aires mostré un sub-diagnéstico del
53%. Objetivo: analizar la discrepancia en la
prevalencia de OP, segun el area esquelética
evaluada por DXA, en los estudios interna-
cionales disponibles. Materiales y Métodos:
Se incluyeron los trabajos publicados en la
literatura internacional, en idioma inglés que
contenian: 1. Medicion simultdnea de CL y CF.
2. Andlisis por décadas a partir de los 50 afios

* silvinamastaglia@hotmail.com

y hasta por lo menos la década 70-79. 3. Diag-
nostico densitométrico de osteoporosis con el
criterio de la OMS: T-score <-2.5. Resultados:
fueron incluidos doce estudios. La evaluacion
de estos estudios arrojé un sub-diagnéstico
global del 52 % si la prevalencia de OP fuera
estimada solo por la densidad mineral ésea
(DMO) de CF. Cuando analizamos por déca-
das la sub-estimacién fue del 75% en la 62
década, 58% en la 72 década y del 22% en
82 década, mostrando claramente que el sub-
diagndstico disminuye a medida que aumenta
la edad y desaparece después de los 80 afnos.
Conclusion: Estos resultados sefialan que la
prevalencia de OP debe ser determinada a
través de la evaluacion de la DMO de ambas
areas esqueléticas: CL y CF.

Palabras claves: Prevalencia, osteoporosis,
densitometria 6sea, columna lumbar, fémur
proximal.
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Mastaglia y col.: Prevalencia de osteoporosis

Abstract
PREVALENCE OF OSTEOPOROSIS: DIS-
CREPANCY ACCORDING TO THE SKE-
LETAL AREAS OF EVALUATION

There is discrepancy in the election of ske-
letal areas to be measured to determine the
prevalence of osteoporosis.The International
Society for Clinical Densitometry suggests
evaluating the lumbar spine and proximal
femur, while the International Osteoporosis
Foundation (IOF) suggests measuring only
the femoral neck.The estimate of the preva-
lence of osteoporosis (OP) evaluated only for
femoral neck (FN) in women over 50 years of
Buenos Aires showed underdiagnosis of 53%.
Objective: To analyze the discrepancy on the
prevalence of OP, according to the skeletal
area evaluated by DXA, in international stu-
dies. Material and Methods: We included
the works published in the international Eng-
lish literature that contained: 1- Simultaneous
measurement of lumbar spine (LS) and fem-

Introduccion

En los ultimos quince afios fueron publi-
cados numerosos estudios sobre prevalencia
de osteoporosis correspondientes a diferen-
tes paises, razas y grupos étnicos. La nece-
sidad de una revision periédica del tema se
fundamenta en el origen multifactorial de la
osteoporosis, factores susceptibles de sufrir
cambios a través del tiempo, el incremento
de la inmigracién y la globalizacién cada vez
mas creciente. La variabilidad genética, étni-
ca y el estilo de vida, muchas veces condi-
cionado por patrones culturales, determinan
la densidad mineral ésea (DMO) y la propen-
sion a sufrir fracturas por fragilidad 6sea. La
importancia de establecer la prevalencia de
la osteoporosis fue enfatizada recientemente
por Gupta S'.

Factores no modificables como el pais, la
raza o la etnicidad especifica de una poblacion,
determinan la prevalencia de la osteoporosis y
por ende la morbimortalidad asociada a ésta.

oral neck (FN). 2- Analysis for decades from
50 years and up to at least the decade 70-79.
3- Densitometric diagnosis of osteoporosis
according to WHO: T-score <-2.5. Results:
Twelve studies were included. The evaluation
of these studies showed an overall under-
diagnosis of 52% if the prevalence of OP was
estimated only for bone mineral density of the
femoral neck.When we analyzed for decades
the underestimation was 75% in the sixth
decade, 58% in the seventh and 22% in the
eighth decade, clearly showing that the un-
derdiagnosis decreases as age increases and
disappears after 80 years. Conclusion: This
over-all review of 12 studies indicates that
lumbar spine as well as femoral neck should
be assessed by DXA to determine the preva-
lence of osteoporosis.

Key words: Prevalence, osteoporosis, bone
mineral densitometry, lumbar spine, proximal
femur.

En la actualidad existe discrepancia en la
eleccién de las areas esqueléticas necesarias
a medir para determinar la prevalencia de os-
teoporosis. Por un lado la International Society
for Clinical Densitometry (ISCD) 2 sugiere eva-
luar la columna lumbar (CL) y el fémur proximal
(FT), mientras que la International Osteoporosis
Foundation (IOF) 2 sugiere medir solo el cuello
femoral (CF).

Mautalen C y col* observaron recientemente
que si solo se midiera el cuello femoral, como
sugiere la IOF, se sub-diagnosticaria la preva-
lencia de osteoporosis en mujeres mayores de
50 afos y enfatizaron la importancia de medir
dos areas esqueléticas (CL y CF) para una es-
timacién mas precisa de la prevalencia de la
osteoporosis de la poblacién en estudio.

El objetivo del presente trabajo fue analizar
la posible discrepancia en la prevalencia de os-
teoporosis observada en los estudios interna-
cionales que habian evaluado simultaneamen-
te y por separado la DMO de la CL y del CF.
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Material y Métodos

Criterios de inclusién

Se analizaron en esta revision los resulta-
dos de prevalencia de OP en mujeres publi-
cados en la literatura internacional, en idioma
inglés y que tuvieran las siguientes caracte-
risticas:

a) Medicién simultanea por DXA de la co-
lumna lumbar y fémur proximal.

b) Resultados analizados por décadas 6
lustros de edad a partir de los 50 afios y hasta
por lo menos la década 70-79.

c) Diagnéstico densitométrico de osteo-
porosis de acuerdo a lo recomendado por
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS):
T-score <-2.5 (Desvios estandar respecto a
los valores normales en jévenes, edad 20-40
afos obtenidos en la poblacién en estudio o
similar).

En total se incluyeron doce estudios y se
analizaron los datos correspondientes a mu-
jeres. 415

Criterios de exclusién

Se excluyeron aquellos estudios que para
establecer el diagnéstico de OP median una
sola area '®'” o que combinaban los resulta-
dos conjuntos de CL y FP.® Ademas se exclu-
y6 un meta-analisis de 91 estudios en China
ya que no se proporcionan las referencias de
cada uno de los trabajos incluidos.’ También
se omitié una revisién con resultados extrapo-
lados (gj. los valores de un estudio sin publicar
en Francia fueron extrapolados a la poblacién
de Alemania).?°

Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados en me-
dia y desvios estandar (X+DS). La subestima-
cion de la prevalencia de osteoporosis fue cal-
culada por la siguiente férmula: [(Prevalencia
CL-Prevalencia CF) x100/ Prevalencia CL] y
expresada como porcentaje por década de la
vida a partir de los 50 afios y area esquelética
analizada.

Resultados

La tabla 1 muestra los 12 estudios anali-
zados “'® indicando su afo de publicacion, el
pais de origen, edades y nimero de mujeres,
indicando en algunos casos caracteristicas
especiales que se aclaran al pie de la tabla.

La tabla 2 muestra, la prevalencia obteni-
da en todos los estudios analizados. Se indica
por separado la prevalencia tanto a nivel de la
CL (2A) como del CF (2B). Los resultados ob-
servados estan graficados en la figura 1.

El sub diagnostico de osteoporosis, si se
hubiera evaluado la prevalencia tomando en
cuenta sélo la DMO del CF fue de 52% hasta
los 80 afos. Analizado por década, la subes-
timacion fue la siguiente: 62 década 75%, 7@
década 58% y 82 década 22%. En cambio en
el grupo de 80 y mas afios el diagndstico fue
mayor en el CF que en la CL.

Como no todos los estudios incluian el
grupo mayor de 80 afos, la figura 2 muestra
los valores obtenidos graficando Unicamente
los estudios que incluian dicho grupo 48810,
Los resultados son similares a los observa-
dos analizando todas las investigaciones (Fi-
gura 1).

0 NN MM @
Edad {ARoa)

Figura 1. Prevalencia de osteoporosis en columna
lumbar (@) y cuello femoral (a). Porcentaje promedio
por década de edad en todos los estudios anali-
zados.
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Tabla 1. Caracteristicas poblacionales de los estudios incluidos indicando primer autor, (referencia), afio

de publicacion, pais de origen, numero de muijeres incluidas y rango de edad.

Autor (Referencia) Aio de publicacién Pais n Edad
Henry y col ®” 2000 Australia (22)‘-123+) 50-80+
Tenenhouse y col @ 2000 Canada 4761 50-80+
Ikeda y col @ 2002 Japon 366 50-70+
Yang y col © 2004 Taiwan 3591 50-80+
Wu y col @™ 2004 China 1166 50-90
Cheng y col 19 2007 China 5083 50-89
Cuiy col ™ 2008 Corea 1806 50-79
Sanfélix y col (" 2010 Espafa 824 50-75+
Lee y col ("9* 2014 Corea 5787 50-70+
Park y col (¥ 2014 Corea 4011 50-70+
Lu y col (154 2016 China 1712 50-70+
Mautalen y col @ 2016 Argentina 5448 50-80+

*Promedio de lustros
**Datos figuras 1y 2

**Datos figura 2. Criterio OMS
#Datos figura 4. Criterio OMS comparada con los valores de la poblacion local
## Cuello femoral derecho (Se publican por separado CF derecho e izquierdo)

Tabla 2. Prevalencia de osteoporosis en Columba Lumbar (A) o Cuello Femoral (B) por década de edad en

cada uno de los estudios incluidos, promedio y desvios estandar.

A-Columna Lumbar

B-Cuello Femoral

Estudios (Referencia) 50-60 61-70 71-80 >80 50-60 61-70 71-80 >80
Henry y col® 6,3 18,0 31,6 36,5 3,9 12,8 28,8 48,8
Tenenhouse y col © 5,0 15,0 19,0 21,0 2,0 9,0 14,0 31,0
Ikeda y col @ 18,3 34,5 45,7 NE 1,5 9,2 26,7 NE
Yang y col ® 8,6 14,1 14,2 16,1 5,3 11,2 17,3 24,0
Wu y col @ 18,0 40,0 49,0 59,0 2,0 17,0 39,0 60,0
Cheng y col 14,2 36,7 50,1 65,5 3,9 15,2 33,9 63,6
Cuiy col M 21,5 51,3 60,2 NE 1,7 11,4 36,7 NE
Sanfélix y col (2 15,5 23,3 38,4" NE 3,8 8,5 251" NE
Leey col ¥ 11,0 21,0 45,0 NE 2,0 10,0 46,0 NE
Park y col 12,9 30,9 53,4 NE 51 17,0 54,3 NE
Luy col (9 3,8 12,6 22,9 NE 21 5,3 19,8 NE
Mautalen y col ® 6,8 17,0 22,7 21,4 11 5,5 11,5 28,6
Promedio (X) 11,83 26,20 37,68 36,58 2,87 11,01 29,43 42,67
Desvio estandar (DS) 5,81 12,31 15,18 21,13 1,45 3,93 13,09 17,08

(1) Rango de edad: 71-75+

NE: no evaluado
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Figura 2. Prevalencia de osteoporosis en columna
lumbar (e) y cuello femoral (a). Porcentaje Promedio
por década de edad en los 6 estudios que incluye-
ron el grupo etario mayor de 80 afios.

Discusion

El conocimiento de la prevalencia de OP
de una poblacién especifica es crucial para
el desarrollo de politicas de salud publica
mas alla de los costos econémicos implicitos
que tienen las fracturas por fragilidad ésea.’
Al respecto, nuestro medio carecia de datos
fidedignos. Una investigacion reciente de
nuestro laboratorio observd una prevalencia
de osteoporosis de 19,3% en una poblacion
de mujeres mayores de 50 afnos, de la ciudad
de Buenos Aires y alrededores. Asimismo el
estudio mostrd un importante sub-diagndsti-
co de OP si se tomaban en cuenta solo los
valores del CF.# Los valores fueron similares a
los observados recientemente en la poblacion
caucasica de Estados Unidos.'®

La prevalencia de OP para una poblacion
especifica varia segun las areas esqueléticas
consideradas para su estimacion. En la actua-
lidad existe discrepancia entre la ISCD ? que
sugiere realizar la estimacién considerando
tanto CL como FT y la IOF 3 que propone eva-
luar solo CF.

La evaluacion de 12 estudios de preva-

lencia de OP en mujeres mayores de 50 afios
analizados en el presente estudio, mostrd un
sub-diagndstico global del 52 % si ésta fuera
estimada solo por la DMO de CF. Este resulta-
do es coincidente con los comunicados pre-
viamente por Mautalen C y col 4y Wright NC
y col ® que encontraron un sub-diagndéstico
del orden del 53 % y 54 % respectivamente.
Estos resultados enfatizan la importancia de
medir ambas areas esqueléticas para una es-
timacién mas precisa de la prevalencia de la
OP de la poblacion en estudio.

El sub-diagndstico de prevalencia de OP
observado cuando es estimada Unicamente
por CF podria ser explicado por la tasa de
remodelamiento diferente que tiene el hueso
trabecular del hueso cortical. La magnitud de
la tasa de remodelamiento 6seo es determi-
nada por la frecuencia de la activacion de la
unidad basica multicelular (BUN) de tal forma
que la tasa de remodelamiento éseo depen-
dera del numero de ciclos mientras que el
efecto final sobre la masa 6sea dependera
del balance focal en cada ciclo. El volumen
6seo se encontrara condicionado no solo por
la frecuencia de activacion, sino también por
el indice superficie/volumen.?!

En la menopausia temprana (50-65 afos)
la tasa de pérdida 6sea es mayor en el hueso
trabecular de los cuerpos vertebrales compa-
rado con el hueso trabecular de otros sitios
esqueléticos y del hueso cortical, estimando-
se una tasa de pérdida aproximada de 1,0 a
1,4%/ anual, lo cual representaria a 15 afios de
inicio de la menopausia una pérdida de masa
6sea de alrededor de 21%. Ademas la tasa
de pérdida de masa ésea del hueso trabecu-
lar adyacente a la médula ésea roja (ej. vérte-
bras) puede ser cinco veces mayor comparada
con el hueso trabecular adyacente a la médula
6sea amarilla (g]. cubito) debido a las funciones
hematopoyéticas de la primera.?? Por lo tanto,
el criterio de incluir la DMO de CL en la estima-
cion de la prevalencia de OP, principalmente en
la sexta y séptima década de la vida, estaria
fundamentado en la biologia ésea.
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Cuando analizamos por década la sub-es-
timacién fue del 75% en la 62década, 58% en
la 72 décaday del 22% en 82 década mostran-
do claramente que el sub-diagndéstico dismi-
nuye a medida que aumenta la edad y desa-
parece después de los 80 afos. A dicha edad,
la disminucién de la subestimacién observa-
da, cuando la prevalencia de OP es estimada
solo por CF, podria explicarse por la calcifi-
cacion de tejidos blandos y cambios anaté-
micos en CL asociados a la edad (osteofitos,
calcificacioén de la aorta, artrosis, etc.). La pre-
valencia de estos cambios es observada en
mas del 61% de las imagenes radiolégicas de
CL correspondientes a mujeres mayores de
60 afos 2%, lo que conduce a una pérdida de
la sensibilidad y especificidad de la CL como
region anatébmica para la estimacion de la pre-
valencia de OP.

Por ultimo y quizas el punto mas relevante
es si la medicién de la DMO de una sola area
o de multiples areas mejora la estimacion de

Referencias

1. Gupta SK. Editorial: Prevalence of Osteoporo-
sis in Women in Buenos Aires Based on Bone
Mineral Density at the Lumbar Spine and Fe-
mur. J Clin Densitom 2016; 19:405-406.

2. International Society for Clinical Densitometry.
2013. ISCD Official Positions-adult. Middle-
town, CT: International Society for Clinical Den-
sitometry. http://www.iscd.org/official-positions/
2013-iscd-official-positions-adult/

3. Kanis JA, Burlet N, Cooper C, et al. European
guidance for the diagnosis and management
of osteoporosis in postmenopausal women.
Osteoporos Int 2008; 19:399-428.

4. Mautalen C, Schianchi A, Sigal D, et.al. Preva-
lence of Osteoporosis in Women in Buenos Ai-
res Based on Bone Mineral Density at the Lum-
bar Spine and Femur. J Clin Densitom 2016;
19:471-476.

la tasa de fracturas. Leslie WD y col mostra-
ron que la combinacion de la medicién de la
DMO de CL y CF en mujeres de 50 a 65 afos,
mejord significativamente la prediccion de
fracturas vertebrales comparada con la sola
evaluacioén del CF (p<0.001).2

En conclusioén, la revisién de 12 estudios
de prevalencia de OP en mujeres mayores de
50 afios indica que la misma debe ser evalua-
da a través de la medicién de la DMO de CL y
CF. Si esta fuera estimada uUnicamente con la
DMO de CF existiria un sub-diagnostico apro-
ximadamente del 50 % (principalmente entre
la sexta y séptima década de la vida) segun
las caracteristicas de la poblacién en estudio.

Agradecimientos
A la sefiorita Magdalena Esteche por su asis-
tencia técnica.

Conflicto de intereses: Los autores no tienen
conflicto de intereses que declarar.

5. Henry MJ, Pasco JA, Nicholson GC, et al. Pre-
valence of osteoporosis in Australian women:
Geelong Osteoporosis Study. J Clin Densitom
2000; 3:261-268.

6. Tenenhouse A, Joseph L, Kreiger N, et al. Esti-
mation of the prevalence of low bone density in
Canadian women and men using a population-
specific DXA reference standard: the Cana-
dian Multicentre Osteoporosis Study (CaMos).
Osteoporos Int 2000; 11:897-904.

7. lkeda Y, Iki M, Morita A, et al. Age-specific
values and cutoff levels for the diagnosis of
osteoporosis in quantitative ultrasound mea-
surements at the calcaneus with SAHARA in
healthy Japanese women: Japanese popula-
tion-based osteoporosis (JPOS) study. Calcif
Tissue Int 2002; 71:1-9.

8. Yang TS, Chen YR, Chen YJ, Chang CY, Ng

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 3 - 2016

167



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Mastaglia y col.: Prevalencia de osteoporosis

HT. Osteoporosis: prevalence in Taiwanese
women. Osteoporos Int. 2004; 15:345-7.

Wu XP, Liao EY, Zhang H et al. Determination
of age-specific bone mineral density and com-
parison of diagnosis and prevalence of primary
osteoporosis in Chinese women based on both
Chinese and World Health Organization crite-
ria. J Bone Miner Metab 2004; 22:382-91.
Cheng XG, Yang DZ, Zhou Q et.al. Age-related
bone mineral density, bone loss rate, preva-
lence of osteoporosis, and reference database
of women at multiple centers in China. J Clin
Densitom 2007; 10:276-84.

Cui LH, Choi JS, Shin MH, et.al. Prevalence of
osteoporosis and reference data for lumbar spi-
ne and hip bone mineral density in a Korean po-
pulation. J Bone Miner Metab 2008; 26:609-17.
Sanfélix-Genoves J, Reig-Molla B, Sanfélix-
Gimeno G, et al. The population-based pre-
valence of osteoporotic vertebral fracture and
densitometric osteoporosis in postmenopausal
women over 50 in Valencia, Spain (the FRAVO
study). Bone 2010; 47:610-616.

Lee KS, Bae SH, Lee SH, Lee J, Lee DR. New
reference data on bone mineral density and the
prevalence of osteoporosis in Korean adults
aged 50 years or older: the Korea National
Health and Nutrition Examination Survey 2008-
2010. J Korean Med Sci. 2014; 29:1514-22.
Park EJ, Joo IW, Jang MJ, et al. Prevalence of
osteoporosis in the Korean population based
on Korea National Health and Nutrition Exami-
nation Survey (KNHANES), 2008-2011.Yonsei
Med J 2014; 55:1049-1057.

