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RESUMEN

RESUMEN

1.- INTRODUCCION

La osteoporosis es una enfermedad sistémica cronica y progresiva que
se caracteriza por una densidad ésea baja y un deterioro de la micro-
arquitectura del tejido 6seo, que reduce la resistencia a las fuerzas de carga,
con un incremento de la fragilidad 6sea y de la susceptibilidad de experimentar
una fractura ante minimos traumatismos'. Por lo tanto, las fracturas por

fragilidad son la consecuencia clinica de la osteoporosis.

La incidencia de este tipo de fracturas es muy alta y con el
envejecimiento de la poblacién continiia aumentando?. Las fracturas de cadera
son las mas importantes por sus consecuencias en cuanto a mortalidad (20-
30% en el primer afio)® y morbilidad (s6lo el 50% recuperan su estatus previo)®.
Las fracturas vertebrales son las mas numerosas aunque a veces su
diagndstico clinico es dificil. Estas fracturas suponen un importante factor de
riesgo para la aparicion de nuevas fracturas osteoporéticas®. Las fracturas
distales de radio, aunque no siempre se asocian a osteoporosis, si que son las
que primero se producen en este grupo poblacional y pueden servirnos de

alerta para estudiar y prevenir nuevas fracturas osteoporéticas®.

Actualmente existen dos grandes grupos de farmacos que se estan
utilizando para el tratamiento de la osteoporosis y para la prevencion de
fracturas osteoporéticas. ElI primero de ellos lo forman los farmacos
antirresortivos o anticatabdlicos cuyo principal mecanismo de accion es la

disminucién del recambio 6seo consiguiendo asi aumentar la densidad mineral
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0sea (DMO). Dentro de este grupo tenemos la calcitonina, la terapia hormonal
sustitutiva, el raloxifeno, los bifosfonatos y el denosumab. El otro grupo de
farmacos corresponde a los anabdlicos o formadores de hueso que actuan
sobre los osteoblastos y corresponden a los analogos de la hormona

paratiroidea PTH’.

Todos ellos han demostrado, en mayor o menor medida, ser efectivos
para prevenir la aparicion de fracturas osteoporéticas. Los mas utilizados son
los bifosfonatos al ser estos los que mayor efectividad poseen en la prevencién
de fracturas vertebrales, de cadera y periféricas®®. Los bifosfonatos son
compuestos quimicos cuyo principal efecto es la inhibicion de la resorcién
6sea’®. Recientemente se ha publicado la aparicién de fracturas por fragilidad,
con patrones atipicos, en pacientes sometidos a tratamientos prolongados con
bifosfonatos. Aunque la etiologia de estas fracturas no esta clara, se
recomienda revaluar la necesidad de continuar el tratamiento con bifosfonatos
en pacientes tratados mas de cinco afios'"'?. El denosumab es un anticuerpo
monoclonal que actua uniéndose a un ligando llamado RANKL e impidiendo
que éste se una al RANK (su receptor), lo que produce una inhibicién de la
formacion de los osteoclastos y de su funcionalidad, inhibiendo asi la resorcion

osea

El reciente desarrollo de agentes formadores de hueso ha supuesto una
nueva opcion para la prevenciéon de fracturas osteoporoéticas. La administracion
intermitente de la hormona paratiroidea de cadena completa PTH 1-84, asi

como de su fraccion PTH 1-34 (teriparatide), reducen el riesgo de fracturas
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vertebrales y no vertebrales en mujeres osteoporéticas postmenopausicas y
mejora la densidad mineral ésea.

La mayoria de las fracturas consolidan mediante el llamado proceso de
consolidacion secundaria que consta de cinco fases. La primera es el impacto y
formacion del hematoma y es la fase en la que se produce la fractura y se
libera gran cantidad de factores quimiotacticos, mitogénicos e inductores de la
diferenciacion celular. En la segunda fase de inflamacién, el hueso se necrosa
y aparecen las células inflamatorias. En la tercera fase se forma el callo
blando o inmaduro. En la cuarta fase el callo se osifica y en la ultima fase o
de remodelacion, el callo duro se remodela recuperando la forma original del

hueso. Ademas el proceso de consolidacion varia segun la zona del callo™"°.