Lu YG, Lin YC, Lin YK, et. al. Prevalence of Os-
teoporosis and Low Bone Mass in Older Chine-
se Population Based on Bone Mineral Density at
Multiple Skeletal Sites. Sci Rep. 2016; 6: 25206.
Looker AC, Orwoll ES, Johnston CC, et al.

17.

18.

20.

21.

22.

23.

24,

Prevalence of low femoral bone in older U.S.
adults from NHANES Ill. J Bone Miner Res
1997; 12:1761-1768.

Holt G, Khaw KT, Reid DM, et al. Prevalence of
osteoporotic bone mineral density at the hip in
Britain differs substantially from the US over 50
years of age: implications for clinical densito-
metry. Br J Radiol 2002; 75:736-742.

Wright NC1, Looker AC, Saag KG, et al. The
recent prevalence of osteoporosis and low
bone mass in the United States based on bone
mineral density at the femoral neck or lumbar
spine. J Bone Miner Res 2014; 29:2520-2526.

. Zhang ZQ, Ho SC, Chen ZQ, Zhang CX, Chen

YM. Reference values of bone mineral densi-
ty and prevalence of osteoporosis in Chinese
adults. Osteoporos Int. 2014; 25:497-507.
Wade SW, Strader C, Fitzpatrick LA, Anthony
MS, O’Malley CD. Estimating prevalence of os-
teoporosis: examples from industrialized coun-
tries. Arch Osteoporos. 2014; 9:182.

Parfitt AM. Skeletal heterogeneity and the pur-
poses of bone remodeling. Implications for the
understanding of osteoporosis. In: Marcus R,
Feldman D and Kelsy J. (eds). Osteoporosis.
Academic Press, 1996, p 315-329.

Vay Dyke D. Similarity in distribution of skele-
tal blood flow and erythropoietic marrow. Clin.
Orthop 1967; 52: 37-51.

Liu G, Peacock M, Eilam O, Dorulla G, Brauns-
tein E, Johnston CC. Effect of osteoarthritis
in the lumbar spine and hip on bone mineral
density and diagnosis of osteoporosis in el-
derly men and women. Osteoporos Int 1997;
7:564-569.

Leslie WD, Lix LM, Tsang JF, et al. Single-
site vs. multisite bone density measurement
for fracture prediction. Arch Intern Med 2007;
167:1641-1647.

168

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 3 - 2016



Actual. Osteol 2016; 12(3): 169-179.
Internet: http://www.osteologia.org.ar

ARTICULOS ORIGINALES / Originals

RALOXIFENE NEUTRALIZES BONE BRITTLENESS INDUCED BY
ANTI-REMODELING TREATMENT AND INCREASES FATIGUE LIFE
THROUGH NON-CELL MEDIATED MECHANISMS
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Abstract

Pre-clinical data have shown that tissue
level effects stemming from bisphosphonate-
induced suppression of bone remodeling
can result in bone that is stronger yet more
brittle. Raloxifene has been shown to reduce
bone brittleness through non-cellular mecha-
nisms. The goal of this work was to test the
hypothesis that raloxifene can reverse the
bone brittleness resulting from bisphospho-
nate treatment. Dog and mouse bone from
multiple bisphosphonate dosing experiments
were soaked in raloxifene and then assessed
for mechanical properties. Mice treated with
zoledronate in vivo had lower post-yield me-
chanical properties compared to controls.
Raloxifene soaking had significant positive
effects on select mechanical properties of
bones from both vehicle and zoledronate
treated mice. Although the effects were

blunted in zoledronate bones relative to ve-
hicle, the soaking was sufficient to normalize
properties to control levels. Additional studies
showed that raloxifene-soaked bones had a
significant positive effect on cycles to failure
(+114%) compared to control-soaked mouse
bone. Finally, raloxifene soaking significantly
improved select properties of ribs from dogs
treated for 3 years with alendronate. These
data show that ex vivo soaking in raloxifene
can act through non-cellular mechanisms to
enhance mechanical properties of bone pre-
viously treated with bisphosphonate. We also
document that the positive effects of ralo-
xifene soaking extend to enhancing fatigue
properties of bone.

Keywords: bisphosphonate, toughness,
mechanical properties, zoledronate, alendro-
nate.
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Resumen

EL RALOXIFENO INVIERTE FRAGILIDAD
OSEA INDUCIDA POR EL TRATAMIENTO
ANTI-REMODELACION Y AUMENTA LA RE-
SISTENCIA A LA FATIGA A TRAVES DE ME-
CANISMOS MEDIADOS NO CELULARES.

Los datos preclinicos han demostrado que
los efectos a nivel de tejido que se derivan de
la supresion del remodelado 6seo inducida
por bifosfonatos puede dar como resultado
un hueso que es mas fuerte pero mas fragil.
Esta comprobado que el raloxifeno reduce la
fragilidad 6sea a través de mecanismos no ce-
lulares. El objetivo de este trabajo fue probar la
hipétesis de que el raloxifeno puede revertir la
fragilidad ésea resultante del tratamiento con
bifosfonatos. Se emplearon huesos de perro
y ratén de multiples experimentos con dife-
rentes dosis de bifosfonatos los cuales fueron
sumergidos en raloxifeno y luego se evaluaron
sus propiedades mecanicas. Ratones tratados
con zoledronato in vivo mostraron propieda-
des mecaénicas post-rendimiento mas bajas en
comparacion con los controles. Luego de su-

Introduction

A bone’s mechanical properties, specifi-
cally those related to displacement and en-
ergy absorption, can be described as being
brittle or ductile.®* A ductile bone is able to
undergo significant displacement and absorb
significant energy following the manifestation
of permanent damage. Conversely, a brittle
bone fails soon after the initiation of permanent
damage. Classic clinical examples of these ex-
tremes are developing bone and osteopetrotic
bone, respectively.* In the laboratory, decalci-
fication of a bone makes it extremely ductile,’
while removal of the organic material (using
heat) makes it extremely brittle.® In general, in-
creasing the ductility of bone is advantageous
for improving its resistance to fracture.

The goal of anti-osteoporotic interventions

mergirlos en raloxifeno se observaron efectos
positivos significativos en algunas propiedades
biomecanicas tanto en los huesos de ratones
tratados con vehiculo como con zoledronato.
Aunque los efectos se atenuaron en los hue-
sos tratados con zoledronato en relacion con
los tratados con vehiculo, el raloxifeno fue su-
ficiente para normalizar las propiedades a ni-
veles basales. Estudios adicionales mostraron
que los huesos sumergidos en raloxifeno tuvie-
ron un efecto positivo significativo en los ciclos
de fractura (+ 114%) en comparacion con los
huesos de ratén sumergido en vehiculo. Final-
mente, el raloxifeno mejord significativamente
las propiedades de costillas de perros tratados
durante 3 afos con alendronato. Estos datos
muestran que la inclusién ex vivo en raloxifeno
puede actuar a través de mecanismos no celu-
lares para mejorar las propiedades mecanicas
de huesos previamente tratado con bifosfona-
tos. También documentamos que los efectos
positivos del raloxifeno mejoran las propieda-
des de fatiga del hueso.

Palabras clave: bifosfonato, dureza, propieda-
des mecanicas, zoledronato, alendronato.

is to reduce fracture.” Whether or not a bone
fractures depends on several factors, includ-
ing bone mass, propensity to fall, and the me-
chanical properties of the bone tissue." Inter-
ventions such as bisphosphonates primarily
reduce fracture risk by increasing bone mass
which leads to improvements in whole bone
mechanical properties.® In many cases though,
improving bone mass and bone strength
comes at the expense of changes to the tissue
which are not completely positive. Pre-clinical
data in dogs®™ and mice (C57BL/6),* have
shown that suppression of bone remodeling by
bisphosphonate treatment can result in bone
that has higher ultimate force yet lower tough-
ness. It has been hypothesized that this reduc-
tion in tissue toughness, brought about by del-
eterious changes to the tissue level properties
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(altered mineral heterogeneity,'®'” properties
of mineral crystals,'® collagen cross-linking,'°
microdamage),®® is linked to atypical femoral
fractures.?'-2

Enhancing the ductility of bone at the tis-
sue level has been shown to occur with ana-
bolic treatment due to its remodeling away
older tissue and replacing it with new matrix.
Raloxifene (RAL), an FDA approved selective
estrogen receptor modulator, also reduces
brittleness of bone,?+?* but through an alterna-
tive mechanism involving non-cellular media-
ted modification of tissue hydration.?526 The
goal of this work was to test the hypothesis
that in vitro exposure to raloxifene is sufficient
to neutralize thebone brittleness that occurs
following bisphosphonate treatment.

Methods

Animal experiments. The bones utilized in
this report come from three different experi-
ments. All sample sizes can be found in the
data tables and figures. In experiment one,
designed to determine if zoledronate pro-
duced effects on mechanical properties, male
C57BL/6 mice were treated saline or zoledro-
nate (ZOL) for 8 weeks, from 16 to 24 weeks
of age."”® At 24 weeks of age, bilateral femora
were removed, wrapped in saline-soaked
gauze, and frozen at -20 °C until analysis.
Mechanical testing of the right femora was
performed and these data have been previ-
ously reported.”® Left limbs, used in this cur-
rent work, were thawed, soaked in RAL for 7
days and then subjected to mechanical test-
ing. These results were compared to those
from the contralateral femora that was tested
without soaking.

In experiment two, bilateral femora from
untreated 16 week old male C57BL/6 mice
were collected to study the fatigue properties
of mouse bone. A subset of these bones were
used in the current work.

In experiment three, skeletally mature fe-
male beagles were treated for three years with
daily oral saline (10 ml) or alendronate (ALN,

0.2 mg/kg/day in 10 ml).'® After three years of
treatment, ribs were dissected free, wrapped
in saline-soaked gauze, and frozen at -20 °C
until analysis. All animal experiments were
approved by the Indiana University School of
Medicine IACUC prior to the live animal ex-
periments.

Raloxifene soaking. RAL was purchased
from Sigma and dissolved in DMSO following
previously published protocols.?®> Bones were
soaked in 1% penicillin-streptomycin/phos-
phate buffered saline solution, with either 2
UM DMSO or 2 yM RAL at 37 °C for 14 (ex-
periment 3), 7 (experiments one) or 2 (experi-
ment two) days, changing the solution every
2-3 days.

Peripheral quantitative and microcomputed
tomography (pPQCT, microCT). To normalize
mechanical properties, one femur from each
mouse in all experiments was scanned to
determine cortical bone geometry at 50% of
bone length. MicroCT scans were obtained
using a Skyscan 1176 scanner at 9 micron
resolution. Scan reconstruction and analysis
at the mid-diaphysis were conducted using
manufacturer software combined with a cus-
tom MATLAB program.?” All ribs from experi-
ment 3 were scanned using pQCT (Norland
Stratec XCT Research SA+) at the spot of
greatest curvature (approximately midrib).28
A single slice was imaged at this spot using
a scanning resolution of 0.07 x 0.07 x 0.50
mm. Anterior—posterior diameter (APdia, mm)
and cross-sectional moment of inertia (CSMI,
mm*) were obtained using standard scanner
software for estimation of material properties.

Mechanical testing. Bones from experi-
ment one were tested in four-point bending.?”
Bones were placed anterior surface down on
a bottom support span of 9 mm; the upper
support span was 3 mm wide centered at the
mid-diaphysis. Testing occurred at a displace-
ment rate of 2 mm/min and load/displacement
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data collected. Analysis of mechanical data
test curves was done using a custom MAT-
LAB program that integrates the CT data with
the load/displacement data to produce both
structural (yield/ultimate load, stiffness, pre-
yield/post-yield/total displacement, pre-yield/
post-yield/total energy) and material (yield/
ultimate stress, modulus, strain, toughness)
properties. The geometric properties used
for normalization of both right and left bones
was based on CT scanning of only one bone.
Based on unpublished data from our labora-
tory, as well as published studies,?® there is
minimal right/left difference in geometry within
an animal, thus supporting our use of CT data
from one bone within an animal for normaliza-
tion ofthe contralateral bone.

Mouse femora in experiment two were
subjected to fatigue loading in four-point
bending. Ten paired femurs were soaked in
either PBS (left) or RAL (right) and then tested
in fatigue using a sinusoidal waveform (load-
ing between the force corresponding to 15%
and 85% of the ultimate stress (determined
from monotonic test on another set of bones)
with a frequency of 0.5 Hz for the first ten
preconditioning cycles and 4 Hz for the rest
of the test. Femurs were hydrated through-
out the test with the use of a heated saline
bath (37°C) that contained 2% Pen-Strep. Any
tests that reached 300,000 were terminated
without failure.

Dog ribs were tested in three-point ben-
ding.?® After thawing to room temperature,
specimens were placed on a three-point
bending fixture (bottom support span = 25
mm) with the convex surface of the rib fac-
ing up. The upper support contact point was
at the midpoint of the specimen, matching
the site of pQCT analyses. Specimens were
loaded to failure at a displacement rate of 20
mm/minute, and load vs. displacement data
were collected. Structural mechanical prop-
erties were determined and material proper-
ty estimations were calculated as outlined
above.

Statistics. All statistical tests were per-
formed using SAS software. Data from experi-
ments one and three were compared using
two-way ANOVA with repeated measures (to
account for right/left limbs). Statistically sig-
nificant effects of in vivo treatment, soaking,
and interactions (followed by analysis of sim-
ple main effects) between those two variables
were determined using a p<0.05. Data from
experiment two were compared using paired
t-tests. All data are presented as mean and
standard deviations.

Results

Experiment 1. There was a significant
main effect of in vivo ZOL treatment for pre-
yield (+27%), post-yield (-37%), and total dis-
placement (-27%) and all estimates of mate-
rial properties relative to animals treated with
vehicle (VEH) (Table 1, Figure 1). There was
a significant main effect of RAL-soaking on
post-yield displacement (+10%), total dis-
placement (+10%), and total strain (+26%)
relative to the contralateral limbs that were
not soaked. Significant interactions existed
for ultimate load, post-yield energy and total
energy where, in all three cases, the effect
of RAL-soaking was significantly greater in
bones from animals treated with VEH in vivo
compared to those treated with ZOL. In sum-
mary, the effects of raloxifene soaking were
less effective in ZOL-treated animals, yet suf-
ficient to return select mechanical properties
to those of normal untreated animals.

Experiment 2. PBS-soaked control
bones subjected to fatigue loading failed at
116,005+90,767 cycles. RAL-soaked bones
had 1.7-fold longer fatigue life (p=0.019),
202,894+125,607 cycles (Figure 2A). One of
ten PBS-soaked bones (10%) and five of ten
RAL-soaked bones (50%) were stopped at
300,000 cycles without failure. The majority
of paired bones followed the trend of RAL be-
ing higher than PBS yet there were three sets
that were either unchanged (both reached
300,000 cycles) or showed modest reductions
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Table 1. Mechanical properties of mouse femora in 4-point bending.

Vehicle-treatment Zoledronate-treatment In vivo Saaking (None .
RAL — soaking RAL — soaking treatment or RAL) Interaction
Control (n=20) (1=20) Control (n=17) (n=17) (VEH vs ZOL)

Ultimate Load, N 21.3+3.7 23.4+3.8* 27.8+4.1 25.8+6.4 0.001 0.500 0.0001
Stiffness, N/mm 115+36 133+47* 153+45 162+60 0.189 0.917 0.025
Yield energy, mJ 0.72+0.38 1.06+0.64 1.48+0.63 1.63+1.1 0.0004 0.170 0.622
Post-yield energy, mJ 9.57+3.5 13.2+45* 8.3+3.6 9.4+3.9 0.021 0.0004 0.047
Energy to failure, mJ 10.3+3.4 14.2+45* 9.8+3.3 11.0+3.6 0.073 0.0002 0.038
US, MPa 252+25 266+33 286+31 286+45 0.001 0119 0.551

Strain to failure, uE 94,084+26,788 123,289+43,715 73,113+18,473 87,851+25,203 0.002 0.286 0.595
Modulus, MPa 9.07+1.6 9.67+2.5 9.22+1.9 9.23+1.8 0.0005 0.002 0.267
Toughness, , MJ/m® 17.2+5.2 22.9+6.3 14.9+5.3 17.75.3 0.001 0.159 0.880

* vs control within treatment in post-hoc test following significant interaction in two-way ANOVA. Data presented as
mean and standard deviation. RAL - raloxifene; VEH - vehicle; ZOL - zoledronate.

1400 4 Z0L p = 0.0005 1400 ZOL p = 0.0003
RAL p = 0.001 =
1200 - N Interaction p = NS 1200 - Ian::rhig:pN:SNS
g 1000 1 E 1000
g ] g
§ 800 4 g BOO o
@ (=%
_% 600 4 g 500 -
2 3
g ol T oo
o
; Il B N N
VEH VEH + RAL ZOL ZOL + RAL VEH VEH + RAL ZoL ZOL +RAL
1A 1B
Figure 1. Ex vivo soaking in raloxifene significantly
affects displacement properties of mouse bone
previously vehicle (VEH) and zoledronate (ZOL). A. 0 ey
Total displacement during four-point bending was 1200 1 MAESSIR SIS
E
significantly affected by in vivo treatment with ZOL. Z 1000+
Ex vivo soaking in raloxifene (RAL) significantly im- § wo.
proved displacement in both VEH and ZOL treated % -
animals with no interaction between the two vari- 2
% 400
ables (p=0.379). B. There was a significant effect &
of in vivo ZOL treatment on pre-yield displacement =
(p=0.003) with no effect of RAL-soaking or an in- 0 VEH  VENSEAL 581 PR EAL
teraction between variables (p=0.234 and 0.705, 1c

respectively). C. Post-yield displacement showed
a similar pattern as total displacement.
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Figure 2. Ex vivo soaking in raloxifene (RAL) significantly improves fatigue properties of mouse bone.

A. Cycles to failure were significantly higher in bones soaked in raloxifene compared to contralateral
controls soaked in PBS. Data presented as mean and standard deviation. *p<0.05 in paired t-test versus
PBS. B. Number of cycles to failure of individual sets of paired bones with each set representing the right

and left bone of a given mouse. Note that bones not failing by 300,000 cycles were stopped.

with RAL (Figure 2B). The RAL-soaked bones
had an ~114% average increase in cycles to
failure versus their contralateral PBS-soaked
control bone.

Experiment 3. There were no significant
main effects of alendronate treatment (Table
2). There was a significant main effect of RAL
soaking on energy to failure (+16%), post-yield
energy (+21%), toughness (+38%) and post-
yield toughness (+43%) (Figure 3).

Discussion

A bone made of brittle material is at an
increased risk of fracture even if bone mass
is increased. There are several illustrative
examples, such as the clinical condition of
osteopetrosis, where bone mass is high
yet fractures are quite prevalent,® and pre-
clinical models of osteogenesis imperfecta
when drugs that increase bone mass are
insufficient to normalize mechanical proper-
ties."%2 We and other have documented that
bisphosphonates result in tissue brittleness,

both in dogs and more recently in C57BL/6
mice.’®'®28 Given that bisphosphonates have
long-lasting effects even after treatment with-
drawal,®*®* finding active ways to neutralize/
reverse the brittleness brought on by remode-
ling suppression necessitate new approaches.
In this proof-of-concept study, we show that
raloxifene can overcome the tissue brittleness
caused by bisphosphonates through non-
cellular mechanisms.