Experimentalmente se ha observado que los sujetos osteoporéticos
tienen una capacidad de consolidacién disminuida por retraso en la formacion
del callo y menor formacion de hueso maduro disminuyendo las propiedades
mecanicas del callo de fractura’. En pacientes ancianos, las fracturas
consolidan con mayor dificultad y esto esta causado por varios factores como la
dificultad para conseguir una solida estabilidad inicial de las fracturas por la
pobre calidad del hueso, la alteracién de la angiogénesis en estos pacientes
que afecta a las fases iniciales de la consolidacion, con una disminucion de los
factores de crecimiento, de la actividad de los osteoblastos y de las células

madres mesenquimales debido a la edad’’.

La hormona paratiroidea (PTH) aumenta la remodelacién ésea con un
efecto neto positivo sobre la masa 6sea, incrementando el numero de

osteoblastos y su actividad, principalmente en los lugares de remodelacién. Los
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experimentos con animales, aunque son heterogéneos, lo que es normal
teniendo en cuenta los diferentes modelos animales, secuencia de la hormona
utilizada, dosis y modelos de fractura usados, han demostrado un efecto
sorprendente de la PTH en la consolidacion tanto del hueso cortical como
esponjoso. Esta respuesta es mas importante en fracturas que en huesos no
traumatizados. Por lo tanto, se ha especulado que la PTH deberia ser capaz de
acelerar la curacion de fracturas en los seres humanos, a pesar del hecho que
sus efectos sobre la masa 6sea en el tratamiento de la osteoporosis aparecen
lentamente. Sin embargo, las grandes dosis de PTH utilizadas en animales de

experimentacion han puesto en duda su relevancia clinica®.

2.- HIPOTESIS DE TRABAJO

Debido al envejecimiento de la poblacion, el numero de pacientes
osteoporéticos es cada vez mayor, y, por tanto, se observa un aumento en la
incidencia de fracturas osteoporoéticas y de las complicaciones derivadas de la

alteracion de la consolidacion en este tipo de pacientes.

Por lo tanto, nuestra hipétesis de trabajo es que si la Hormona
Paratiroidea es un farmaco anabolizante formador de hueso, la utilizacion de
esta hormona durante la reparacion de una fractura 6sea podria acelerar el

proceso de consolidacion dsea.
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3.- OBJETIVOS

Los objetivos de nuestro trabajo son reproducir un modelo experimental
de fractura tibial en ovejas osteoporaéticas, estudiar el proceso de consolidacién
O0sea en este modelo mediante estudios de densitometria y biomecanicos, y
valorar el efecto de la Hormona Paratiroidea en la consolidacién de estas

fracturas comparandolo frente a un grupo control.

4.- MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha realizado en 13 ovejas maduras osteoporéticas. A los
animales se les realizé una ovariectomia bilateral, y posteriormente fueron

alimentadas con una dieta pobre en calcio y vitamina D durante 6 meses'®%.

El modelo de fractura se ha conseguido realizando una osteotomia
diafisaria en el tercio medio de la tibia de la pata posterior derecha y se ha
estabilizado mediante un fijador externo unilateral (Sistema DynaFix, Biomet)

con 4 tornillos de 6 mm de diametro.

Los animales se han distribuido en 2 grupos, el grupo PTH en el que se
ha incluido 6 ovejas a las que se les ha administrado PTH (1-84) a dosis de 100
pg/dia via subcutanea, desde el dia después de la intervencidon quirurgica
hasta el dia del sacrificio a las 8 semanas, y el grupo control, formado por 7

ovejas que no ha recibido medicacion.
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Las ovejas se han sacrificado a las 8 semanas de la osteotomia y se han
tomado imagenes mediante TAC para realizar un estudio morfolégico y

densitométrico del callo.

Los estudios biomecanicos han consistido en ensayos no destructivos de
flexion a cuatro puntos, de los que se obtienen las graficas del perfil polar de
rigidez, a partir de las cuales se determina el indice de rigidez, el indice de
areas y el indice de planitud; y ensayos destructivos de torsion con los que se

calcula la rigidez torsional, el par torsor maximo y la tenacidad.

Los estudios densitométricos, realizados a partir de las imagenes de
TAC, han consistido en estudios de la totalidad del callo calculando el volumen
total y su densidad, y en el andlisis de la zona de fractura dividiendo el rango
total de densidades 6seas en cuatro niveles: isodensidad 1 (de 226 a 876 HU),
isodensidad 2 (de 877 a 1527 HU), isodensidad 3 (de 1528 a 2178 HU) e
isodensidad 4 (de 2179 HU hasta la densidad maxima de la muestra). En cada

isodensidad se ha calculado el volumen y la densidad media.

Se ha realizado un estudio estadistico de los resultados con el objetivo
de encontrar diferencias estadisticamente significativas debidas al tratamiento

para los parametros utilizados en el presente estudio respecto al grupo control.

5.- RESULTADOS

Al preparar las muestras para los estudios biomecanicos se comprobd
que algunas muestras no se podian utilizar, por lo que finalmente se incluy6 en

el disefio experimental definitivo 6 ovejas en el grupo control y 6 en el grupo
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PTH para los estudios densitométricos, y 4 ovejas en el grupo control y 4 en el

grupo PTH para los estudios mecanicos.

Al realizar el estudio morfolégico de los cortes de TAC se ha observado
que las tibias del grupo PTH han formado callos similares al grupo control, sin

encontrar diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

En los ensayos mecanicos de flexién a cuatro puntos se ha obtenido las
graficas del perfil polar de rigidez de los huesos osteotomizados,
encontrandose valores de rigidez menores en los huesos del grupo control y
observandose ademas un cambio en el patron de distribucién de los valores de
rigidez en los diferentes planos. Al analizar sélo los huesos no operados se ha
obtenido valores similares en el grupo PTH y control, sin cambios en la

distribucion de los valores de rigidez.

En los parametros mecanicos de flexion no se ha encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos, lo que implica que el
comportamiento a flexién de los callos de fractura no difiere significativamente

entre los dos grupos.

En los parametros mecanicos de torsién en los huesos osteotomizados
no se ha encontrado diferencias significativas en ninguna de las tres variables
estudiadas, tenacidad, rigidez torsional y par torsor. En los huesos no operados
tampoco se ha encontrado diferencias significativas en ninguna de las variables

estudiadas.

En los ensayos densitométricos del callo completo se confirmé que los

huesos tratados con PTH mostraron un volumen similar a los del grupo control.
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Ademas, la densidad mineral 6sea de los callos del grupo PTH no mostro
diferencias estadisticamente significativas a la del grupo control. En los huesos
no operados no se encontraron diferencias en cuanto al volumen o densidad

mineral 6sea como inicialmente se esperaba.

Al estudiar la distribucion de las distintas densidades en la zona de
fractura, no se han detectado diferencias significativas entre los porcentajes de
volumenes generados con cada uno de los grupos y en las isodensidades
consideradas. Al estudiar las densidades medias en cada nivel de isodensidad,
se ha observado que el grupo PTH da lugar a una densidad Osea
significativamente mayor que en el caso del grupo control unicamente para la

zona de isodensidad mas elevada.

6.- CONCLUSIONES

La osteotomia tibial estabilizada mediante un fijador externo en ovejas
ovariectomizadas es un modelo de fractura osteoporoética reproducible y en el
que la consolidacion se produce en unas condiciones parecidas a las humanas.
Por ello consideramos que es un buen modelo experimental para estudiar el
efecto de la Hormona Paratiroidea en la consolidacion de fracturas

osteopordticas.

El tratamiento con Hormona Paratiroidea a dosis clinicas tras una
fractura tibial en el hueso osteoporético no modifica de forma significativa el

area del callo de fractura ni su volumen total.
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El comportamiento biomecanico de los callos tratados con Hormona
Paratiroidea no ha mostrado diferencias significativas con respecto al grupo

control, tanto en los ensayos de flexién a cuatro puntos como en los de torsion.

El analisis densitométrico demuestra que los callos tratados con
Hormona Paratiroidea presentan una densidad media similar y una distribucion
dentro del callo en la que sélo la isodensidad mas alta fue mayor en el grupo

tratado con Hormona Paratiroidea que en el grupo control.