Raloxifene has a long history of having
positive effects on bone.* It is FDA approved
for the treatment and prevention of fracture in
post-menopausal women.?6-38 Although the
mechanism of action was originally thought to
be related to suppressed osteoclast action,
there remained a known disconnect between
changes in bone mass and fracture risk re-
duction.®® Recently, our lab has documented
a potential explanation for this disconnect
by showing that raloxifene can act through
non-cellular mechanisms to increase tissue
hydration.2>2¢ This effect is associated with
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Table 2. Mechanical properties of dog ribs in 3-point bending.

In vivo

Vehicle-treatment Alendronate-treatment

e ?g;g'g? Interaction
PBS-soaking RAL-soaking PBS-soaking RAL-soaking  (VEHVS RAL)
(n=9) (n=9) (n=10) (n=10) ALN)
Ultimate Load, N 88+25 100+21 90+22 89+16 0.617 0.285 0.184
Stiffness, N/mm 165+53 200+35 17651 174.5+42 0.687 0.209 0.131
Post yield displacement, mm  4.26+1.46 4.74+0.66 3.85+1.39 4.23+1.77 0.363 0.119 0.865
Total displacement, mm 4.59+1.43 5.16+0.74 419+1.34 4.56x1.19 0.325 0.087 0.697
Post-yield energy, mJ 312+91 404 £134 286+119 319+84 0.234 0.012 0.188
US, MPa 114+53 148+49 128+85 124+70 0.859 0.196 0.085
Modulus, MPa 6049+2526  7868+2067 *  7240+4023 67903120 0.966 0.239 0.041
Post-yield toughness, MJ/m? 13.6+4.4 22.6+10.8 12.3+7.6 14.7+81 0175 0.006 0.073

* vs control within treatment in post-hoc test following significant interaction in two-way ANOVA. Data presented as
mean and standard deviation. PBS - phosphate buffered saline; RAL - raloxifene; VEH — vehicle; ALN — alendronate.

ALN p = 0.227 )
RAL p = 0.048 AlNp= O.Il.f?-{
&0 - Interaction p = 0.206 40 4 Inle':‘:rl'_rg:rfjun'?‘,ﬁﬁ
500
E 1 30
E o
E B
g w
i £ |
E
200
£ 2
10 4
100
1]
VEH  VEH<RAL T i ° VEH  VEH+RAL ALN  ALN+RAL

Figure 3. Ex vivo soaking in raloxifene restores displacement properties of ribs from vehicle (VEH) and
alendronate (ALN)-treated dogs. Energy to failure (A) and toughness (B) were both was significantly
higher in bones soaked in raloxifene (RAL) compared to those soaked in PBS.

improvements in mechanical properties, spe-
cifically post-yield properties.?® Although the
details regarding how raloxifene increases
hydration remain to be clearly elucidated, the
most recent findings point to binding of raloxi-
fene at the mineral/collagen interface.?

Inthe experiments described herein, raloxi-

fene soaking of the bones from animals treat-
ed with vehicle (thus normal animals) resulted
in robust positive responses to properties that
are influenced by post-yield behavior. This is
consistent with previous work from both dog
and human tissue soaked in raloxifene.?® Ral-
oxifene’s significant positive effect on post-
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yield and total displacement carried over to
bones from animals treated with zoledronate
in vivo. This effect resulted in RAL-soaked
bones from zoledronate-treated animals hav-
ing similar post-yield and total displacement
values as normal bones. Simply stated, RAL-
soaking normalized the mechanical pheno-
type of zoledronate bone.There were other
mechanical properties where the positive ef-
fects of raloxifene soaking were significantly
attenuated in bones from animals treated in
vivo with zoledronate as evident by the sig-
nificant interaction in ultimate load, post-yield
and total energy.

Contrary to previous work from these
same animals,’?'*2 the mechanical tests of
dog ribs did not reveal significant effects of in
vivo alendronate treatment. Properties most
often noted as being negatively affected by
alendronate, such as toughness, were non-
significantly lower (-10%; p=0.15 main effect).
Of note is that sample sizes here were lower
than in previous reports (n=12/group) because
specimens from some animals were no longer
available, thus reducing the power in the sta-
tistical tests. It is also possible that soaking
itself affected the ability to see effects of ALN
as several of the parameters from PBS-soaked
bones were qualitatively different compared
to previous work? although it should be ac-
knowledged that these were different ribs and
thus different properties might not be unex-
pected. Despite the lack of significant differ-
ences brought about by ALN, there remained
significant main effects of raloxifene soaking
on post-yield and total displacement and en-
ergy absorption. Consistent with the mouse
bones in experiment 1, there was a suggestion
of an interaction in the effect of RAL-soaking,
being mainly driven by the response of bones
from VEH-treated animals. One plausible
explanation is that changes to mineral and
collagen brought about by bisphosphonate-
treatment'®'81° alter the ability for raloxifene to
modify hydration and this is more evident in a
species that undergo intracortical remodeling

(and thus suppressed intracortical remodel-
ing). Alternatively, differences in bisphospho-
nate (alendronate vs zoledronate), duration of
treatment (two months in mouse vs 3 years in
dog), or bone (rib versus femur) could be the
underlying reason for differences between the
two experiments.

The precise mechanisms underlying tis-
sue-level brittleness with bisphosphonates
remains unclear. Altered mineral heteroge-
neity,'®'” properties of mineral crystals,’® col-
lagen cross-linking,'®'® microdamage®?° have
all been documented in various model sys-
tems (including humans). Many of the chang-
es in cortical bone are associated with the
change in intracortical remodeling, yet data
exist showing lower tissue mechanical prop-
erties independent of the degree of remod-
eling suppression in dogs. Furthermore, we
and others have shown reductions in bone
toughness with bisphosphonates in rodents,
where intracortical remodeling does not take
place under normal circumstances. The goal
of the current work does not address the un-
derlying mechanism for tissue brittleness with
bisphosphonates, but rather focuses on the
ability of raloxifene to neutralize whatever ef-
fect has occurred. Our results suggest modi-
fication of hydration (the presumed effect of
raloxifene) is sufficient to overcome negative
tissue-level changes with bisphosphonates.

Although monotonic mechanical tests pro-
vide valuable information regarding properties
of the tissue, fatigue loading tests the tissue’s
ability to resist the initiation and propagation
of damage leading to fracture.*® The ability
of in vitro raloxifene exposure to alter fatigue
properties in normal C57/B6 femora was
clear. Raloxifene-soaked bones had nearly 2x
longer fatigue life than normal animals, and
even this was likely an underestimate as half
of the raloxifene bones were stopped at 300K
cycles (compared to one untreated bone). In-
terestingly, 7 of the 10 matched pairs showed
higher properties in the raloxifene limb while
three showed nearly identicalor slightly values
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across the two limbs. Previous work assess-
ing fatigue properties of RAL bone is limited
to experiments of cortical bones from in vivo
treated dogs. Although monotonic tests from
these same animals showed dramatic effects
of in vivo treatment on mechanical properties,
there were no differences when assessed us-
ing a cyclic relaxation test.?* The cyclic relax-
ation test differs in several ways from a tradi-
tional fatigue test, most notably in that it loads
to progressively higher loads with the goal of
inducing damage and then testing the abil-
ity of the tissue to resist accumulation.*! The
link between altered hydration (the presump-
tive mechanism of effect in current soaking
studies) and microdamage propagation re-
mains unclear but it is possible that benefits
of hydration are more apparent in traditional
fatigue tests.

The data presented here should be con-
sidered in the context of various limitations.
The original experiments (from which the
bones were used) tested only males and
only a single dose of zoledronate. Due to the
matched design of experiment one, we did
not have bones soaked for 7 days in control
solution as is traditionally done in these ex-
periments. We have previously shown that
soaking in solution does not cause the tissue
to decalcify (which if it occurred could cause
improved ductility).?® Although we have pre-
viously shown the main non-cellular effect of
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Resumen

La densidad mineral 6sea (DMO) por tomo-
grafia computarizada cuantitativa (QCT) mide
con exactitud y precision de corto plazo la den-
sidad volumétrica (DMOv) de secciones axiales
de los cuerpos vertebrales lumbares valiéndose
de un fantoma de calibracién. Existe evidencia
de que la densitometria por TC sin fantoma con-
virtiendo las unidades Hounsfield en g/cm?® apli-
cando un coeficiente especifico para cada equi-
po, presenta muy alta correlacion con la DMO
por QCT y que es confiable para evaluar la den-
sidad 6sea vertebral. Apoyandonos en ello, co-
rrelacionamos DMO y CMO estimados a partir
de estudios de TC con los obtenidos por DXA.
Se incluyeron 28 mujeres (edad: 63,4+10,3
afos, rango: 37-85) que habian realizado una
TC de abdomen y previamente una DMO en un
lapso previo no mayor de 6 meses. Se midie-
ron: 1) TC: DMOv promedio integral (trabecular
+ cortical) en un corte axial medio vertebral de
10 mm de espesor y el area en cm?. Se multipli-
co6 la densidad por el area, obteniendo un valor
equivalente al CMO de la seccion (CMO-TC) y 2)

* E-mail: hclaus@fibertel.com.ar

DXA: se consideraron la DMOa y CMO en una
Rl de 10 mm de altura a nivel del centro de la
vértebra L3. Las correlaciones entre los parame-
tros homélogos obtenidos por ambos métodos
fueron significativas: resulté superior para CMO
[DMOv vs. DMOa r: 0,67 (p=0,005) y CMO-TC
vs. CMO-DXA r: 0,75 (p=0,00063)]. El estudio
complementa los ya existentes y abre la posi-
bilidad de utilizar estudios de rutina de TC de
abdomen para evaluar la densidad 6sea, para lo
cual deberan establecerse valores de referencia
sexo y edad especificos.

Palabras claves: densidad mineral 6sea, tomo-
grafia computarizada, contenido mineral 6seo,
densidad volumétrica sin fantoma.

Abstract

PHANTOM-LESS VOLUMETRIC VERTE-
BRAL DENSITY OBTAINED FROM ROUTI-
NE ABDOMINAL CT STUDIES: CORRELA-
TION WITH DATA OBTAINED BY DXA

Conventional quantitative computed to-
mography (QCT) uses a calibration phantom
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scanned simultaneously with the anatomical
region of interest and measures bone density
accurately and with short-term high precision.
Evidence supports that phantom-less volume-
tric BMD highly correlates with QCT BMD and
is a reliable method for assessing bone density
of vertebral bodies. Assessment of BMD in rou-
tine abdominal CT scans has been investigated
in recent years. The aim of the study was to co-
rrelate BMD and bone mineral content (BMC)
obtained from CT studies with data obtained
by DXA. Twenty eight women (age 63.4+10.3
years old, range: 37-85) who underwent abdo-
minal CT for different reasons and DXA mea-
surements within 6 months were included.
A simple manual region of interest (RI) which
delineated the edge of the vertebral body was
applied to L3. We measured 1) CT: Volumetric
integral density (BMDv) -trabecular and corti-
cal bone- of the axial section and area (A) in
cm?. Density was multiplied by area to obtain
a value equivalent to BMC. 2) DXA: BMD and
BMC in a Rl of 10 mm height in the middle of
L3. All parameters obtained by CT correlated
significantly with the corresponding to DXA :
BMDv vs BMDa r: 0.67 (p=0.005) y BMC-CT
vs BMC-DXA: r: 0.75 (p=0.00063). This study
complements previous reports and opens the
possibility of using routine abdominal CT stu-
dies to assess bone density. For that purpose
reference values (age and gender) must be es-
tablished.

Key words: bone mineral density, quantitative
computed tomography, bone mineral content,
phantom-less volumetric density.

Introduccién

La densitometria 6sea volumétrica (DMOv)
vertebral por tomografia computarizada cuan-
titativa (QCT) emplea un fantoma de referencia
que le permite convertir en mg/cm? de calcio
de hidroxiapatita las unidades Hounsfield (UH)
de la regioén (volumen) de interés de cada una
de las seccién vertebrales seleccionadas.'?
El fantoma contiene concentraciones conoci-

tomografia computarizada de abdomen

das de hidroxiapatita (K,HPO,) equivalentes a
0, 100, 150 y 200 mg/cm?®. La relacion lineal
perfecta de la concentracién mineral vs. las
unidades UH de su medicién por tomogra-
fia computarizada (TC) permite obtener con
exactitud la DMOv a partir del valor promedio
de UH de una regién de interés correspon-
diente al area del cuerpo vertebral. DMOv (UH
del cuerpo vertebral x coeficiente de regre-
sion) (Figura 1).

Recientemente se iniciaron investigacio-
nes con la finalidad de estimar la DMOv sin
fantoma para utilizar, como un aporte se-
cundario, los estudios de TC de abdomen y
térax realizados con otros objetivos. Estos
demostraron una alta correlacién (r=0,98) en-
tre las UH y los correspondientes valores de
DMOv estimados en g/cm?; sin embargo, se
observaron coeficientes de regresién algo di-
ferentes segun el modelo de equipo de cada
fabricante.*” En un estudio se analizé la cali-
bracién de 14 equipos de TC, lo que le per-
mitié proponer un método para estandarizar y
obtener resultados comparables de DMOv sin
fantoma con distintos equipos. De acuerdo
con la opinién de los autores de los estudios
citados, la validacién de los resultados esta
aun en fase de investigacion.

Una forma de contribuir a la validacion de
la DMOv sin fantoma es ampliar las investiga-
ciones hasta ahora centradas en cuestiones
técnicas de la TC, comparandolas con pa-
rametros densitométricos medidos por DXA,
lo que le otorgaria ademas una proyeccion
clinica por ser el método asistencial de refe-
rencia. La DMO vertebral tiene una precision
de 1-1,5%. Un estudio que correlaciond los
valores de DMOv con la DMO areal (DMOa)
por DXA de las correspondientes vértebras
obtuvo un adecuado coeficiente de correla-
cion.® Es dificil juzgar si esta correlacion es
metodolégicamente aceptable o no, dado
que la DMOa es una medida bidimensional de
un objeto tridimensional, por lo que un fac-
tor geométrico aleatorio puede ser responsa-
ble de que vértebras de igual DMOv puedan
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Figura 1. Determinacion de DMOv por QCT. En el fantoma de pléstico colocado debajo de la zona lumbar

(flecha) hay tubos con concentraciones conocidas de hidroxiapatita (K,HPO,) equivalentes a cero, 100,

150 y 200 mg/cm?. La relacién lineal perfecta de la concentracion mineral vs. las unidades Hounsfield
(UH) de su medicion por TC permite obtener con exactitud la DMOv a partir del valor promedio de UH
de una regién de interés correspondiente al area del cuerpo vertebral. DMOv = UH del cuerpo vertebral x

coeficiente de regresion.

tener distintas DMOa." El contenido mineral
6seo (CMO) estimado por DXA, en cambio, no
esta influenciado por el area de proyeccion,
por lo que su correlacién con la estimacion del
CMO derivado de la DMOyv integral del cuerpo
vertebral deberia exhibir una dispersion me-
nor que la de las respectivas densitometrias
volumétrica y areal. Por otra parte, es impor-
tante establecer si la DMOv es un subrogado
confiable de la DMO real estimada por QCT.
Otro aspecto de relevancia clinica es evaluar
si la DMOyv sin fantoma respeta la correlaciéon
negativa con la edad bien establecida para la
DMOay la DMO por QCT.

El propdsito de nuestro trabajo fue comple-
mentar los estudios de validacion de la DMOv sin
fantoma basados en recursos propios de la TC,
y dar un primer paso proyectando sus conclu-
siones provisionales al terreno de la evaluacion
clinica y comparar los parametros densitométri-
cos obtenidos por TC con los correspondientes
informados por DXA de la misma vértebra. Un
objetivo secundario fue evaluar la correlacion de
la DMOyv sin fantoma con la edad.

Materiales y métodos

Se incluyeron 28 mujeres (edad: 63,4+10,3
afos, rango: 37-85) a las que se les habia soli-
citado una TC de abdomen con fines diagnés-
ticos o control de una enfermedad y que pre-
viamente habian realizado una DMO (DXA) en
un plazo no mayor de 6 meses. Se excluyeron
pacientes con metastasis 6seas o enfermeda-
des oncohematoldgicas.

Estimamos la DMOv sin fantoma de acuer-
do con el método de estandarizacién pro-
puesto por el estudio mencionado preceden-
temente, a partir del cual calculamos el CMO.8

Los equipos empleados fueron un tomaogra-
fo computarizado multidetector (320 detector
CT scanner) Toshiba Aquilion One® y un den-
sitbmetro Lunar Prodigy Advance®. Los estu-
dios tomograficos de abdomen se adquirieron
con un voltaje del tubo de 120 kVp. Basados en
el topograma de referencia se realizaron cortes
axiales medio-vertebrales de 10 mm de espesor
paralelos a los platillos superior e inferior de L3.
En la imagen asi obtenida (antes de la adminis-
tracion del contraste) se demarcdé manualmen-
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te una region de interés (RI) correspondiente al
contorno externo del cuerpo vertebral sin los
pediculos ni los procesos posteriores (Figura 2).

Se midieron en:

e Tomografia computarizada de abdo-
men: 1) la densidad volumétrica (DMOv)
promedio integral —trabecular mas cortical-
multiplicando las UH por 0,903 (coeficiente
de conversion para Aquilion One calculado
por uno de los estudios de calibracién de
los equipos para convertirlos en g/cm?® de
calcio de hidroxiapatita®), 2) el area (cm?) y
3) el CMO de la seccién (CMOv) determina-
do mediante la multiplicacién de la densi-
dad por el area.

¢ Densitometria por DXA: 1) la DMOa y 2)
CMO de una Rl de 10 mm de altura a nivel
del centro de la vértebra L3 que estimamos
coincidente con el espesor de la seccién del
cuerpo vertebral definidas por TC (Figura 3).

e Se calculé la participacién de CMO-TC
del cuerpo vertebral en el CMO-DXA mediante
la relacién porcentual: [CMOv/CMOa] x 100.

En el andlisis estadistico se muestran los
analisis descriptivos de las variables estudia-
das (media y desvio estandar). Se realizaron

1
SINC
7

SUIFFI
V-TCOT/FC18/AIDR 3D ¢

1
1548 4"A(mm2)
141.7:Mean

Figura 2. Tomografia computarizada de abdomen.
Se sefiala la region de interés en la vértebra lumbar 3.

tomografia computarizada de abdomen

correlaciones univariadas de los siguientes
parametros densitométricos (correlacion de
Pearson): DMOv vs. DMOa, CMO-TC vs.
CMO-DXA y DMOv vs. edad. Se considerd
significancia estadistica con p<0,05.

Resultados

Se evaluaron 28 mujeres por ambos méto-
dos (TC y DXA) la vértebra lumbar 3 para los
parametros DMOv, DMOa, CMOv y CMOa,
segun los métodos referidos. Se establecie-
ron las medias y desvios estandares de estas
mediciones y se pondero la relacion CMOa/
CMOy, estableciendo que la contribucién del
CMOv al CMOa es del 40+10% (Tabla 1).

Todas las correlaciones entre parametros
homélogos obtenidos por TC y por DXA (DMO
y CMO) fueron positivas y significativas (DMO:
r= 0,67 p<0,001), especialmente al considerar
la relacién CMO por ambos métodos (r= 0,75,
p<0,0001) (Figura4 Ay B).

La densidad integral de la seccién
(DMOVv) correlacion6é negativamente con la
edad (r= -0,5, p=0,014) en consonancia con
la conocida influencia de la edad sobre la
DMO por QCT y DXA (Figura 5).