Por tanto podemos afirmar que en nuestro modelo experimental de
fractura osteoporética, el tratamiento con Hormona Paratiroidea a dosis clinicas
no modifica de forma significativa las caracteristicas del callo 6seo con

respecto al grupo control.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos, ha habido un creciente interés en la biologia de la
reparacion 6sea y en el desarrollo de las nuevas tecnologias para mejorar la
consolidacion de la fractura. Parte de este interés se deriva del aumento de la
edad de la poblacién y el reconocimiento de que este aumento de la edad
conlleva un mayor riesgo de sufrir una fractura y un aumento de
complicaciones después de que esta ocurra. Aunque el uso de factores de
crecimiento locales implantados o inyectados ha recibido mayor atencion, los
tratamientos sistémicos para mejorar la consolidacion, especialmente para
situaciones en las que la reparacion dsea puede verse disminuida o retrasada,

estan ahora siendo investigados con mayor detalle.

Desde la aprobacién de la hormona paratiroidea humana (PTH) como
tratamiento anabdlico para la osteoporosis, se ha producido un elevado interés
en el potencial uso clinico de este compuesto para otras afecciones
musculoesqueléticas. Esta ampliamente demostrado que la administracion de
PTH es una terapia efectiva para aumentar la densidad mineral 6sea y prevenir
fracturas en pacientes con osteoporosis’’. Mas recientemente, un elevado
numero de pruebas ha apoyado la hipotesis de que la PTH también podria ser

un tratamiento anabdlico efectivo para mejorar la consolidaciéon dsea®.

La reparacion de la fractura es una forma especializada de la
cicatrizacion de heridas en la cual el hueso se regenera rapidamente. Aunque
las condiciones sean Optimas, los pacientes requieren importantes periodos de

tiempo antes de que una fractura logre un retorno completo a la estabilidad

11
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mecanica. En consecuencia, existe un enorme interés en los tratamientos que
pudieran acelerar la tasa de reparacion de las fracturas y que permitiesen
retornar mas rapidamente a un estilo de vida activo. También se ha estimado
que entre el 5% y el 10% de las 7,9 millones de fracturas que se producen
anualmente en los Estados Unidos sufren un cierto grado de alteracion en la
consolidaciéon®. Hay una serie de condiciones que afectan la reparacion 6sea,
incluyendo edad avanzada, diabetes, osteoporosis y el tratamiento con
corticosteroides. La identificacién de un tratamiento que pudiera mejorar dicha
reparacion, incluso en estas condiciones subdptimas, seria de gran importancia
social y econdmica. Se han disefiado numerosas técnicas para mejorar la

consolidacién 6sea.

El injerto éseo autdégeno es considerado el patron oro, y mas de 450.000
procedimientos se realizan cada afio en los Estados Unidos?*. Sin embargo, las
complicaciones y la morbilidad en la zona donante, como lesién vascular o
nerviosa, y unas tasas de infeccion del 8% al 10% han dado lugar a un mayor
uso de materiales alternativos, como el injerto heterdlogo. La utilizacion de
estos materiales se ha limitado, sin embargo, por el riesgo de transmision de la
enfermedad, disminucién de las propiedades mecanicas y bioldgicas en
comparacién con el hueso autdlogo, asi como el aumento de los costos.
Ademas, no se eliminan los riesgos de infeccién en la zona receptora. Mas
recientemente, las ceramicas de fosfato de calcio y cementos han aparecido en

el mercado, con resultados variables?.

Varios factores osteoinductivos, entre ellos las proteinas morfogenéticas

6seas BMP-2 y BMP-7?*%" han logrado su aprobacion por la Food and Drug

12
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Administration (FDA) para uso en el tratamiento de la pseudoartrosis. Estos
compuestos se implantan directamente como proteinas aisladas o colocados
en diversas matrices. Sin embargo, estas sustancias siguen exigiendo la
implantacion quirdrgica local, lo que significa que el riesgo de complicaciones
derivadas de la cirugia aun existe. Se cree que la funcion de las proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs) es principalmente iniciar la curacion de la
fractura. El tratamiento con BMP seria entonces especialmente util para reducir
el riesgo de pseudoartrosis. De hecho, la pseudoartrosis en humanos parece
estar relacionada con los cambios genéticos en el sistema de senalizacion de
las BMPs®®. También se ha utilizado el tratamiento con BMP para la
aceleracion de la curacion "normal”’. El reciente escandalo con informes
engafnosos de ensayos randomizados de tratamiento con BMP2 frente a
tratamiento con injerto de hueso esponjoso en cirugia de columna por
desgracia ha puesto en duda el uso clinico de las BMP en general®**. En
estos trabajos, los eventos adversos fueron seriamente infracomunicados, y el
tratamiento comparado (injerto de hueso esponjoso) fue subdptimo,
favoreciendo asi al grupo BMP2. Los efectos secundarios no deseados
incluyeron inflamacion local con hinchazén grave, asi como la resorcion del
hueso esponjoso. Este ultimo es un efecto bien conocido de los implantes de
BMP desde hace mas de una década®'. Hay publicados dos grandes ensayos
multicéntricos de BMP2 para fracturas de la diafisis tibial. El primero, publicado
ya en 2002, reclutando 450 fracturas abiertas, asignados al azar a tres grupos
de tratamiento: 12 6 6 mg de BMP2 en una esponja de colageno portador, o

2
|3

control™. Como los controles no recibieron portador, el médico encargado de

examinar no fue cegado. El estudio mostré que el tratamiento con 12 mg de

13
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BMP2 redujo la proporcion de pacientes que necesitaron una intervencion
secundaria de 46% a 26%. Hubo también menos infecciones. Variables no
sensibles al sesgo, tales como tiempo de curacién radiografica (revision ciega)
y el numero de fallos en los dispositivos de fijacion también mostraron una
ventaja para el grupo de 12 mg de BMP2. Este estudio ha sido criticado debido
a que en el subgrupo tratado con clavo intramedular fresado (tratamiento
optimo) no hubo ningun efecto al tratar con BMP2. Por lo tanto, un nuevo
estudio similar se inicio, donde 277 pacientes que recibieron clavo intramedular
fresado se asignaron al azar formando el grupo tratado con 12 mg BMP2, o
grupo control (sin tratamiento)®®. Este ensayo tuvo que ser terminado antes de
tiempo debido a un numero alarmante de infecciones de la herida en el Grupo
BMP2. Las infecciones podrian estar asociadas con la inflamacion local en los
lugares de tratamiento, que es un efecto adverso conocido. Sin embargo, las
infecciones no necesariamente habrian sido causadas por el BMP2 en
absoluto: la necesidad de una diseccion mas amplia en este grupo con el fin de
hacer espacio para el portador de la BMP2 puede ser una causa. Sin embargo,
el tiempo de curacion, basada en criterios clinicos y radiograficos no fue
estadisticamente significativa. Para concluir, BMP2 tuvo efectos beneficiosos
en fracturas de tibia con un alto riesgo de complicaciones en la cicatrizacién y
en pseudoartrosis. En condiciones mas favorables y cirugia éptima, los efectos
negativos parecen dominar. Es evidente que se necesitan mas estudios. Debe
tenerse en cuenta que, excepto para los criticados estudios de la columna
vertebral, ningun estudio hasta la fecha ha demostrado que las BMP sean

mejores que el injerto de hueso esponjoso.
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Muchas de estas complicaciones clinicas podrian evitarse con la
administracién sistémica de una terapia que aumentase la reparacion de la
fractura, a fin de evitar la necesidad de una intervencién quirdrgica. Ademas, la
adicion de un tratamiento anabdlico 6seo después de la intervencion quirurgica
podria mejorar las tasas de reparacion, acelerando la restauracién de la funcién

mecanica y acortando la inmovilizacion del hueso en fase de reparacion.

La PTH es un compuesto candidato que tiene un gran potencial como un
agente anabdlico sistémico para la mejora de la reparacién ésea. Actualmente
la PTH 1-84 y su fragmento aminoterminal (N-terminal) PTH 1-34 (teriparatide)
han sido aprobadas en Europa para su uso en el tratamiento de la osteoporosis

en los seres humanos®.

Hay dos areas principales de investigacién en relacion con PTH:

1) La prevencion de las fracturas.

2) El uso de la PTH para mejorar la calidad 6sea después de la

reparacion de la fractura.