Tabla 1. Estadistica descriptiva de las mediciones
de densitometria volumétrica y areal y contenido
mineral 6seo determinadas por tomografia compu-
tarizada y DXA en la vértebra lumbar 3 de 28 muje-
res que realizaron TC de abdomen y densitometria
por DXA.

Parametro Media=DS
DMOa-DXA (g/cm?) 1,086+0,25
CMO-DXA (g) 4,4+1,1
DMOv (g/cm?) 0,152+0,051
CMO-TC (DMOV x Area) (g) 1,78+0,7
CMO-TC/CMO-DXA (%) 40+10

Abreviaturas: CMO: contenido mineral 6seo; DMO: densi-
dad mineral ésea, v= volumétrica, a= areal; TC: tomogra-

fia computarizada; DXA: densitometria areal por rayos X.
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RESULTADOS AUXILIARES (Columna AP)

DMO Adulto Joven Ajustado a edad CMO Area  Ancho Altura
Region  (g/cm?) %  T-score % Z-score (@) (cm?) (cm) (cm)
L3 1.271 106 0.6 113 1.2 5.05 3.97 4 1.01

Figura 3. Densitometria por DXA. Se sefiala la region de interés de la vértebra lumbar 3.
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Figura 4. Coeficientes de correlacidén de a) densitometria volumétrica y areal, b) contenido mineral 6seo
medidos por tomografia computarizada y DXA en una poblacion de 28 mujeres.
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Figura 5. Coeficiente de correlacion de la densitometria 6sea volumétrica medida por tomografia compu-

tarizada (L3) y edad de 28 mujeres adultas.

Discusién

La densitometria por tomografia com-
putarizada cuantitativa mide con exactitud
y alta precision de corto plazo (CV 0,8%) la
DMO volumétrica de las secciones axiales
de los cuerpos vertebrales lumbares.'2 Para
ello se vale de un fantoma de calibracion
que permite determinar un coeficiente para
la conversidon de las unidades Hounsfield en
mg/cm?® de calcio de hidroxiapatita. La po-
sibilidad de medir la DMO vertebral sin fan-
toma a partir de estudios clinicos de tomo-
grafia computarizada de abdomen como un
analisis adicional de este puede resultar de
interés en determinados contextos clinicos.

Las investigaciones para abordar este
proposito fueron realizadas en estudios con
diferentes disefios. En algunos centros, que

adicionaron el fantoma de calibracién a estu-
dios de TC de abdomen o columna, encon-
traron una muy alta correlacién entre las UH y
la resultante DMOv de la regién de interés es-
tudiada. Esto es un indicio de que los facto-
res de conversion son validos entre estudios
del mismo centro efectuados con el mismo
equipo.*7 Un estudio de similares caracteris-
ticas, multicéntrico, evalué un gran numero
de pacientes con el accesorio del fantoma y
entre otros andlisis, correlacioné la DMOv en
mg/cm?® asi obtenidos con los datos crudos
de las UH de las correspondientes vérte-
bras, escaneadas con 14 modelos distintos
de 5 fabricantes de tomografos computados,
entre ellos el Aquilion One, con similares
condiciones de escaneo que en el presente
trabajo. Si bien habia pequefias diferencias
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entre modelos de tomédgrafos en el valor del
coeficiente de conversion, la correlacion en-
tre los valores de UH y los de la DMOv de la
vértebra era muy alta (r=0.98).8 Esto permitié
una standardizacién del factor de conversion
para el Aquilion One. Este factor (0,903, coe-
ficiente de variacién 3,6%) fue aplicado en el
presente trabajo. Otros autores, en lugar de
utilizar un fantoma, obtuvieron una regresion
a partir de las densidades de determinadas
estructuras como musculo y grasa, con la
que calcularon el factor de conversion y uti-
lizaron la DMO por DXA como medida refe-
rencial para validar la DMOv asi obtenida. El
coeficiente de correlacién entre la DMO DXA
vs. DMOv resulté 0,634.°

El presente es un estudio exploratorio
de las posibilidades de utilizar la DMOv sin
fantoma en estudios clinicos de TC de abdo-
men. Siendo la DMO por DXA el método de
referencia para la valoracion clinica de masa
6sea, también hemos elegido los parametros
densitométricos que brinda para cotejarlos
con los obtenibles por TC.

En nuestro estudio comprobamos que
la DMOv medida sin fantoma en la vérte-
bra lumbar 3 tiene una buena correlacion
con la DMOa de la misma vértebra (r=0,67),
corroborando los resultados de Pickhardt y
cols.® A diferencia del estudio mencionado
y por las razones expuestas en la introduc-
cién se puso énfasis en el CMO, correlacio-
nando este pardmetro obtenido por las dos
diferentes metodologias; asi se obtuvo una
mejor correlacién que con la DMO (r=0,75).
Para estimar el CMO hemos definido una Rl
que abarcara el cuerpo vertebral en forma in-
tegral y no solo la porcion trabecular de la
vértebra de acuerdo con la técnica habitual
de DMO por QCT. No obstante, persisten di-
ferencias en los objetos involucrados en la
cuantificacién del CMO por ambos métodos
pues, mientras el CMO por TC se refiere so-
lamente al cuerpo vertebral, el CMO por DXA
abarca ademas los procesos posteriores de
la vértebra.'"'2 Esto explicaria la diferencia

tomografia computarizada de abdomen

en los valores de CMO obtenidos por uno y
otro método. Un estudio enfocado en deter-
minar la proporcion de CMO atribuible a los
procesos posteriores indica que esta es muy
variable, o que definitivamente atenta para
que la correlacién entre CMO-TC (cuerpo
vertebral) y CMO-DXA (vértebra completa)
sea aun mayor."? En ese aspecto, el presente
estudio también esta en linea con aquel es-
tudio al encontrar que un 40+10% del CMO
medido por TC corresponde al cuerpo ver-
tebral.'

En pos de la claridad de la exposicion y
para satisfacer nuestra estrategia de estudio
hemos convertido las UH en g/cm?, pues el
producto UH x area hubiera derivado en una
magnitud no existente hasta donde alcanza
nuestro conocimiento. Es relevante el CV de
3,6% para equipos Aquilion One.? Este valor
indica una precisién menor que la DMO por
QCT pero es una evidencia que las UH, varia-
ble madre de los parametros que derivan de
ella, correlacionan fuertemente con el valor
real de la DMO por QCT.

Como un argumento mas para verificar la
factibilidad del objetivo del estudio hemos
evaluado si la relacion de la DMO-TC con la
edad esta en concordancia con lo conocido
epidemiolégicamente. Nuestros resultados
verifican el descenso de masa 6sea ya esta-
blecidos por QCT y DXA. Asimismo, la mayor
correlacion del CMO estimado por TC y DXA
que sus respectivos DMO son indicadores
indirectos de que las UH son un subrogado
confiable clinicamente de la real DMOv.

Conclusiones

El presente estudio complementa, desde
una visién clinica, la posibilidad de evaluar
adicionalmente la DMO en estudios clinicos
de TC de abdomen. Para que esta practica
pueda ser incorporada con fines asistencia-
les, se requieren investigaciones adicionales,
destinadas a asegurar la confiablidad de sus
determinaciones y valores de referencia de
sexo y edad especificos.
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La potencialidad de su aplicacién clini-

ca se adscribe a la deteccion y seguimiento
de osteoporosis secundaria a las patologias
y tratamientos para cuyo diagnostico y se-
guimiento se indican los estudios de TC de
abdomen.
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Resumen

El consumo de yerba mate (/lex paragua-
riensis) es habitual en la Argentinay otros pai-
ses de América del Sur. La yerba mate, al igual
que el café y el té, contiene xantinas y polife-
noles. El consumo de café ha mostrado tener
impacto negativo sobre la densidad mineral
6sea (DMO), mientras que el té ha mostrado
tener efecto protector. En mujeres posmeno-
pausicas tomadoras de mate se hallé6 mayor
DMO de columna lumbar y cuello femoral en
comparacién con controles que no bebian
mate. La DMO también fue mayor en ratas que
recibieron una infusién de yerba mate y dieta
baja en calcio; sin embargo, este incremento
no fue capaz de revertir el efecto negativo del
bajo contenido de calcio sobre las propieda-
des biomecanicas y la conectividad trabecu-
lar. El objetivo de este trabajo fue estudiar el
tejido 6seo de ratas ovariectomizadas (OVX)
luego de recibir una infusién de yerba mate
por 90 dias en reemplazo del agua de bebi-
da. Se utilizaron ratas Sprague Dawley (n=16)
hembras divididas en 2 grupos: OVX+agua y
OVX+yerba. Otro grupo de ratas (n=6) fue so-

* E-mail: Ibrun@unr.edu.ar

metido a una cirugia simulada (Sham). El estu-
dio mostro claramente el efecto deletéreo de
la ovariectomia sobre todos los parametros
estudiados (DMO, histomorfometria 6sea, co-
nectividad trabecular y biomecanica) respec-
to del grupo Sham. El grupo OVX+yerba no
mostré diferencias con el grupo OVX+agua en
ninguno de los parametros analizados, por lo
que la yerba mate no produciria efecto alguno
sobre el hueso de ratas adultas ovariectomi-
zadas.

Palabras clave: yerba mate, llex paraguariensis,
hueso.

Abstract

EFFECT OF YERBA MATE (ILEX PARA-
GUARIENSIS) ON BONE IN OVARIECTO-
MIZED RATS

Yerba mate (llex paraguariensis) consump-
tion is common in Argentina and other South
American countries. Like coffee and tea, yerba
mate contains xanthines and polyphenols. It
has been reported that caffeine consumption
has a negative impact on bone mineral den-
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sity (BMD) while tea has been shown to have a
protective effect. On the other hand, in post-
menopausal women that usually consumed
yerba mate, lumbar spine and femoral neck
BMDs were higher than in non-consumers.
BMD was also higher in rats that received a
yerba mate infusion and low calcium diet.
However, this increase was not sufficient to
reverse the negative effect of a low calcium
diet on bone biomechanical properties and
trabecular connectivity. The aim of this work
was to study bone tissue in ovariectomized
(OVX) rats receiving an infusion of yerba mate
instead of drinking water for 90 days. Female
Sprague Dawley rats (n=16) were divided into
2 groups: OVX+water and OVX+yerba. A third
group of rats (n=6) was submitted to sham
surgery (Sham). Results clearly showed the
deleterious effect of ovariectomy on all stud-
ied parameters (BMD, bone histomorphom-
etry, trabecular connectivity and biomechani-
cal properties) compared to Sham group. The
OVX+yerba group showed no difference with
OVX+water group in all analyzed parameters.
It is concluded that yerba mate does not pro-
duce any effect on the bone of ovariectomized
adult rats.

Keywords: yerba mate, llex paraguariensis,
bone.

Introduccién

El consumo de yerba mate (llex paragua-
riensis) es habitual en la Argentina (5 kg/per-
sona/afno) y otros paises de América del Sur,
especialmente Uruguay, Brasil y Paraguay.'
Aunque la concentracion de cafeina en el
mate es baja (~300-400 mg/l) en compara-
cién con el café (~600 mg/l), en la Argentina
el volumen promedio ingerido de mate supe-
ra ampliamente al de café por lo que la in-
corporacién de cafeina a través del consumo
de yerba mate excede la ingesta de cafeina
aportada por el café.?

Se ha reportado que el consumo de cafei-
na tiene impacto negativo sobre la densidad

mineral 6sea (DMO) y el riesgo de fractura,
particularmente cuando la ingesta de calcio
esta por debajo de los requerimientos.®4 Un
metanalisis de diez estudios prospectivos
gue en conjunto incluyeron a mas de 200.000
participantes mostré que el consumo de café
esta ligera pero significativamente asocia-
do, en forma dosis-dependiente, a un mayor
riesgo de fracturas, especialmente en las
mujeres.® Este efecto negativo también se
observé en animales de experimentacion.t’
El mecanismo no esta claro, pero hay tra-
bajos que reportan que la administracién de
cafeina aumenta la osteoclastogénesis y la
resorcion osea in vivo.®

Por otro lado, el consumo de té (Camellia
sinensis) ha mostrado tener un efecto pro-
tector sobre la densidad mineral ésea y el
riesgo de fractura, aunque el efecto parece
ser poco significativo.>™ Este efecto positivo
es atribuido a la presencia de polifenoles con
capacidad antioxidante.' Un estudio previo
comparando ratas adultas con ratas jovenes
mostro correlacion entre la pérdida de DMO 'y
la actividad de la enzima superdxido dismu-
tasa, lo que sugiere que el estrés oxidativo
induciria la pérdida de hueso relacionada con
la edad.’? Adicionalmente, se ha demostrado
que alimentos ricos en antioxidantes pueden
representar una estrategia para disminuir la
pérdida 6sea relacionada con la edad, y que
los alimentos ricos en polifenoles se encuen-
tran asociados a una mejor salud 6sea, atri-
buible a su capacidad antioxidante.' 314

Dado este efecto diferencial entre el café
y el té, se plantea la necesidad de conocer
el efecto de la yerba mate sobre el hueso.
La yerba mate, por su parte, contiene polife-
noles tanto flavonoides como cafeoil-deriva-
dos. Entre los flavonides predomina la rutina,
seguido de quercetina, kaempferol y mirice-
tina. Entre los cafeoil-derivados predomina
el acido clorogénico; en menor proporcién
también se encuentran el acido 4,5-dica-
feolquinico, el acido 3,4-dicafeolquinico y el
acido 3,5-dicafeolquinico. Entre las xantinas
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se destacan la cafeina y la teobromina y, en
menor medida, la teofilina.’®1617

En un trabajo previo se hall6 mayor DMO
(+9,7%) de columna lumbar en mujeres pos-
menopausicas que tomaban al menos 1 litro
de mate/dia (n=146) en comparacién con
controles que no bebian mate (n=146) (0,952
g/cm? vs. 0,858 g/cm?, respectivamente;
p<0,0001). Datos similares se observaron
en cuello femoral donde la DMO fue mayor
(+6,2%) en las mujeres tomadoras de mate
en comparacion con las pacientes controles
(0,817 g/cm? vs. 0,776 g/cm?, respectivamen-
te; p=0,0002).®

Por otra parte, nuestro grupo llevé a cabo
un trabajo en ratas Sprague Dawley de 30 dias
de edad donde se evalud el efecto de la yerba
mate sobre el tejido 6seo a través de estudios
de densitometria, morfometria, histomorfo-
metria, conectividad trabecular y biomecani-
ca 6sea.” Los animales fueron divididos en
cuatro grupos experimentales (n=6/grupo):
Agua+calcio 0,2 g%; Agua+calcio 0,9 g%;
Yerba+calcio 0,2 g%; Yerba+calcio 0,9 g%.
Los grupos Yerba recibieron ad libitum una
infusién de yerba mate (25 g de yerba mate
en 1 litro de agua a 90°C) en reemplazo del
agua de bebida. La yerba mate mostrd un
efecto positivo sobre la DMO, congruente
con lo hallado por Conforti y col.,’® y tam-
bién en el volumen de hueso trabecular pero
solo en el grupo con bajo contenido de cal-
cio en la dieta. Esto podria indicar que el
efecto negativo de la baja ingesta de Ca en
el volumen 6seo se contrarresta en parte
por la yerba mate. Sin embargo, la yerba
mate no fue capaz de revertir el efecto ne-
gativo del bajo contenido de Ca sobre las
propiedades biomecanicas y la conectivi-
dad trabecular.®

Objetivo

El objetivo de este trabajo fue evaluar las
propiedades biomecanicas y microestructura-
les del tejido 6seo en ratas ovariectomizadas
expuestas a una infusién de yerba mate.

Material y métodos

Animales y procedimientos generales

Ratas Sprague Dawley (n=16) hembras de
7 semanas fueron sometidas a ovariectomia
bilateral y aleatoriamente se dividieron en dos
2 grupos: OVX+agua, que recibié agua como
bebida y OVX+yerba, que recibié una infusion
de yerba mate (25 g de yerba mate en 1 litro de
agua a 90 °C previamente filtrada y enfriada)
en reemplazo del agua. La administracién de
la infusion de yerba mate se realizé inmedia-
tamente post-OVX. Otro grupo de ratas (n=6)
fue sometido a una cirugia simulada (Sham)
para comprobar el efecto de la OVX sobre el
tejido 6seo. La duracién del experimento fue
de 90 dias vy, finalizado ese tiempo, se extra-
jeron las tibias y los fémures para realizar los
estudios 6seos.

El manejo de animales se llevé a cabo bajo
las normas internacionales de cuidado y uso
de animales de laboratorio.2’ Todos los expe-
rimentos realizados fueron aprobados por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Rosario.

Densidad mineral dsea

La densidad mineral 6sea (mg Ca/cm?) se
determiné en las tibias por absorciometria de
rayos X (WorkRay 70 KV, Workman SRL, Ar-
gentina) simultdneamente con un patrén de
aluminio previamente calibrado con concen-
traciones de Ca conocidas.'”?' La DMO se
determiné en un area de 2 mm? a 1 mm del
cartilago de crecimiento coincidente con la
zona donde se llevaron a cabo los estudios
histomorfométricos que se describen a con-
tinuacion.

Histomorfometria 6sea

La tibia izquierda se fij6 en formol-PBS
al 10% durante 72 horas. Posteriormente se
descalcificé en EDTA 10% a 4 °C y se pro-
cesaron histolégicamente para la inclusion en
parafina. Se realizaron cortes histoldgicos de
5-7 wm con un micrétomo (Minot-MikrotmTyp
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1212°. Leitz, Wetzlar, Alemania) y posterior
tincion con hematoxilina-eosina. Se tomaron
imagenes digitales a 1 mm en direccion distal
del borde inferior del cartilago de crecimien-
to en un area de 2 mm? con un microscopio
(Olympus®, Alemania) y una camara fotogra-
fica adaptada (Olympus SP-350°%, China). Las
imagenes obtenidas (40x) fueron posterior-
mente analizadas con un software especifico
(Image J 1.40%, NIH, Maryland, Estados Uni-
dos) con el cual se determiné en forma direc-
ta: el area total de tejido analizado: TV (mm?);
area ocupada por hueso: BV (mm?), y perime-
tro de dicha area: BS (mm). Con estos valo-
res se calcularon los siguientes parametros:
porcentaje de tejido 6seo: BV/TV (%), espesor
trabecular: Tb.Th (mm) = [2/(BS/BV)], niume-
ro de trabéculas: Tb.N (1/mm) = [(BV/TV)/(Tb.
Th)] y separacion trabecular: Tb.Sp (mm) = [(1/
Tb.N)-Tb.Th].22

Conectividad trabecular

Sobre las mismas imagenes digitales don-
de se evaluaron los parametros histomorfo-
métricos, se determinaron los siguientes pa-
rametros de conectividad trabecular (Image
J 1.40): numero total de nodos (Nd), numero
de ramas de nodo a nodo (NNd), nimero de
nodo a ramas terminales (NNdTm), nume-
ro de arboles (T), nimero de terminales (Tm)
y el numero de ramas con dos terminales
(NTm) es decir trabéculas que no presentan
nodos. Con estos parametros se calcularon
los siguientes parametros de interconectivi-
dad: indice interconectividad ICI=(Nd*NNd)/
T*(NNdTm+1)]; relaciéon nodo-terminal [R=
Nd/Tm], y el nuevo indice de interconectivi-
dad [NDX (%/mm)= (R*NNd*(BV/TV)*Tb.Th)/
((NTm-+NNdTm)*Dist*Tb.Sp)]."92

Evaluacion de la resistencia 6sea

La evaluacion de la resistencia 6sea se
realizd en los fémures a través de dos ensa-
yos: ensayo de flexién a tres puntos, a nivel de
la diafisis, para medir la resistencia del hueso
cortical, y ensayo de compresién en un corte

transversal a nivel de la epifisis proximal, para
medir la resistencia del hueso trabecular.'”:2425
Se utilizé un instrumento para ensayos bio-
mecanicos con una celda de carga de 300
N y una sensibilidad de 0,01 N. Al someter al
hueso a la accion de una fuerza se produce
un desplazamiento y la fuerza aplicada genera
un voltaje que es proporcional a dicha fuerza.
El desplazamiento se determiné con una pre-
cision de 10 ym. Estos datos son adquiridos
por un software (Data Acquisition Suite 1.0,
Argentina, 2011) que permite obtener los si-
guientes parametros: fuerza de fractura, fuer-
za maxima soportada, rigidez del hueso, ener-
gia absorbida, deformacién, tension, y médu-
lo de Young.