Un elevado numero de estudios clinicos ha demostrado la eficacia de la
PTH en el tratamiento para la prevencion de fracturas en pacientes humanos
que tienen osteoporosis, y estos estudios han demostrado que dichos

beneficios se mantienen incluso tras el cese de tratamiento®" .
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1.- Hormona paratiroidea (PTH)

1.1.- Estructura

La hormona paratiroidea (PTH) es una proteina sintetizada por las
células principales de las glandulas paratiroideas, inicialmente como un
polipéptido de 110 aminoacidos denominado pre-proPTH, que es
posteriormente escindido para formar un péptido de 90 aminoacidos (pro-PTH).
Tras una segunda escision se forma la PTH, constituida por un polipéptido de
84 aminoacidos, que es almacenada y segregada por las glandulas
paratiroideas ante un estimulo de hipocalcemia. El estimulo para la liberacion
de la hormona es, sobre todo, el calcio iénico. Durante la hipercalcemia se
segrega la hormona inactiva (fragmento carboxi-terminal o C-terminal) mientras
que ante una hipocalcemia se libera mayoritariamente PTH intacta, con
supresion intracelular de las vias degradativas de esta hormona. En sangre
periférica la PTH intacta (cuya vida media es de 2.4 minutos) puede constituir
hasta el 30% de la PTH inmunorreactiva circulante, mientras que los
fragmentos C-terminal (menor del 30%) y N-terminal (menor del 5%) se

detectan en mucha menor proporcion®.

Se sabe que de los 84 aminoacidos que la configuran, los 34 primeros
constituyen el fragmento amino-terminal (N-terminal), considerado como la
fraccion bioldgicamente activa®®. De hecho, fragmentos de dicha hormona
nativa como son PTH (1-31), PTH (1-34), PTH (1-36) y PTH (1-38) tienen la
misma potencia y perfil farmacoldgico que la hormona completa PTH (1-84)
mientras que la PTH (1-30) es incapaz de aumentar la masa de hueso

esponjoso en ratas ovariectomizadas*®“®. Por el contrario, aquellos fragmentos
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que carecen de un extremo amino-terminal normal PTH (3-34), PTH (13-34),
PTH (8-84) si bien estimulan la PKC, no pueden activar la adenilciclasa para
provocar estimulo neoformador 6seo, aunque estudios recientes in vitro y en
animales sugieren que el fragmento C-terminal de la PTH puede actuar en

otros procesos relacionados con la resorcién y formacion 6sea®’.

10

N -terminus - Ser Val Ser Glu lle Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys Hs Leu Asn
Ser

Met
30 20
Glu

Phe Asn His Val Asp GIn Leu Lys Lys Arg Leu Trp Glu Val Arg
Val

Ala
40 50

Leu
Gly Aa Pro Lew Ala Pro Arg Asp Ala Gly Ser Gin Arg Pro Arg
Lys
Lys
70 60

Glu
. Ala Glu Gly Leu Ser Lys Glu Hs Ser G Val Leu Val Asn Asp
sp

Lys
80

Asp Val Asn  Val Leu Thr Lys Ala Lys Ser Gln -C-terminus

Figura 1. Estructura de la Hormona Paratiroidea de cadena completa (PTH 1-84)

1.2.- Perspectiva histoérica

En el afio 1925 Collip*® preparé un extracto de glandulas paratiroides y
demostré que restablece la calcemia en casos de tetania. Un ano después, Eli
Lilly fabrica para-Thor-Mone, un extracto de glandulas paratiroides para el
tratamiento de la hipocalcemia. Albright y Ellsworth*® usaron por primera vez

este extracto en 1929 para tratar el hipoparatiroidismo idiopatico.
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En 1929 Bauer, Aub y el propio Albright®®, describen que un extracto de
paratiroides aumenta el numero de trabéculas 6seas en ratas en crecimiento,
describiendo por vez primera su accién osteo-anabolizante. En 1932 Selye®
comprobé cémo la inyeccion diaria de pequefas dosis de extracto de
paratiroides estimula los osteoblastos y la formacion 6sea en ratas. En los
animales tratados el hueso se volvia macroscépicamente mas denso que en el
grupo control. Sin embargo, cuando la hormona era suministrada en grandes

dosis, se producia una resorcién osea.

En 1967 Arnauld® demostré que extractos purificados de las glandulas
paratiroideas tienen accién directa sobre el rifidn y el hueso asi como sobre el

tracto gastrointestinal y las glandulas mamarias lactantes.

Tras un periodo sin nuevos datos, probablemente porque a la PTH se le
atribuian solo los efectos deletéreos asociados al hiperparatiroidismo, en 1980
Reeve® lleva a cabo el primer ensayo clinico con PTH (1-34) sintética,
describiendo un aumento en el volumen trabecular del 70% sobre el valor
basal. Poco después, Podbesek® demostré que la inyeccién diaria de PTH (1-
34) sintética aumenta la formacion y resorcién 6seas, abriendo con ello la via

para los ensayos de desarrollo clinico de dicho farmaco®°.

1.3.- Mecanismo de accién de la PTH

Numerosos estudios clinicos y experimentales han demostrado que PTH

es el mayor regulador del metabolismo 6seo. La accidn fisiolégica fundamental
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de la PTH es el mantenimiento de la homeostasis del calcio, manteniendo casi

constantes las concentraciones de calcio ionizado a través de:
1) La resorcion de calcio por los tubulos renales.

2) Estimulando la absorcion de calcio a nivel intestinal por incremento de
la actividad de la 1a-hidroxilasa renal con produccion de 1-25 (OH),Ds vy por

ultimo,

3) Estimulando la resorcién 6sea®.

En situaciones clinicas en las que existe una elevada exposicion cronica
a la PTH, como en el hiperparatiroidismo primario clinico, caracterizado por un
exceso de PTH (que antafio se diagnosticaba con las formas clasicas de
osteitis fibrosa quistica, aunque en la actualidad se detectan en estadios
precoces asintomaticos) se produce una gran pérdida ésea. El patrén de
pérdida Osea inicial del hiperparatiroidismo es, sobre todo, cortical, mientras el
hueso trabecular tiende a conservarse®’. Esto puede conducir a la paradoja de
que una mujer postmenopausica con hiperparatiroidismo puede tener mas

masa 6sea lumbar que una mujer postmenopausica sana.

Se ha demostrado que la PTH tiene una accién dual anabdlica y
catabdlica. La PTH actua como agente anabdlico éseo cuando se administra

intermitentemente®®-%8

, con aumento predominante de los marcadores de
formacion 6sea. El aumento de la formacion 6sea se debe al aumento de la
diferenciacion y de la actividad de los osteoblastos, interviniendo Ila

estimulacion del factor transcripcional Runx2/Cbfa 1, la produccién de IGF-1y

19



INTRODUCCION

otros mediadores sehalados. Este aumento de la formacion ésea inducido por
la administracién intermitente tiene su correlacion en el aumento de la
superficie 6sea de formacion, en cada unidad de formacién, en cada unidad de
remodelado y de la frecuencia de activacion, aumentando las unidades activas.
Esto se traduce en un incremento del hueso trabecular y de las superficies

corticales.

Por el contrario, una exposicién continua a PTH produce un aumento
acoplado de ambos procesos de formacion y resorcion ésea, en la que domina
una tendencia a la pérdida 6sea en la mayoria de los casos debido a una
mayor activacion de la resorcidon osteoclastica del hueso con respecto a la

funcion de los osteoblastos®’:®

, por lo que se producira, en una exposicion
continua, un aumento de la resorcion 6sea. Durante el predominio de este
efecto catabdlico (infusion continua) hay, sobre todo, un aumento de la
resorcion 0sea por estimulacion de la actividad de los osteoclastos y de la
osteoclastogénesis. Dado que los osteoclastos no tienen receptores para la
PTH, este efecto parece mediado por la expresion aumentada de RANKL y
posiblemente también por disminucion de la OPG por el osteoblasto. La
activacién del osteoclasto por el RANKL seria en ultimo término responsable de

la resorcion aumentada y de la hipercalcemia tipica de la administraciéon

continua.

Recientemente, se intenta también explicar que aunque ambas
administraciones, intermitente (una vez al dia), y continua aumentan la tasa de
recambio éseo, los efectos anabdlicos y catabdlicos respectivos, estarian en

relacién con el tiempo durante el cual la concentracion de PTH se mantuviera
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elevada. La exposicion prolongada a PTH causaria una desensibilizacion del
sistema adenilciclasa y de la via PKC, con una regulacion a la baja, que seria
dosis dependiente. En los tratamientos anabdlicos (infusién intermitente) en los
cuales la concentracion de PTH se normaliza en horas, habria mayor tiempo
para recuperacion celular antes de la proxima dosis; en cambio, en la
administracion continua esto estaria notablemente reducido y no habria
posibilidad de generar una respuesta a nivel celular de osteogénesis.