Analisis estadistico

Los datos se muestran como mediazerror
estandar. La distribucion de los datos se ana-
lizd con el test de Kolmogorov-Smirnov. La
comparacién de los datos se realizé utilizando
andlisis de la variancia (ANOVA) para datos in-
dependientes y postest de Bonferroni para la
comparaciéon entre grupos (GraphPad Prism
2.0, San Diego, Estados Unidos). Las dife-
rencias se consideraron significativas cuando
p<0,05.

Resultados

El grupo Sham (1,47+0,09 mg Ca/cm?) pre-
sent6 mayor DMO en forma significativa res-
pecto de los grupos OVX (OVX+agua=1,26+0,07
mg Ca/cm?; OVX+yerba=1,22+0,16 mg Ca/cm?).
No se observaron diferencias significativas
entre los grupos OVX.

De manera congruente con la DMO, el vo-
lumen éseo trabecular (BV/TV) evaluado por
histomorfometria fue significativamente menor
en los grupos ovariectomizados (OVX+agua:
11,39+1,84%; OVX+yerba: 11,05+2,34%) res-
pecto del grupo Sham (29,38+4,23%). Esta
disminucién en el volumen 6seo trabecular
fue a expensas del niumero de trabéculas, sin
diferencias en el espesor trabecular (Figura 1).
La comparacién entre los dos grupos OVX no
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Figura 1. Variables histomorfométricas evaluadas en el hueso trabecular. * Indica diferencia significativa

con respecto a Sham (p<0,05).

mostré diferencias en ninguna de las variables
estudiadas.

Del andlisis de las variables de conecti-
vidad trabecular (Tabla 1) se infiere que el
parametro de conectividad (ICl), si bien pre-
senta valores menores en los grupos OVX en
comparacién con el grupo Sham, no mostré
diferencias significativas entre los 3 grupos.
Por su parte, el parametro de conectividad
NDX, que contempla en su célculo ademas
de parametros de conectividad, algunos pa-
rametros histomorfométricos, si mostré di-
ferencias estadisticas entre el grupo Sham y
los grupos OVX, sin observarse diferencias
entrelos grupos OVX+agua y OVX+yerba.
Por ultimo, se destaca que solo el grupo
OVX+agua presenta menor relacién nodo-
terminal (R) en comparacién con el grupo
Sham. EI grupo OVX+yerba no fue diferente
del grupo Sham, lo que demuestra una leve
mejoria en la conectividad trabecular en el
grupo OVX+yerba en comparacion con el
grupo OVX+agua.

La fuerza de fractura, la rigidez y el médulo
de Young obtenidos del ensayo de compresion
se hallaron disminuidos en forma significativa
en los grupos OVX respecto del grupo Sham
(Tabla 2), sin diferencias entre los grupos OVX.
Por su parte, la energia absorbida no mostrd
variaciones entre los grupos estudiados.

Casi todos los parametros biomecani-
cos del ensayo de flexién a 3 puntos fueron
afectados negativamente por la ovariectomia
(Tabla 3). Si bien el CSMI no mostrd diferen-
cias significativas, se observa una tendencia a
valores mayores en los grupos OVX (p=0,07).
Al comparar el grupo OVX+agua con el gru-
po OVX+yerba no se hallaron diferencias sig-
nificativas en los parametros biomecanicos
6seos (fuerza de fractura, fuerza maxima,
energia absorbida y rigidez). Los parametros
indicadores de calidad del material, como
estrés maximo y médulo de Young, tampoco
mostraron diferencias significativas entre los
grupos OVX.

Discusién

Debido al efecto negativo de la cafeina so-
bre el hueso, particularmente cuando la canti-
dad de calcio en la dieta es insuficiente, podria
esperarse que el consumo de yerba mate fuera
perjudicial para el hueso debido a su conteni-
do de cafeina. El efecto negativo de la cafei-
na (mas de 200-300 mg/dia = ~400-500 ml de
café) sobre la DMO se observé particularmente
en mujeres que consumian Ca por debajo de
750 mg/dia.>*® Por su parte, el té (negro o ver-
de) ha mostrado tener un leve efecto protector
sobre la DMO.2%26 E| hecho de que ambas be-
bidas que contienen cafeina muestren efectos
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Tabla 1. Conectividad trabecular.

Sham (n=6) OVX+agua (n=8) OVX+yerba (n=8)
ICI 0,82+0,14 0,23+0,09 0,45+0,23
NDX (%/mm) 12,53+4,01 0,35+0,22 * 1,06+0,90 *
R 0,36+0,06 0,16+0,03 * 0,22+0,05

* Indica diferencias significativas respecto del grupo Sham (p<0,05). Abreviaturas: ICl: indice de interconecti-
vidad; R: relacion nodo-terminal; NDX: nuevo indice de interconectividad.

Tabla 2. Propiedades biomecanica éseas (ensayo de compresion).

Ensayo de compresion Sham (n=6) OVX+agua (n=8) OVX+yerba (n=8)
Fuerza de fractura (N) 60,5+12,4 18,6+4,0* 10,9+1,3*
Energia absorbida (mJ) 2,3+0,6 2,9+1,0 1,2+0,3
Rigidez (N/mm) 679,0+190,8 43,0+8,3* 41,7+10,4*
Médulo de Young (GPa) 0,2+0,07 0,01+0,003* 0,01+0,004*

* Indica diferencias significativas respecto del grupo Sham (p<0,05).

Tabla 3. Propiedades biomecanicas éseas (ensayo de flexion a 3 puntos).

Ensayo de flexion Sham (n=6) OVX+agua (n=8) OVX+yerba (n=8)
Fuerza de fractura (N) 152,5+8,6 117,5+3,7* 121,4+2,2*
Fuerza maxima (N) 163,1+6,3 119,6+4,1* 124,5+2,5*
Energia absorbida (mJ) 107,4+11,9 59,6+6,8* 67,9+6,2*
Rigidez (N/mm) 403,7+67,7 167,8+20,4* 207,3+25,8*
CSMI (mm?*) 7,7+1,0 9,7+2,3 9,7£1,9
Estrés maximo (MPa) 116,0+5,0 72,8+7,7* 75,6+11,0*
Modulo de Young (GPa) 1,8+0,6 0,6+0,2* 0,8+0,3*

* Indica diferencias significativas respecto del grupo Sham (p<0,05).

contrarios podria deberse a diversos factores: En consecuencia, resulta de interés cono-
cantidad de cafeina, concentracién total inge-  cer el efecto de la yerba mate sobre el tejido
rida de cafeina en funcién del volumen ingeri-  &seo. Si bien el contenido de cafeina del mate
do, cantidad de calcio en la dieta, o también es menor que el del café, el volumen ingerido
la cantidad y tipo de polifenoles con potencial de mate en nuestra region es muy superior al
efecto beneficioso sobre el hueso.?” de café; esto lleva a que sea el mate el que

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 3 - 2016 193



Brun LR y col: Efecto de la yerba mate sobre el hueso

aporta el 50% de cafeina consumida, relegan-
do al café al segundo lugar con el 36%.28

Este estudio evalué el efecto de la yerba
mate sobre el hueso de ratas OVX que recibie-
ron una infusion de yerba mate en compara-
cién con un grupo de ratas OVX que recibieron
agua. Ambos grupos fueron comparados con
un grupo Sham para evaluar el efecto de la
OVX. El estudio muestra claramente el efecto
deletéreo de la OVX sobre todos los parame-
tros estudiados (DMO, histomorfometria 6sea,
conectividad trabecular y biomecanica) res-
pecto del grupo Sham. El grupo OVX+yerba
no mostro diferencias con el grupo OVX+agua
en ninguno de los parametros analizados en el
disefio experimental del presente trabajo, por
lo que la yerba mate no produciria efecto algu-
no sobre el hueso de ratas adultas ovariecto-
mizadas. Solamente se destaca que el grupo
OVX+agua presenté menor relacion nodo-ter-
minal (R) en comparacion con el grupo Sham,
mientras que el grupo OVX+yerba no fue dife-
rente del grupo Sham. Este resultado indicaria
una leve mejoria en la conectividad trabecular
en el grupo OVX+yerba en comparacion con
el grupo OVX+agua. En este mismo sentido,
los parametros ICl y NDX mostraron valores
mas altos en el grupo OVX+yerba respecto del
grupo OVX+agua; tal vez la amplia dispersion
de los datos y el nUmero bajo de animales no
permitié hallar diferencias significativas. En
un estudio previo donde se evalud el volumen
6seo en ratas OVX que consumieron yerba,
la pérdida ésea en el hueso subcondral fue
menor en comparacion con los animales OVX
que solo consumieron agua; sin embargo, el
estudio biomecanico no mostré diferencias
en las propiedades estructurales de la diafisis
femoral. Histolégica e histomorfométricamen-
te se observé que la yerba mate disminuy®d la
cantidad de médula ésea amarilla en animales
OVX, probablemente inhibiendo la diferencia-
cién de células mesenquimaticas a adipocitos
y favoreciendo de esta manera la osteoblas-
togénesis.?*3°

En un estudio previo empleando el mismo

modelo de nuestro trabajo se evalud el efecto
de la cafeina sobre el tejido 6éseo y se mos-
tré un efecto favorable de la cafeina sobre el
sistema esquelético de las ratas, ya que ob-
servaron aumento de la mineralizacion ésea
y mejor resistencia y estructura del hueso tra-
becular asi como también mejores propieda-
des mecanicas del hueso compacto. En ratas
no OVX se observd una tendencia a mejorar
las propiedades mecanicas tanto del hueso
esponjoso como del hueso compacto.’' El
alto consumo de café ha sido asociado con
efectos adversos sobre la masa ésea particu-
larmente en las mujeres posmenopausicas.
Esto indicaria la posibilidad de que el efecto
de la cafeina sea antagonizado por los estro-
genos. Por lo tanto, se ha hipotetizado que
los estrogenos podrian bloquear la via de PKA
dependiente de AMPc que es compartida por
la cafeina.®'32

Como limitacion del presente estudio se
puede plantear que la yerba mate fue adminis-
trada posteriormente a la OVX, cuando lo ha-
bitual es que las mujeres comiencen a tomar
mate antes de su menopausia. Sin embargo,
en un estudio previo se evalud el efecto de la
yerba mate sobre el hueso de ratas jévenes.™
Estos animales recibieron durante 90 dias una
infusién de yerba mate (25 g de yerba mate/
litro de agua) que contenia 370 mg/l de ca-
feina y cantidad diferente de Ca en la dieta
(0,2% y 0,9%). Debido al crecimiento de los
animales, el consumo de cafeina diario varié
alo largo del experimento entre 2-7 mg/100 g,
lo cual se considera una dosis baja/modera-
da.?"® En dicho trabajo se observd un leve
efecto positivo de la yerba mate sobre la DMO
y el volumen de hueso trabecular solo en el
grupo con bajo contenido de calcio en la dieta
pero que no logré revertir el efecto negativo
del bajo contenido de Ca sobre las propieda-
des biomecanicas y la conectividad trabecu-
lar. En un estudio anterior donde se evalué el
efecto de laingesta materna de cafeina duran-
te el embarazo y la lactancia en la osificacion
endocondral de las crias, se reportaron efec-
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tos adversos con todas las dosis estudiadas
en forma dosis-dependiente.® Sin embargo,
en ese estudio se emplearon dosis de cafeina
de 25 mg/kg, 50 mg/kg y 100 mg/kg. Consi-
derando que en una persona de 60 kg la do-
sis de 25 mg/kg corresponderia a 1500 mg de
cafeina (~2 litros de café/dia), se requiere un
estudio con dosis mas cercanas al consumo
promedio para obtener mejores conclusiones.

Otra limitaciéon de este estudio es la for-
ma de administracion de la infusiéon de yerba
mate la cual fue suministrada en forma con-
tinua, mientras que el mate se incorpora en
periodos breves a lo largo del dia por lo cual
la concentracién plasmatica de cafeina y po-
lifenoles podria presentar un patrén diferente.

En conclusién, la yerba mate no produjo
efecto alguno sobre los pardmetros Oseos
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Abstract

Treatment of osteoarthritis (OA) with anti-
remodeling agents has had a mixed record of
results. It is likely that remodeling suppression
is only effective when used in the early phases
of OA, before significant progression. Animal
and human studies largely bear this out. Treat-
ment of young mice with a RANKL inhibitor
suppresses bone resorption and prevents OA
progression. Likewise, bisphosphonate treat-
ments in rodents and rabbits with induced
injury or inflammatory arthritis, reduced car-
tilage degeneration when administered pre-
emptively, but later administration did not.
The increased prevalence of OA in women af-
ter the menopause, and presence of estrogen
receptors in joint tissues, suggests that treat-
ment with estrogens or Selective Estrogen Re-
ceptor Modulators may be effective. However,
in clinical trials of knee and hip, results show
decreased or increased risk for OA, or no ef-
fect. Raloxifene had positive effects in animal
models, but no effect in human studies. More
recent potential treatments such as strontium

ranelate or cathepsin-K inhibitors may be ef-
fective, but may work directly on the cartilage
rather than through their well-known effects
on bone. The conclusion from these studies is
that anti-remodeling agents must be adminis-
tered pre-emptively or in the very early stages
of disease to be effective. This means that
better imaging techniques or identification of
early structural changes in bone that occur
before progressive cartilage destruction must
be developed.

Key Words: Osteoarthritis, bisphosphonate,
estrogen, cartilage, bone.

Introduction

Treatment of osteoarthritis (OA) with agents
that suppress overall bone remodeling that
were originally developed for the treatment
of postmenopausal osteoporosis has had a
mixed record of results. When bone anti-re-
modeling (or anti-catabolic) treatments have
been used to reduce the effects of human OA,
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hill Dr. Indianapolis, IN 46202. E-mail: dburr@iupui.edu

# A version of this paper was given at the ORS/AAOS Research Symposium on “Tackling Joint Disease
by Understanding Crosstalk between Cartilage and Bone”, Chicago, IL, April 28-30, 2016.
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the trials have almost universally failed.? The
idea of anti-catabolic treatment is that sup-
pression of early phase subchondral bone re-
modeling can prevent or ameliorate vascular
invasion to the cartilage, and subsequent ef-
fects of cartilage fibrillation and loss. To un-
derstand why the results of animal studies and
human clinical trials have mixed results, it is
important to understand the phases of OA de-
velopment.®

Historically, OA was thought to be asso-
ciated with subchondral sclerosis which was
considered by some to be causative.*®The
theory was that dense subchondral bone,
being stiffer and less able to absorb joint
stresses, caused increased stress in the deep
layers of the cartilage,”® initiating the progres-
sive process of cartilage fibrillation and loss.
There was some experimental evidence that
this was the case.®'° More recent observa-
tions have demonstrated that in early OA,
conversely, there is subchondral plate thin-
ning, and cancellous bone loss caused by an
increase in remodeling rate (Figure 1).""'2 This
is followed by reduced remodeling with an im-
balance between resorption and formation in
favor of formation.'®* This later phase reduction
in remodeling causes the subchondral plate
to thicken' giving the radiologic appearance
of sclerosis, even though the mineralization
of the tissue itself may be reduced,’ and the
subchondral cancellous bone beneath it may
remain osteopenic.1®

Because subchondral sclerosis is an end-
stage product of the disease, it is likely that anti-
catabolic treatments can only be effective when
used in the early phases of OA development,
before significant progression has occurred.
Certainly, giving an anti-catabolic treatment
when bone density is already greatly increased
would make little sense. Animal experiments
show that inducing subchondral sclerosis with-
out permitting the prior stage of increased bone
remodeling can prevent progressive cartilage
fibrillation and loss,'”?° demonstrating that the
early phase increased remodeling, together with

the increased vascularity that accompanies it, is
a necessary pathogenetic condition for progres-
sive OA to develop.

Even so, clinical studies using anti-cata-
bolic agents provide conflicting and inconsis-
tent results®?! and research into both the safe-
ty and the efficacy of these agents continues.
The confusion over the potential use of these
agents is reflected by the recent position pa-
per from the American College of Rheumatol-
ogy for use of non-pharmacologic and phar-
macologic therapies in OA of the hand, hip
and knee,?? which did not recommend any
anti-catabolic therapies for the treatment or
prevention of OA.

Clinical Studies
Bisphosphonate (BP) treatments for OA

One of the earliest prospective trials using
the BP risedronate (RIS) enrolled 284 sub-
jects with mild to moderate OA into a double-
blind placebo controlled study.?® Subjects
were treated with 5 or 15 mg/day. Although
the study found more subjects with radio-
graphic evidence of joint space narrowing
in the untreated group, the numbers were
small (placebo n=7; 5 mg RIS n=4; 15 mg RIS
n=1) and not statistically significant.

A large multi-center study was initiated RIS
at doses of 5, 15 or 35 mg/week in Europe
and 50 mg/week in the U.S. Nearly 2,500 pa-
tients with established medial compartment
knee OA were identified and treated for two
years.! Progression of OA was identified by an
increase of joint space narrowing (JSN) in the
knee joint, assessed by radiography, greater
than 0.6 mm over the treatment period. Al-
though the treatment appeared to reduce pain
(assessed by WOMAC score) and reduced
CTX-Il, a measure of cartilage catabolism, in
both the U.S. and Europe, it had no effect on
progression of OA at any dose on either conti-
nent (Figure 2). For all treatment groups, about
10-13% of the subject population continued
to progress.

Earlier, Carbone et al.>* had used MRI to

198

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 3 - 2016



David B. Burr: Anti-resorptive agents and osteoarthritis

compare knee and patello-femoral pain and
bone in women either with or without exist-
ing OA who were using anti-catabolic agents
(estrogen, raloxifene or RIS) or were treat-
ment naive. They were unable to identify any

relationship between anti-resorptive use and
radiographic evidence that progression of
knee OA was slowed by any of the specific
anti-remodeling agents for knee OA, or when
the treatment groups were pooled. However,

The pathogenesis of OA
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Figure 1. The initiation of osteoarthritis (OA) and the progression of OA are associated with distinctly differ-

ent processes in the subchondral bone. In early phases of OA, there is an increased rate of bone turnover,

leading to a loss of bone volume and thinning of the subchondral plate. In established OA, this process is

reversed, with reduced bone remodeling and an imbalance in favor of bone formation. This leads to the

subchondral sclerosis that is characteristic of established OA. R-F: resorption-formation (Reproduced with

permission from Ref 3).
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they did find a reduction in pain and less mar-
row edema — what we would now call bone
marrow lesions (BMLs) - in those who used
either estrogen or alendronate (ALN), but a
more pronounced reduction in those using
ALN, with an 89% reduction in odds ratio after
adjusting for co-variates. This is probably not
surprising given ALN’s potent anti-remodeling
effects. However, they were not able to detect
any significant change in cartilage lesions, and
did not examine changes in joint space width,
and so were unable to correlate the prevention
of bone changes associated with OA with car-
tilage loss itself. The duration of the use of the
medications was not specified, and likely var-
ied widely among the 214 women who were
using anti-remodeling therapies.

A more recent study compared patients
with early stage radiographic knee OA who
were classified as either BP users (ALN or
RIS) or BP-naive.?® This study showed signifi-
cantly fewer patients with OA progression in

those taking BPs after three years of observa-
tion (p=0.041), although this significance was
lost in year four (p=0.057). Further, a trend to-
wards reduced joint space narrowing by year
three was also observed (p=0.083 in year 3,
and 0.057 in year 4) (Figure 3). This suggests
that the duration of treatment may be impor-
tant to identifying the efficacy of BPs for OA
progression, which makes logical sense given
the long period required for OA to develop.

Estrogen and Selective Estrogen Receptor
Modulators (SERMs)

The increased prevalence of OA in women
after the menopause,?® and presence of es-
trogen receptors in joint tissues,?”2° suggests
that treatment with estrogens or SERMs may
be an effective treatment for OA progression
with direct effects on both bone and carti-
lage or synovial tissues. However, in clinical
trials of both knee and hip, results of hor-
mone replacement therapy have been mixed,

Risedronate and OA progression: Human Studies

Ir I I

Figure 2. An early clinical study showed that treatment with the bisphosphonate risedronate led to a non-

significant reduction in Type Il collagen (CTXIIl) degradation in cartilage, but had no effect on progression

of OA even at higher doses (Data from Ref 1).

200

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 3 - 2016



David B. Burr: Anti-resorptive agents and osteoarthritis

Change in J3W

Nesan dhang
|
|
|
|
|
|

Y 3 “inar 4

Wbz churgg

Wiar 1 o 2 ear 3 i 4

Figure 3. Patients with early stage OA who were had been BP showed no significant change in joint space

width (JSW) on average after a 3 year observation period. However, there was some evidence that BP

slowed progression of OA. This difference reached statistical significance in year 3, but significance was

lost in year 4, probably due to the large variation in the patient population. It is worth noting, however, that
OA tended to progress in only about 10% of BP users, compared with nearly 80% of those not taking BPs

(Data from Ref 25).

with reports of decreased prevalence of OA
[the Chingford study for radiologic OA of the
knee;?°?®! the SOF study with a longer duration
of treatment for hip OA%23%]; increased risk for
OA [for radiologic OA of the knee;*** and the
Rancho Bernardo study for clinical OA of the
hip®®]; or of no effect of treatment on radio-
logic®”3® or clinical?***40 OA of the knee or hip.
The inconsistent results may in part reflect a
dose-response effect as higher doses of es-
trogens are known to have catabolic effects,
whereas lower doses have been shown to be
chondroprotective in some instances.*'* In
the Framingham study, although the odds ra-
tio for a protective effect of HRT on OA was
not significant, there appeared to be a dura-
tion effect with use of > 5 years associated
with a lower risk of knee OA than shorter-
term use.* This is consistent with a separate
study which showed that women taking HRT
for more than 5 years had greater tibial car-
tilage volume, measured by a T1-weighted
fat-suppressed MRI image and adjusted for
covariates, than women who had never taken

estrogen therapy.*s In the following two years
of observation, average tibial cartilage volume
decreased by 2.4% per year compared to
3.2% annually in non-users, but the difference
was not statistically significant.“¢ This may be
due to the small cohort size, inability to ac-
curately measure cartilage volume, or disease
that was only slowly or not progressing.

It is probably not worthwhile to review
these studies here in detail, given that many of
them are older studies performed when estro-
gen-replacement therapy was more common
before the Women’s Health Initiative identified
side effects that reduced patients’ and physi-
cians’ confidence about its safety. However,
an excellent review of this literature can be
found in de Klerk et al.,*” who concludes that
the preponderance of evidence suggests no
effect of “exogenous hormone use” for the
treatment of hand, hip or knee OA.

SERMS, on the other hand, appear to
prevent cartilage degradation, at least when
measured against changes in biochemical
markers such as CTX-Il. Both Levormeloxi-
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fene*® and raloxifene® reduced CTX-II follow-
ing 12 months of treatment, although no effect
was evident on cartilage structure by MR].244°
Once treatment was stopped, CTX-Il reverted
to pre-treatment levels, suggesting that the ef-
fect was short-term. However, raloxifene had
no effect in human studies of postmenopausal
women.*

What does this tell us?

There are several reasons that differences
between treatment groups may not have been
detected in many of these studies. First, OA is
a condition that progresses very slowly, and
it is possible that a two year treatment period
is insufficient. Second, the patient popula-
tions were ones in which medial compartment
OA was already well established. An anti-re-
sorptive treatment may only be beneficial in
controlling the initial stages of the disease at
a time when vascular invasion from the sub-
chondral bone is active. The study by Laslett
et al.®® is instructive in showing that longer
treatment periods are needed to demonstrate
an effect, and that even in this case it is nec-
essary to start with a population in which the
disease has not progressed to a moderate
or severe level. Third, radiographic measure-
ments are insensitive to small changes in joint
space width; changes over a short period of
time are unlikely to be detectable.

It is possible, however, that BPs or estro-
gens have a direct effect on cartilage constitu-
ents. BPs have been suggested to stimulate
both collagen synthesis and aggrecan for-
mation.®® BPs at high doses also have been
shown to block metalloproteinases (MMP-9
and MMP-13) which are known to cleave type
Il collagen, and BPs may act directly on car-
tilage as a chondroprotective agent.’" Unlike
their effects in bone which tend to be sus-
tained after treatment withdrawal, effects of
ALN on CTX-II levels return to baseline rela-
tively quickly,® suggesting independent ef-
fects on bone and cartilage.

Likewise, IGF-1 has been associated with

radiographic OA in the Rotterdam study,® and
synovial IGF-1 and -2 levels are increased
when estrogen is given unopposed by pro-
gesterone.5 Further, estradiol has an effect on
IL-6 production by chondrocytes,%® although it
is not clear whether this affects the catabolic
activity of the chondrocytes. Moreover, estro-
gens may decrease the catabolic activity of
MMP 1,% protecting the cartilage from degra-
dation. Their role in proteoglycan synthesis is
less clear, with reports that proteoglycan syn-
thesis is either increased® or decreased.’®%
These differences are likely the result of dif-
ferent doses and treatment of different chon-
drocytic cell lines. For in vivo studies, whether
estrogens increase or decrease proteoglycan
synthesis is likely dependent on whether the
treatment is effective at reducing cartilage
loss, which in turn is partially dependent on
when the treatment is initiated.

Still, as Goldring and Berenbaum® point
out in a recent review, agents that directly at-
tack enzymes that degrade cartilage are not
completely effective, or have significant side
effects, causing their use to be discontinued.
They suggest that prevention of disease pro-
gression may be a more effective strategy, al-
though it is necessary to identify the disease
process early in order to manage this.

Pre-clinical models using BPs to prevent
OA
BPs and RANKL inhibitors

These human trials provide no evidence that
BPs will be effective treatment modalities, al-
though the studies were limited by duration of
treatment and by insufficient methods of imag-
ing and quantifying progressive cartilage loss in
vivo. Animal models in which timing and dose of
treatments can be more easily manipulated, and
in which histological changes can be assessed
instead of relying on imprecise imaging tech-
niques, can shed light the importance of these
variables in assessing the efficacy of treatment.

Hayami et al.®’ showed a significant reduc-
tion in cartilage damage 10 weeks following
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ACL transection in Sprague-Dawley rats with
ALN administered at two different doses start-
ing immediately after injury. They were further
able to show an association with vascular in-
vasion of calcified cartilage, which was signifi-
cantly reduced especially with the higher dose
(240 pg/kg s.c./week). Pamidronate treatment
reduces cartilage degeneration that occurs
within 6 weeks following complete or partial
medial meniscectomy in ovariectomized (OVX)
C57BL/6 (C57) mice and in mice genetically
modified to overexpress Runx2 that have rapid
bone turnover,%2%® but not in C57 mice crossed
with Balb/c mice (B6CF strain). The reduction
in cartilage degeneration may be caused by re-
duced cleavage of the proteoglycans as mark-
ers of cartilage catabolism (ADAMTS-4 and 5)
are also reduced.® Although pamidronate pre-
vented cartilage destruction in the Runx2 over-
expressing mice, there was no initial difference
in cartilage deterioration between the wild-type
B6CF mice and the over-expressers following
partial meniscectomy, suggesting that the rapid
bone turnover was not an underlying factor in
the cartilage deterioration. In this study, it could
be that pamidronate had direct effects on carti-
lage, and that the reduced bone turnover was
not the cause of the improvement.

Likewise, ALN partially protects rabbits from
cartilage deterioration following ACL transection
(ACLT).%* More potent BPs such as zoledronate
(Z0L) completely prevented progression of car-
tilage damage in rabbits with ACLT when started
immediately after injury.®® This may indicate that
there is a dose effect required for prevention.
Other studies show similar effects with BPs fol-
lowing injury-induced OA in rabbits® and dogs,®”
although the effect on morphometric lesions is
inconsistent.® Not surprisingly, in all cases the
chondroprotective effects of BPs are accompa-
nied by reduced subchondral resorption, lead-
ing some to imply a causative association,®
but causation cannot be clearly demonstrated
by these studies. Nevertheless, these studies
are compelling in suggesting that BP treatment
started soon after injury is effective in preventing

subsequent progressive cartilage disease.

Fewer studies have been done with other po-
tent anti-catabolic treatments such as RANKL
inhibitors. Treatment of young mice with osteo-
protegerin (OPG), a decoy receptor for RANKL,
potently suppresses bone resorption and has
been shown to prevent the progression of OA in
mice [Kadri et al., 2008]. Following medial men-
iscectomy, 10 week old C57 mice were treated
2x/week with OPG or an interleukin receptor
antagonist (IL-RA). Cartilage in the OPG-treated
group was maintained with almost no degra-
dation, significantly healthier than cartilage
in the IL-RA treated or saline-treated groups.
ADAMTS-4 and -5 positive cells were signifi-
cantly fewer in OPG-treated mice, and of course
there were fewer osteoclasts and greater sub-
chondral bone volume. Again, this suggests that
an agent that suppresses early remodeling fol-
lowing joint injury can prevent subsequent pro-
gressive cartilage degradation.

First generation BPs (clodronate and YM175)
also have been shown to be effective in rat mod-
els of inflammatory arthritis induced either by
collagen or by adjuvant.®®*"" This set the stage
for investigating the efficacy of more potent re-
cent generation BPs such as ZOL, which has
been shown to be effective at reducing cartilage
loss and pain in chymopapain-induced OA in
rabbits,” and mono-iodoacetate (MIA)-induced
OA in rats.1®7

These studies suggest the benefits of BPs
as chondroprotective agents, but the timing of
treatment initiation may be critical to the effec-
tiveness of the treatment. Yu et al.'® showed that
both the timing of treatment and the dose used
are significant factors in effectiveness. They in-
duced medial meniscus tears in adult Sprague-
Dawley rats and observed changes over a 12
week experimental period. They treated the rats
with 100 pg/kg s.c. of ZOL twice a week starting
either immediately following the injury, or 4 or 8
weeks after injury.This model showed progres-
sive cartilage change over the 12 week period,
but initiating ZOL treatment either immediately
or within 4 weeks of injury caused significantly
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less cartilage destruction than when ZOL was
started 8 weeks after injury. A separate experi-
ment using a low dose (10 pg/kg s.c.) or the
higher dose (100 pg/kg s.c.) administered start-
ing immediately after injury showed both doses
of ZOL to be effective in significantly reduc-
ing cartilage damage by the end of 4 weeks,
but with a clear dose response. This provides
convincing evidence that pre-emptive adminis-
tration of a potent anti-catabolic agent may be
effective at preventing subsequent progressive
disease.

Early administration may be effective even
when using less potent BPs.?° ALN was used
to prevent OVX-induced loss of cartilage over
an 18 week period and was administered either
immediately after OVX, or 8 weeks after OVX.
ALN administered immediately completely pre-
vented cartilage erosion following 10 weeks of
treatment, but ALN initiated 8 weeks following
OVX was not effective in reducing cartilage le-
sions with 10 weeks of treatment, even though
it prevented subchondral bone loss. This sug-
gests that the timing of initiation of treatment is
critical to efficacy. This study also implies that
rescue of subchondral bone is insufficient to
prevent the changes of OA, but the prevention
of early bone loss (and the vascularity that ac-
companies it) is associated with prevention of
progressive cartilage disease. Whether this is
because the bone changes were prevented, or
that ALN acted directly on the cartilage during
the early phases of disease cannot be deter-
mined. In this case, MMP-9 and MMP-13 levels
were reduced?*® as were some other cartilage
catabolic agents such as vascular endothelial
growth factor, VEGF, which can have an effect
on both vascular invasion to the deep cartilage
layers but is also produced by chondrocytes
superficially.®

Other studies are suggestive, but have sig-
nificant problems with experimental design.
Pre-emptive treatment was recently shown to
be important in treatment of MIA-induced in-
flammatory arthritis in rat knees. In this case,
treatment with ALN (15 pg/kg s.c. 2x/week)

was started pre-emptively (0-2 weeks after in-
duction), early (2-6 weeks after induction) or
late (6-10 weeks after induction). Pre-emptive
treatment partially prevented cartilage degen-
eration, whereas early or delayed treatment
had no effect. The modest effect of ALN, even
when given pre-emptively, may in part be due
to its less potent activity than ZOL. However,
the study was flawed because animals treated
pre-emptively were sacrificed after 2 weeks,
whereas those treated early or later were sac-
rificed at 6 and 12 weeks respectively. Never-
theless, this implies that pre-emptive treatment
may be effective for inflammatory arthritides as
well as for OA.

All of these studies suggest that early ad-
ministration of an anti-catabolic agent reduced
cartilage degeneration, but later administration
did not. This indicates that timing of treatment
with an anti-remodeling agent is critical to pre-
vent the progression of early cartilage fibrilla-
tion to frank OA.

Estrogen and SERMS

Similar to human studies, the effects of es-
trogen treatment on OA in animals is unclear.
Only half of the 22 animal studies reviewed by
Sniekers et al." showed protective effects of
estrogen treatment in mice, rats, rabbits and
sheep. More than 25% of the studies reviewed
showed estrogen actually to be detrimental to
cartilage health. Delayed administration of es-
trogen in OVX rats was less effective than im-
mediate administration,” again suggesting that
even in the event that estrogen has benefits for
cartilage health, treatment of established OA
with estrogens will be ineffective. Timing is key,
as estrogen — or any hormonal or pharmaceuti-
cal treatment - might be able to downregulate
the catabolic functions of chondrocytes, and
prevent vascular in growth from bone, but can-
not restore cartilage matrix once it is damaged.
No known agent can stimulate chondrocytes
to functionally repair cartilage that has already
become fibrillated.

Studies with larger animal models, and
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those closer taxonomically to humans may be
better indicators of whether treatment will work
in humans. Three years of estrogen treatment
of cynomolgus monkeys begun immediately
following OVX was associated with less severe
OA than in controls, when adjusted for age and
weight.”® Either increased proteoglycan pro-
duction by chondrocytes shown in the monkey
study,’® or possibly reduced proteoglycan deg-
radation as shown in sheep treated with estra-
diol pellets’” may account for the chondropro-
tective effects in these studies.A subsequent
study in nonhuman primates, however, found
neither changes in proteoglycans or any effect
on cartilage degradation.™

Changes in proteoglycan content may
account for a positive mechanical outcome
even in cases when there is no apparent ef-
fect on cartilage structure. Treatment of OVX
sheep with estradiol implants, similar to the
subsequent Richmond study, was associat-
ed with restoration of articular cartilage mod-
ulus (stiffness) to sham values, significantly
greater than the modulus of untreated OVX
sheep.™

In contrast, most studies using SERMs
to reduce cartilage degradation have shown
positive results. In collagen-induced arthritis
in mice with a mutated ncf1 gene, either es-
trogen or a raloxifene analogue reduced car-
tilage deterioration,®® as did levormeloxifene
in rats,*® and tamoxifen in meniscectomized
rabbits.8'% Interestingly, in the mouse model
of collagen-induced inflammatory arthritis, the
raloxifene analogue and estrogen both were
demonstrated to have positive effects on es-
tablished arthritis, with fewer animals present-
ing evidence of arthritic changes and with sig-
nificantly less cartilage degradation.® The pre-
cise mechanism for this effect is unclear, but
various signaling pathways have been impli-
cated in the beneficial effects of SERMS. One
suggestion is that, because both raloxifene
and tamoxifen are known to be GPER1 ago-
nists, both affect PISK/Akt and PKC/MAPK
pathways.

Potential new therapies

More recent potential treatments such
as strontium ranelate (SrRan) or cathepsin-
K inhibitors (CatK) may be more effective
than existing anti-catabolic treatments,?48
but may act directly on cartilage rather than
through their well-known effects on bone.
Interestingly, SrRan has been shown to re-
duce gene expression for CatK in a canine
OA model,®® and in vivo studies using CatK
in the canine model also demonstrated some
beneficial effect.?”:8

SrRan

Several human trials using SrRan for the
treatment of OA have shown encouraging re-
sults. An early study (TROPOS) demonstrat-
ed that SrRan decreased CTX-Il regardless of
whether the patient had OA.® This provided
encouragement for larger and more exten-
sive trials focused on OA. The SEKOIA trial
was an international, multi-center randomi-
zed double-blind placebo-controlled phase 3
trial of knee OA in patients with primary knee
OA.8%8 MRIs were used at baseline and 1,2
and 3 years following treatment to evaluate
cartilage volume and bone marrow lesions
(BMLs). Treatment with SrRan at the higher
dose (2 g/day, which is the osteoporosis
dose) was associated with significantly less
cartilage loss and both doses were associ-
ated with less joint space narrowing than in
placebo controls. BMLs were reduced fol-
lowing three years of treatment, a significant
finding given that BMLs have been shown to
be an early indicator of progressive OA.%°

A study in the ACL transection model in
dogs, in which cartilage could be evaluated
histologically rather than with imaging tech-
niques, supports the conclusions that SrRan
may reduce cartilage lesions and preserve
the collagen network, assessed by picro-
sirius red staining. The dosages used in this
study (25, 50 and 75 mg/kg/day) span the
range used for human osteoporosis (2 g/day
or about ~25-40 mg/kg/day), but the greatest
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effects were found for the higher dosages (50
and 75 mg/kg/day) suggesting that any bene-
ficial effect of SrRan in OA may require doses
higher than those used for postmenopausal
osteoporosis. This could create negative side
effects as high doses of Sr are known to sup-
press mineralization, but it is not clear whether
the doses used in this study are sufficiently high
to cause this. Interestingly, however, the thick-
ness of the subchondral plate was reduced at
all doses of SrRan compared to placebo treated
dogs, an interesting finding for an agent that is
used in postmenopausal osteoporosis to retain
bone.

The mechanism for the beneficial effect
of SrRan on cartilage is not entirely clear,
but several possibilities exist. Early obser-
vations showed that SrRan helped to pro-
mote the aggregation of proteoglycans with
the hyaluronic backbone for form the large
aggrecan molecules that give cartilage its
compressive stiffness.®'There is also some
evidence in vitro that Sr may enhance the
effects of IGF-1.%2 Recent evidence in a ca-
nine model shows that SrRan downregu-
lates metalloproteinases (MMP-1, 3 and 13),
and ADAMTSS in cartilage, as well as IL-
1B in synovium.® Downregulation of IL-1p
was also shown in vitro in chondrocytes.®
Both in vitro and in vivo studies suggest
that SrRan may somehow re-balance an
imbalance between chondrocyte-mediated
cartilage catabolic and anabolic functions.
The observation that higher doses of SrRan
cause less loss of cartilage volume both at
1 and 3 years of treatment also could re-
flect a retention of water rather than, or in
addition to, a retention of the organic and
protein matrix.

Cathepsin-K inhibitors™*

Interestingly, one of the effects of SrRan is
a significant reduction in CatK at high doses
(75 mg/kg/day).t® This raises the possibility that
CatK inhibitors, which have mild anti-resorptive
effects on bone, could be effective chondro-
protective agents (Figure 4). This could counter
the effect in human osteoarthritic cartilage of in-
creased intracellular CatK activity®® that occurs
primarily in the superficial regions of cartilage
which are most likely to become fibrillated,®%
and in OA synovium.® CatK is known to be able
to cleave collagen at sites that are different from
those cleaved by MMPs®® and can degrade
aggrecan.® Preclinical studies using transgenic
mouse models show overexpression of CatK
in a model that develops OA,%® and a delay® or
prevention® of cartilage loss in CatK knockout
mice subjected to joint instability. In the latter
studies, two different knockout models were
used (Ctsk” and CatK” respectively) and two
different models of joint instability (partial medial
meniscectomy with transection of both MCL
and ACL, vs. only an ACL transection, respec-
tively), reinforcing the idea that the prevention of
OA progression in these models was the result
of the absence of CatK. Whether CatK expres-
sion is a cause or an effect of cartilage de-
terioration is not clear, but given its catabolic
effects on type Il collagen, its overexpression
in association with cartilage deterioration at
least suggests that it may be involved in the
process of progressive cartilage loss. These
roles for CatK do not preclude that inhibition
of this cysteine protease may also prevent
subchondral bone remodeling and vascular
invasion to cartilage, and CatK may be a dual-
acting treatment that can affect both cartilage
and bone catabolism.

** The Editorial Committee of Actualizaciones en Osteoleogia recognizes that the studies performed
using the cathepsin K inhibitor odanacatib in the osteoarthritis model contribute to our understanding of
the mechanism of action of the drug in this pathology. However, it should be noted that the company that
developed odanacatib decided not to continue filing for FDA approval or any further development of the
drug, due to the increased risk of stroke in post-menopausal women during the Phase 3 trial.
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A short-term, 28 day experiment in partially-
meniscetomized female beagles treated with a
CatK inhibitor (GlaxoSmithKline) also suggests
some effect of this treatment, especially on the
medial side of the weight bearing area of the tib-
ial plateau,®” in the area of the pre-existing me-
niscus. A >75% reduction in urinary CTX-Il was
also observed within one week following menis-
cectomy and in animals treated with the inhibi-
tor, suggesting that this may prevent cleavage of
Type Il collagen and be chondroprotective.

Head to head studies comparing another
CatK inhibitor (Merck and Co.) to ALN in an
ACLT model in rabbits suggest that CatK inhi-
bition at the higher dose (50 mg/kg/day, p.o.,
5x higher than the dose used to retain bone in

OVX rats) was as effective as ALN (200 pg/kg,
3x/week, s.c., 3 times higher than the OVX
dose) eight weeks after surgery.® As the CatK
inhibitor at low dose resulted in greater reten-
tion of bone volume than ALN, but was not
as effective at preventing cartilage changes,
the effect of CatK inhibitors may be directly on
the cartilage matrix itself, rather than through
suppression of subchondral bone remodeling.
Both doses of CatK inhibitor reduced urinary
CTX-ll, although the higher dose was more
effective, and consistent with the reduction
in CTX-1l with ALN treatment. Therefore, the
effect of CatK inhibitor in this case is likely
through an inhibition of type Il collagen degra-
dation.
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Figure 4. CatK is upregulated in articular cartilage chondrocytes in the early phases of OA, and the diges-
tion of type Il collagen by CatK may be associated with cartilage fibrillation. SrRan suppresses the produc-
tion of CatK significantly, especially at high doses, and may protect the cartilage from deterioration (Data

from Ref 86).
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Conclusion

The conclusion from many of these studies
is that anti-resorptive agents must be admin-
istered pre-emptively or in the very early stag-
es of disease to be effective. This has several
important implications. First, it suggests that
remodeling suppressive treatments for OA will
be most effective in cases of post-traumatic
injury, when the timing of the occurrence of
injury is well known. It will probably not be a
terribly useful therapy in age-related joint de-
generation, which develops over a long pe-
riod of time and in which the timing of events
initiating the cartilage loss cannot be deter-
mined. Second, better and earlier detection
methods for joint disease would be useful,
with an emphasis on biochemical or structural
markers for early cartilage changes.’Imaging
techniques that can be used to identify early
structural changes in bone that pre-sage the
progressive development of cartilage destruc-
tion must be developed. Recent evidence®
suggests this may be on the near horizon. This
study showed that progression of OA could be
detected and predicted as long as two years
before the appearance of radiographic OA by
identifying synovitis (hazard ratio (HR) = 1.76-
1.81) or damage to the medial meniscus (HR
= 1.83). Bone marrow lesions apparent one
year before the radiologic appearance of OA
were an even stronger indicator (HR = 6.50).
As BPs have been shown to have an effect on
BMLs,?* using BMLs as an indicator to begin
treatment with an anti-catabolic agent may
have some merit. However, it may not be pos-
sible in the near future to predict progression
of cartilage disease with sufficient precision or
sufficient lead time to make the use of bone
anti-remodeling treatments aimed to prevent
vascular invasion feasible. Therefore, in the
near future, we should concentrate on those
situations in which the onset of progressive
cartilage changes is known, and progressive
OA changes are predictable. Thus, for now,
these treatments may be more beneficial in
cases of ligament tears (e.g. ACL disruption) or

post-traumatic osteoarthritis (PTOA). However,
it will still be necessary to determine in these
cases whether the treatment is actually effec-
tive, and when treatment should be initiated.
Newer treatments that are incidentally anti-
catabolic on bone, such as SrRan and CatK
inhibitors, may also have direct effects on car-
tilage that are not dependent on bone. The
mechanism of action of these agents is impor-
tant to know and understand as well. Perform-
ing experiments that are time-sensitive in rela-
tion to the development of OA may also con-
tribute to our understanding of the mode of
action of the various different anti-remodeling
agents. If some or all of them are effective, are
they effective because of their action on bone,
because of direct effects on cartilage catabo-
lism/anabolism, or through a combination of
these effects that may entail some feedback
or cross talk between the bone and cartilage?

What do we need to do experimentally?

To fully evaluate the utility of bone anti-re-
modeling treatments in preventing the onset
or progression of cartilage deterioration that
eventually leads to OA, temporal changes in
cartilage degradation should be evaluated us-
ing an animal model of OA exposed at differ-
ent times (and perhaps for different durations)
to remodeling-suppressive therapies. Be-
cause the beneficial effects of such therapies
seem to depend on preventing the early phas-
es of disease that involve vascular invasion of
the deep layers of cartilage, an acute model
of OA, such as the ACL transection model
or a model of post-traumatic OA, should be
used. Treatment with an anti-catabolic agent
at three different time points could elucidate
the value of the anti-remodeling therapy at dif-
ferent phases of OA progression. Treatment at
three timepoints could be suggested:

1)  Prior to evidence of aggrecan loss or
cartilage clefting/fibrillation.

2) Following superficial clefting and loss
of aggrecan in the superficial layers of the ar-
ticular cartilage.
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3) Following frank subchondral sclerosis

Such a study could identify the appropri-
ate timing for treatment in these common
human conditions that are known to lead,
over time, to progressive cartilage deterio-
ration, and which have the advantage of a
clear initiating time point at which treatment
could be most effectively begun — a clini-
cally valuable outcome. And, as pointed out
above, such a study might help to further
expose the target tissues and mechanism of
action of the various compounds used for
chondroprotection — a mechanistically-valu-
able outcome.
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EFECTOS OSEOQS DE LA CIRUGIA BARIATRICA
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Resumen

La cirugia bariatrica es un recurso te-
rapéutico cuyo uso para el manejo de la
obesidad moérbida crece rapidamente. La
intervencién induce varios cambios en el
perfil hormono-metabdlico de los pacien-
tes: disminuye la absorcién de calcio, caen
los niveles de vitamina D, se produce un
hiperparatiroidismo secundario que ace-
lera el recambio 6seo, aumentan algunas
citoquinas como la adiponectina, el GLP-1
y la esclerostina, y disminuyen otras como
la leptina, la ghrelina, el GIP y la amilina. El
estradiol cae por disminucion de la aroma-
tizacion periférica de la testosterona. Hay
disminucion de la carga mecanica en el
esqueleto, especialmente en los miembros
inferiores. Todo esto lleva a pérdida de la
masa 6sea, que es variable y mas marca-
da en el fémur proximal que en la columna.
El riesgo de fractura aumenta, aunque no
todas las series lo han demostrado. Los pa-
cientes con marcada disminuciéon del peso
corporal poscirugia deberian ser controla-
dos, procurandoun buen aporte de calcio y
otros nutrientes, la suplementaciéon con vi-
tamina D y el monitoreo de la densitometria
Osea.
Palabras clave: obesidad, cirugia bariatri-
ca, osteoporosis, fracturas, riesgo.

* E-mail: asanvir@gmail.com

Abstract
EFFECTS OF BARIATRIC SURGERY ON
BONE

Bariatric surgery is a therapeutic resource
for the management of morbid obesity; its
use is growing rapidly. The intervention in-
duces several changes in the hormonal and
metabolic profile of patients: decreased cal-
cium absorption, falling levels of vitamin D,
secondary hyperparathyroidism which ac-
celerates bone turnover; increased level of
some cytokines such as adiponectin, GLP-1
and sclerostin, and decreased levels of others
such as leptin, ghrelin, GIP and amylin. Estra-
diol falls due to decreased peripheral aroma-
tization of testosterone. There is a decrease
in the mechanical load on the skeleton, es-
pecially in the lower limbs. All this leads to
loss of bone mass, which is variable and more
marked in the proximal femur than in the
spine. The risk of fracture increases, although
it has not been shown in all series. Patients
with marked decrease in body weight after
bariatric surgery should be controlled care-
fully to insure a good supply of calcium and
other nutrients, vitamin D supplementation,
and the monitoring of bone mineral density.
Key words: obesity, bariatric surgery, osteo-
porosis, fractures, risk.
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Introduccién

La cirugia como medida terapéutica para
la obesidad ha hecho notables avances en
los ultimos afos. Por ejemplo en Gran Breta-
fia, los procedimientos mas usados (bandeo
gastrico ajustable y bypass gastrico en Y de
Roux), excepcionales entre 1990 y 2004, al-
canzaban la cifra de 250 anuales cada uno
hacia 2010."

En nuestro pais se realizan unas 4500 ci-
rugias bariatricas por afio, segun la Asocia-
cién Argentina de Cirugia (A. Ghione Pelayo,
expresidente de la Sociedad Argentina de
Obesidad y Trastornos Alimentarios; comuni-
cacion personal).

Los pacientes obesos tienen, en general,
mayor densidad mineral ésea (DMO), la que
se asocia significativamente con el indice de
masa corporal (IMC) y la masa grasa.2 A pesar
de ello, presentan mayor indice de fracturas,
que son sitio-especificas (por ejemplo predo-
minan en miembros superiores y en tobillo),
quizé por influencias regionales de la obesi-
dad sobre la geometria y la estructura 6seas,
y por distintos patrones de caidas.®

Los sujetos obesos constituyen un grupo
de riesgo de carencia de vitamina D.* Una re-
vision sistematica de la literatura encontré en
29 de 51 estudios que el nivel preoperatorio
promedio de 25-hidroxivitamina D (250HD)
era inferior a 30 ng/ml (y en 17 estudios era
<20 ng/ml).> Al afio de la cirugia bariatrica,
mas de la mitad de los pacientes presentan
niveles deficientes de 25-hidroxivitamina D
(<20 ng/ml) contra una prevalencia de 11% en
controles.® Esta deficiencia agrava la malab-
sorcién de calcio en el periodo posquirargico:
su absorcion fraccional cae desde un prome-
dio de 30% antes de la cirugia al 8% luego de
6 meses.”

¢Qué ocurre con el hueso luego de estas
cirugias restrictivas?

La consecuencia de la menor entrada de
calcio al organismo es un hiperparatiroidismo
secundario, que causa mayor resorcion ésea:

los niveles de CTX sérico, un marcador de la
funcién osteoclastica, estdn marcadamente
elevados a los 12-18 meses de la cirugia, aun-
que tienden a descender y normalizarse a los
2-3 afos.® Se ha estudiado la respuesta del
CTX sérico luego de una comida estandar en
un grupo de sujetos con bypass gastricoen Y
de Roux, comparandola con la observada en
un grupo testigo: este marcador desciende
mas en los operados, coincidiendo con una
mayor secrecion posprandial de insulina.®

Cambios densitométricos por diferentes
técnicas

La pérdida de densidad mineral Osea
(DMO) en el fémur proximal es de alrededor
del 14% al afio de la operacion.® Los cambios
de DMO en columna lumbar son variables
(-8 a +6%), quiza por problemas técnicos:
se sabe desde los inicios de la densitometria
6sea por absorciometria dual de fotones o de
rayos X (DXA) que la interposicién de tejido
adiposo tiende a falsear la medicién del con-
tenido mineral vertebral. Tampoco la tomo-
grafia axial computarizada (TAC) cuantitativa
ha mostrado grandes cambios en vértebras.®
Sin embargo, Yu y col. demostraron caidas
significativas en la DMO vertebral areal por
DXAy por TAC cuantitativa; ademas, con esta
ultima técnica comprobaron no solo la caida
en la DMO integral de las vértebras sino tam-
bién una pérdida en el compartimento trabe-
cular. Lo mismo encontraron estos autores en
el fémur proximal.'”® Utilizando densitometria
de cuerpo entero por DXA se pudo compro-
bar un descenso en la DMO del esqueleto
total de un 25% al cabo de 2 afios, tanto en
sujetos sometidos a bypass gastrico como a
gastrectomia en manga."

El hueso periférico también se deteriora.
Con empleo de ultrasonido se hallé un des-
censo en la atenuacién de la banda ancha en
el calcaneo, que promedio 4% a los 9 meses
de la cirugia bariatrica.” Al estudiar un grupo
de pacientes obesos tratados quirdrgicamen-
te mediante tomografia cuantitativa periférica
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de alta resolucion (HR-pQCT), un equipo de
la Universidad de Columbia (Nueva York) ha-
16 una caida significativa en el compartimento
cortical de la tibia distal. Este deterioro en el
hueso compacto estaba en relacién directa
con la elevacion de la PTH circulante y el des-
censo de peso.”® Mediante la misma técnica,
otro grupo comprobd el adelgazamiento cor-
tical, y ademas cambios microarquitecturales
en el compartimento trabecular de hueso pe-
riférico: menor nimero de trabéculas y mayor
separacion entre ellas, y falta de homogenei-
dad de la conectividad trabecular. La estima-
cion de la resistencia 6sea a los 12 meses de la
cirugia mostré una disminucion significativa.™

Fisiopatologia

La malabsorcion de calcio y la deficiencia
de vitamina D llevan a un hiperparatiroidismo
secundario, como se ha dicho antes. Hay au-
mento de la adiponectina y disminucion de la
leptina. El estradiol sérico tiende a disminuir
(por menor aromatizacién de la estrona en te-
jidos periféricos) y la testosterona sérica tien-
de a aumentar en los varones. Hay un cambio
en el perfil de hormonas gastrointestinales
(disminucién de la ghrelina, del polipéptido in-
hibidor gastrico, de la insulina y de la amilina,
y aumento del péptido glucagén-simil 1 y de
la serotonina).®'®* Ademas de estos cambios
hormonales y en las citoquinas, hay disminu-
cién de la carga mecanica que debe soportar
el hueso, con disminucién de la actividad de
la via Wnt/p-catenina.’® En el afio posopera-
torio, la esclerostina y el Dikkopf-1 suben y
se asocian al aumento en la resorciéon ésea
evaluada por NTX.'” Mas adelante disminuye
paulatinamente el Dikkopf, sugiriendo cam-
bios compensatorios en el sistema Wnt."

Debe recordarse aca que en la obesidad
hay alteraciones en el eje somatotrofico,
tan importante para la adquisicion de masa
Osea.'®

La malabsorcién de &acidos grasos no
saturados (alfa-linolénico, eicosapentaenoi-
co y docosahexaenoico) puede contribuir a

la pérdida 6sea, ya que tienen propiedades
antiinflamatorias y ejercen un freno sobre los
osteoclastos.”®

El magnesio es otro de los minerales cuya
absorcion se ve comprometida, ya que sus
sales también necesitan un medio acido para
su hidrdlisis; ademas el magnesio puede for-
mar complejos no absorbibles con los acidos
grasos poliinsaturados.” Ya se sabe que este
elemento resulta osteoprotector.?®

La Tabla 1 resume estos cambios hormono-
metabdlicos.

Tabla 1. Cambios en el perfil hormono-metabdlico
después de la cirugia bariatrica.

Malabsorcion de calcio y otros nutrientes
Deficiencia de vitamina D
Hiperparatiroidismo secundario

Aumento del recambio 6seo

Incremento de la testosterona sérica en hombres
Caida del estradiol sérico en ambos sexos
*Leptina, ghrelina, GIP, insulina y amilina
A Adiponectina, GLP-1 y serotonina

A Esclerostina

A Dikkopf-1

¥ Actividad de la via Wnt/p-catenina

¢Qué ocurre con el riesgo de fracturas?
En el registro britanico no se observé au-
mento del riesgo fracturario en comparacion
con un grupo testigo, en un seguimiento a 2,2
afos (promedio). En algunos pacientes segui-
dos durante mayor tiempo (5 afios) hubo al-
gunas fracturas, pero no se hallé significacién
estadistica.' En el estudio retrospectivo de una
cohorte del condado de Olmsted (Minneso-
ta, Estados Unidos), con 282 pacientes (82%
mujeres; 92% bypass gastrico) se observo
una duplicacién en el RR de fracturas.?'Un ar-
ticulo reciente describe el patron de fracturas
antes y después de la cirugia bariatrica segun
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el registro de Quebec (Canada) con mas de
9000 pacientes (72% mujeres) seguidas entre
2004 y 2006. En los 4 afios previos a la ciru-
gia, los pacientes tuvieron el doble de frac-
turas (4,4%) que los controles obesos y no
obesos (2,7 y 2,1%, respectivamente); las pre-
dominantes se registraronen la parte distal de
los miembros inferiores. Luego de la interven-
cién, el RR ajustado de fracturas fue mayor
en los sometidos a cirugia que en los grupos
control (1,38 y 1,44), y el patron de fracturas
vario, con aumento en las vertebrales clinicas,
de miembros superiores, pélvicas, de cadera
o fémur. El aumento en la tasa de fracturas
fue significativo solo en los pacientes someti-
dos a derivacion biliopancreatica, pero no en
los otros tipos de cirugia bariatrica.?

Una experta duda sobre la calidad de la
evidencia que trata de demostrar un aumen-
to del riesgo fracturario poscirugia bariatrica,
y propone que se realicen protocolos de es-
tudios aleatorizados y controlados en mayor
numero de pacientes para llegar a conclusio-
nes definitivas.'®

Prevencion de la osteopenia en pacientes
operados

El Instituto Bariatrico y Metabdlico de la
Cleveland Clinic dice que el 30% de los pa-
cientes obesos quirurgicamente tratados tie-
nen deficiencias nutricionales, que pueden
prevenirse si se mantiene un adecuado apor-
te de vitaminas y minerales.'

Las principales deficiencias son las de vi-
taminas liposolubles (A, D, E, K), vitamina B,,,
calcio, magnesio, hierro, acidos grasos no
saturados, oligoelementos, proteinas, etcé-
tera.”®

En 2012 la Sociedad Argentina de Nutricion
publicé un Consenso sobre el manejo nutricio-
nal de pacientes poscirugia bariatrica,? que ha
sido actualizado recientemente y esta disponi-
ble en Internet. Se recomienda incluir lacteos
de facil digestién en la dieta posoperatoria
(leche o yogur descremado, quesos magros,
postres light). La cantidad aportada de calcio

deberia ser de 1200-1500 mg/dia, y de 2000
mg/dia en la derivacion biliopancreatica (DBP).
En caso de indicarse comprimidos de calcio
como suplemento, se recomiendan los que
contienen citrato calcico. La recomendacion
de suplementos de vitamina D (ergocalcife-
rol o colecalciferol) es de 1000-2000 Ul/dia,
cifras que se deben duplicar después de la
DBP. Para el tratamiento de la deficiencia de
vitamina D aconseja dar 50.000 Ul/semana via
oral, por 8 semanas, y, si los niveles contindian
bajos, continuar con 3000 Ul/dia. Se ha ob-
servado que la malabsorcion de calcio puede
persistir a pesar del mantenimiento de niveles
séricos 6ptimos de 250HD.?*

Un articulo reciente revisé los niveles de
250HD obtenidos en pacientes ya operados
con diferentes regimenes de suplementacion
con vitamina D. Se encontré que los niveles
séricos aumentaron 9-13 ng/ml en promedio,
con dosis diarias de vitamina D de 1500-9100
Ul, sin diferencias importantes entre los dife-
rentes procedimientos quirirgicos.?

El mismo grupo revisé varias Guias publi-
cadas entre 2010 y 2014 y, en lo que respecta
a la suplementacién posoperatoria con vita-
mina D, encontré6 un amplio rango de dosis
recomendadas, desde 3000 Ul/semana hasta
50.000 Ul tres veces por semana. Sin embar-
go, los autores de esta revisién opinan que
la calidad de la evidencia publicada es baja
y que se necesitan nuevos estudios aleato-
rizados y controlados en mayor niumero de
pacientes para establecer futuras recomen-
daciones.?®

Conclusion

Los pacientes obesos sometidos a cirugia
bariatrica tienen riesgo de sufrir carencia de
vitamina D y otras deficiencias nutritivas (cal-
cio, magnesio, hierro, acidos grasos no satu-
rados, oligoelementos, proteinas, etc.).

La tasa de recambio 6éseo aumenta y la
DMO disminuye, por lo que se recomienda el
control periddico, reconociendo las limitacio-
nes de la DXA y la TAC cuantitativa central.
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Segun algunos estudios, esta aumentado

el riesgo de fracturas.

Agradecimiento: a las Dras. Maria Belén
Zanchetta y Maria Diehl por su aporte de bi-
bliografia.
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HIPOPARATIROIDISMO PRIMARIO DE PRESENTACION TARDIA
ASOCIADO A PATOLOGIAS AUTOINMUNES

Jorge Eduardo Jacobo*

Centro Médico Diagnos, Comodoro Rivadavia. Chubut.

Resumen

Se presenta una paciente que, en la sex-
ta década de su vida, debuta con episodios
de espasmo carpopedal espontaneo. Los
valores bajos de calcemia (6,1 mg/dl) y de
PTH (8 pg/ml) confirmaron el diagnéstico
de hipoparatiroidismo. No habia sido so-
metida a cirugias de cuello ni radioterapia.
No existian antecedentes familiares vincu-
lantes.

Durante 11 afios de seguimiento, la pa-
ciente presenta asociacién con otras pato-
logias que permiten sospechar la etiologia
autoinmune del hipoparatiroidismo: can-
didiasis de piel y unas, hipotiroidismo por
tiroiditis de Hashimoto, penfigoide y pso-
riasis. Finalmente fallece por una neumonia
adquirida en la comunidad, complicada.
Palabras clave: hipocalcemia, hipoparatiroi-
dismo, tiroiditis autoinmune, candidiasis.

Abstract

LATE ONSET PRIMARY HYPOPARATHY-
ROIDISM ASSOCIATED WITH AUTOIM-
MUNE DISORDERS

A patient who develops hypoparathyroid-
ism during her sixth decade of life is reported.
It was detected due to spontaneous carpoped-
al spasms. Low calcium (6.1 mg/dl) and PTH
(8 pg/mi) levels confirmed the diagnosis. She had
not undergone neck surgery or irradiation. There
was no relevant family history. Throughout the
11 years follow up she presented association of
other pathologies that allow the suspicion of au-
toimmune etiology of hypoparathyroidism: can-
didiasis of skin and nails, autoimmune thyroiditis,
pemphigoid and psoriasis. She eventually died of
complicated community-acquired pneumonia.
Key words: hypocalcemia, hypoparathyroi-
dism, autoimmune thyroiditis, candidiasis.
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Introduccion

El hipoparatiroidismo (HipoPT) es un tras-
torno endocrino poco frecuente caracterizado
por calcio sérico bajo, fésforo elevado y para-
tohormona (PTH) ausente o inapropiadamen-
te disminuida. El cuadro puede ser adquirido
o hereditario. La causa adquirida mas comun
es la reseccién o lesién de las paratiroides
durante una cirugia de cuello, pero puede
deberse a otras causas adquiridas (autoinmu-
nes, infiltracién de paratiroides) congénitas y
hereditarias.

Existen escasos datos sobre la prevalen-
cia de la enfermedad. En un trabajo publica-
do por Julia Powers y col." estimaron alrede-
dor de 77.000 casos de HipoPT, incluyendo
transitorios y definitivos, en Estados Unidos
en el periodo 2007-2008. Teniendo en cuenta
la investigacion de Clarke y col. se considera
una prevalencia de 37 por 100.000 habitan-
tes, siendo el 78% posquirdrgico, 7% familiar
y 6% idiopatico.?

El hipoparatiroidismo no quirdrgico es una
forma poco habitual de presentaciéon. Segun
el estudio dinamarqués de epidemiologia, la
prevalencia es de 2,3/100.000 habitantes.®

El HipoPT primario autoinmune es me-
nos frecuente: su incidencia global es de
1/1.000.000 personas pero varia en diferen-
tes paises: 1 cada 90.000 nacimientos en
Noruega y 1/130.000 en Irlanda; las mayores
se observan en Finlandia: 1/25.000, Cerdefa:
1/14.000 y en judios iranies 1/9000.4° Esta en-
tidad se manifiesta habitualmente en los pri-
meros afos de la vida.

Se describe el caso clinico de una paciente
con hipoparatiroidismo primario no quirirgico
de inicio tardio, asociado a diferentes pato-
logias de etiologia autoinmune de posterior
aparicion.

Caso clinico

Se presenta la historia de una mujer de
61 afos al momento del diagnéstico (abril de
2002), que debuta con un cuadro de pareste-
sias y tetania. Era descendiente de alemanes

y vivia en Comodoro Rivadavia. No tenia an-
tecedentes personales o familiares relevan-
tes. No habia sido sometida cirugia o irradia-
cioén de cuello o mediastino. No habia tenido
hijos y tuvo su menopausia espontanea a los
45 afnos.

El laboratorio inicial y posterior confirmé
la presencia de hipocalcemia por hipoparati-
roidismo: calcemia 6,1 mg/dl (8,1-10,4), fos-
fatemia 4,9 mg mg/dl (2,5-4,8), PTH 8 pg/ml
(VN: 12-72) y creatinina, magnesio y albumina
séricos normales. Recibi6 calcio intravenoso
y posteriormente el tratamiento habitual con
calcio, calcitriol, vitamina D, o D, y diuréticos
tiazidicos para reducir la hipercalciuria. Pre-
sento a lo largo del seguimiento varios episo-
dios de hipocalcemia sintomatica, debidos a
la escasa adherencia al tratamiento.

A los 3 meses del diagnéstico del HipoPT
aparecieron lesiones descamativas en la piel
de las manos y los pies asociadas a ufas
quebradizas. El cultivo de las lesiones mos-
tré Candida albicans. Inicia tratamiento con
fluconazol 200 mg/dia con escasa respuesta
inicial al tratamiento. Las lesiones de la piel
mejoraron a los 3 meses, no asi las de las
ufias, que persistieron.

Aproximadamente al aflo aparecen lesio-
nes descamativas en palmas de manos de
caracteristicas diferentes de las previamente
descriptas. Por biopsia se diagnostica pso-
riasis.

A los 2 afios presenta sintomas tipicos de
hipotiroidismo confirmados por el laborato-
rio: TSH: 44 uUl/ml (0,27-4,2), T4: 3,8 pg/dl
(4,5-12) e inicia tratamiento con levotiroxina.
Los estudios previos de la funcién tiroidea
eran normales; sin embargo, se habian ob-
servado marcadores para autoinmunidad ti-
roidea positivos: ATPO: 76 Ul/l (VN 0-32) y
AMS: 1/1600.

Se investigé enfermedad de Addison en
distintos periodos, que no se confirmé por-
que los niveles de cortisol séricos eran nor-
males. Los anticuerpos para enfermedad ce-
liaca fueron negativos.
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A los 7 afos del diagnéstico de HipoPT,
la paciente presenté lesiones ampollares en
la piel de los miembros, interpretadas como
penfigoide, por lo que inicié tratamiento con
corticoides.

Al mismo tiempo se observaron altos ni-
veles séricos de las enzimas hepaticas: TGO
44 UI/I, TGP 89 Ul/I (VN 0-31) y aumento de
la fosfatasa alcalina 659 Ul/I (VN 35-105) y
GGT 159 UI/I (VN 11-50). La ecografia ab-
dominal era normal y los marcadores virales
e inmunolégicos fueron negativos (HbsAg,
anticuerpo antiHbsAg, anticuerpo antiHCV,
FAN, anticuerpos antiDNA y anticuerpo anti-

mitocondrial y antimusculo liso). Las altera-
ciones del hepatograma mejoraron sin lograr
la normalizaciéon de TGO/TGP y fosfatasa al-
calina 3 afos después. No se realizd biopsia
hepatica por lo cual la etiologia no fue acla-
rada.

La paciente continud con tratamiento para
el HipoPT, el hipotiroidismo y el penfigoide,
este con dosis variables de corticoides.

A los 11 afos del diagnostico del HipoPT
fallecié por neumonia adquirida de la comu-
nidad.

En la Tabla 1 se resumen los parametros
de laboratorio y su evolucién.

Tabla 1. Evolucion de los parametros de laboratorio de una paciente con hipoparatiroidismo primario de

aparicién tardia.

02/02 11/02 07/03 03/05 08/09 12/09 06/10 04/12 03/13

Calcemia (8,1-10,4 mg/dl) 6,1 8,8 10,2 7 75 7,6 9,5 10,1 8,2
Fosfatemia (2,5-4,8 mg/dl) 4,9 3,5 3,8 5,1 4,1 5,9 3,5
Calciuria (60-200 mg/24 h) 373 398 163 121 57 76
PTH (12-72 pg/ml) 8/8,8

Creatinina (0,5 -1,10 mg/dI) 0,98 0,94 0,86

TSH (0,27- 4,2 Ul/ml) 1,5 44 0,59 0,41
T4 total (4,5 -12 pg/dl) 3,8

Cortisol plasmatico (5-25 ug/dl) 12,3 13 15,5

TGO (0-31 UI/1) 44 83 78
TGP (0-31UI/1) 89 87 67
Fosfatasa alcalina (35-105 Ul/l) 659 136 187
GGT (11-50 UI/I) 159 175

ATPO (0-32 Ul/ml) 76 181

ATC antimicrosomales 1/1 600
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Discusion

Motiva la presentacién de este caso la
edad tardia de presentacion de un HipoPT no
asociado a cirugia de cuello o terapia radian-
te que orient6 al diagnéstico de hipoparati-
roidismo primario. A lo largo de la evolucion
aparecieron una serie de enfermedades au-
toinmunitarias que hicieron sospechar simi-
lar etiologia del HipoPT. Estas asociaciones
fueron candidiasis de piel y ufias resistente

al tratamiento, hipotiroidismo por enferme-
dad de Hashimoto, dafio hepatico, psoriasis
y penfigoide.

Las diferentes causas de hipoparatiroidis-
mo se pueden agrupar en: trastornos de la
formacién de las paratiroides, dafos adqui-
ridos, funcionamiento reducido, resistencia a
la accién de la hormona paratiroides y varias.
Esta paciente se clasificaria en el segundo
grupo por lo antes referido (Tabla 2).

Tabla 2. Causas de hipoparatiroidismo. Adaptado de Rubin M y Levine M. En: Primer on the Metabolic
Bone Diseases and Disorders of Mineral Metabolism. 8th ed. 2013; Chapter 72: 579-89.

Alteracion

Defecto genético

1. Trastornos de la formacion de las glandulas paratiroides

Secuencia de DiGeorge/Catch 22

Sindrome HDR (hipoparatiroidismo, sordera, displasia renal)

Hipoparatiroidismo-retardo-dismorfismo (Sanjad-Sakati y Kenney Caffey)

Hipoparatiroidismo autosémico aislado

Hipoparatiroidismo ligado al cromosoma X

2. Daino de las glandulas paratiroides
Cirugia
Terapia radiante e infiltracién

Poliendocrinopatia autoinmune - Candidiasis -Distrofia ectodérmica. APECED

22qll; TBX1
10p; GATA3
1q42-43; TBCE
6p23-24; GCM2
Xq27

21922.3; AIRE

3. Disminucién de la funcién de las glandulas paratiroides

Hipocalcemia hipercalciurica autosémica dominante

Mutacién en el gen de PTH

Mutaciones en el gen del receptor del Ca

4. Resistenciaala PTH
Pseudohipoparatiroidismo

Hipomagnesemia

5. Otras causas
Enfermedades mitocondriales

Quemaduras

3q13.3 -21; CASR
11p15, PTH

GNAS

ARN t mitocondrial
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La segunda causa de hipoparatiroidismo
adquirido en adultos es la autoinmune.’

Puede afectar Unicamente a la glandula pa-
ratiroides o formar parte del sindrome autoin-
mune poliglandular tipo 1: APS 1 o APECED
(autoinmune polyendocrinopathy-candidiasis-
ectodermal dystrophy). La poliendocrinopatia
autoinmune tipo 1 es una rara enfermedad
genética monogénica autosdmica recesiva
causada por la mutacién de un gen llamado
AIRE (autoimmune regulator gene) ubicado
en el cromosoma 21 (21922.3) y que codifica
para una proteina que tiene un papel regula-
dor de transcripcion nuclear. Esta proteina se
expresa en células estromales de los tejidos
linfoides, incluyendo a las células epiteliales
timicas. El gen AIRE regula la transcripcion
de antigenos restringidos a ciertos tejidos y
se ha relacionado con la tolerancia inmunitaria
central y periférica. Se han descripto mas de
40 mutaciones en el gen AIRE y cuando estas
mutaciones estan presentes se pierde la tole-
rancia a antigenos propios.*® Desde el punto
de vista inmunoldgico, el trastorno se caracte-
riza por infiltracion linfocitaria de los érganos
blanco y aparicion de autoanticuerpos contra
diferentes antigenos especificos, los cuales
correlacionan y predicen el fallo funcional.

El defecto inmunitario puede estar asocia-
do con anticuerpos citotéxicos que dafian o
destruyen las paratiroides. Se ha identificado
un autoantigeno paratiroideo, llamado NALP
5 (Familia NACHT, leucine-rich-repeat protein
5), cuyos anticuerpos estan presentes solo en
los pacientes con APS1 que tienen hipoparati-
roidismo.® El dominio extracelular de receptor
del sensor de calcio (CaSR) ha sido identifica-
do como autoantigeno en el hipoparatiroidis-
mo autoinmune.” Anticuerpos activantes con-
tra esta porcién del CaSR han sido descriptos
en APS 1; estos existen en una minoria en la
cual el hipoparatiroidismo es el resultado de
la supresion funcional de las paratiroides mas
que de la destruccién de estas.?

APECED se manifiesta tipicamente du-
rante la infancia o la adolescencia temprana,

pero nuevos componentes de la enfermedad
pueden aparecer mas tardiamente hasta la
quinta década.

Tipicamente se inicia en la infancia con
candidiasis, luego hipoparatiroidismo en la
primera década de vida y entre la segunda y
la tercera década puede aparecer el fallo su-
prarrenal.4%9%10

Aunque es una enfermedad monogénica,
el cuadro clinico se caracteriza por una amplia
heterogeneidad y el fenotipo varia en la gra-
vedad y el nUmero de componentes entre los
miembros afectados, incluso en gemelos con
el mismo genotipo AIRE.® Esta variabilidad en
la expresion clinica implica un verdadero de-
safio diagnostico, pues muchas veces existe
retraso entre este y la aparicion de los sinto-
mas. La triada caracteristica, conocida como
complejo HAM, esta integrada por hipopara-
tiroidismo, candidiasis mucocutanea cronica
y enfermedad de Addison. El diagndstico se
establece con 2 de las 3 enfermedades aso-
ciadas.

Ademas de la triada clasica, el fenotipo de
APECED incluye varias patologias autoinmu-
nes endocrinas y no endocrinas. El espec-
tro de endocrinopatias diferentes del hipo-
patiroidismo y de la insuficiencia suprarrenal
autoinmune incluye: hipogonadismo hipergo-
nadotrofico (generalmente presente solo en
mujeres afectadas), diabetes tipo 1, enferme-
dad tiroidea e hipofisitis autoinmunes. Otras
manifestaciones autoinmunes no endocrinas
comunes son: malabsorcion intestinal, gastri-
tis atrofica, hepatitis autoinmune, alopecia y
vitiligo.45910

Siguiendo al grupo de Corrado Betterle, la
confirmaciéon se basa en: 1) el cuadro clinico
junto a bajos valores de PTH, 2) historia fa-
miliar de enfermedades autoinmunes 3) ante-
cedentes personales de otras enfermedades
autoinmunes 4) la determinacioén de autoanti-
cuerpos y 5) el estudio genético buscando las
mutaciones del gen AIRE."

En el presente caso no fue posible la deter-
minacion de anticuerpos ni el estudio genéti-
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co; esta ha sido la limitacién mas importante
de este caso presentado. La paciente tenia 2
de los componentes que definen el complejo
HAM: candidiasis cutanea e hipoparatiroidis-
mo. Este ultimo, a diferencia de la presenta-
cién habitual en la segunda década de la vida,
se inici6 en la sexta década. Presenté hipoti-
roidismo como otra endocrinopatia autoimu-
nitaria asociada. El dafo hepatico no fue tipifi-
cado, pero es de destacar que los parametros
de laboratorio mostraron mejoria en relacion
con el tratamiento con corticoides que recibia
por el pénfigo. Las lesiones dermatoldgicas
no vinculadas a la candidiasis son de caracte-
risticas autoinmune (psoriasis y penfigoide) v,
si bien no han sido descriptas como parte del
fenotipo APECED, es de interés consignarlas.

El tratamiento para el HipoPT que recibi6
la paciente fue el clasico: compuestos de cal-
cio, vitamina D en formas y dosis variables
(calcitriol, ergocalciferol o colecalciferol) y diu-
réticos tiazidicos para evitar la hipercalciuria y
minimizar el riesgo de nefrocalcinosis y calci-
ficacion en tejidos blandos.™

Aunque hubiese estado disponible el trata-
miento sustitutivo con PTH1-34 o PTH 1-84
como se ha descripto en importantes traba-
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