Sin embargo el mecanismo celular responsable de las accidon anabdlica

del tratamiento intermitente con PTH no se conoce por completo®®68:°,

Diferentes estudios experimentales se han utilizado para evaluar los
efectos anabdlicos de la PTH en el hueso: marcadores en sangre de formacién
y reabsorcion 6sea, medidas de densidad dsea, analisis histomorfométrico de
la arquitectura ésea, ensayos mecanicos de material 6seo (resistencia y

rigidez)’®"®.

La PTH puede actuar a través de distintos mecanismos. Como la PTH se
une a mas de un receptor es posible que sean diferentes receptores los que
medien las respuestas anabdlicas y catabdlicas®. Los osteoblastos, las células
Oseas de revestimiento y las células del estroma de la médula ésea que
pueden diferenciarse a células osteoblasticas, tienen receptores para PTH.
Estudios recientes de Watson’ indican que la PTH y su péptido relacionado
(PTHrP) en el hueso (y en otros tejidos) tienen una localizacion nuclear bien
documentada. Este receptor PTHrP interactua con el ARN, regulando la funcién
celular. Este mismo autor demostré que dicho receptor puede localizarse en le

nucleo de células del higado, rifidn, intestino, utero y ovario de la rata.
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La PTH se une a su Receptor Hormonal 1 en las células osteoblasticas

para regular el remodelado 6seo y la homeostasis del calcio”.

PTH vy requlacién y diferenciacion del osteoblasto

El osteoblasto y sus células progenitoras son células diana de la
PTH®"". Se piensa que la PTH tiene los siguientes efectos sobre el

osteoblasto:

1. Estimulacion de la proliferacion de los precursores tempranos de los
osteoblastos (células osteoprogenitoras) hacia la transformacion
irreversible en pro-osteoblastos y osteoblastos, a través de factores
de crecimiento cuya expresion modula la PTH.

2. Aparicion de osteoblastos maduros con ciclo celular quiescente.

3. Transformacion de las células de revestimiento é6seas y de los
osteocitos en osteoblastos activos’®%°.

4. Aumento de la vida media de los osteoblastos por disminucion de la
apoptosis (muerte celular programada).

5. La PTH regula primordialmente la expresién génica en los

osteoblastos, estimulando la sintesis de proteinas implicadas en la

formacién y resorcion 6sea.

La extirpe celular de los osteoblastos se origina a partir de las células
pluripotenciales del estroma de la médula 6sea. Estas células pueden

evolucionar hacia la formacién de adipoblastos, condroblastos, fibroblastos y
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mioblastos, o bien hacia osteoblastos. En la diferenciacion hasta el osteoblasto
maduro, es necesario el estimulo del factor transcripcional Cbfa1 (core binding
factor 1) también llamado Runx2, cuya expresion es inducida en estas células

por la PTH?'.

Las células pluripotenciales, pueden expresar la denominada proteina Id-1
(inhibitor of differentation-1) estimulada por proteinas morfogénicas oéseas
(BMP-2), que son capaces a su vez de neutralizar otra proteinas (TWIST y
Dermo-1) inhibidores de la proliferacion y de la maduracion a osteoblastos
facilitada por el factor de transcripcion Cbfa-1/ Runx-2 ya mencionado®®. En
el control y diferenciacion de los osteoblastos, el Cbfa-1 tiene un papel
principal, aunque también intervienen otros factores transcripcionales como el

C-FOS y otros como el AP-1 (activador de proteinas)®*%°.

La PTH actua principalmente incrementando el numero y funcion de
osteoblastos activos, lo que ocurre mediante el reclutamiento de células
proliferativas en vias de proliferacion de osteoblastos y estimulando Ila
diferenciacién de células quiescentes de la superficie 6sea. No obstante, el
aumento precoz del numero y tamarfo de las superficies de formacion ésea es
mas compatible con una accién estimulante de la diferenciacion de
osteoprogenitores de los osteoblastos, que con un estimulo precoz de la

proliferacion.

La PTH(1-34) actua también aumentando la vida media de los osteoblastos
maduros, habiéndose sefalado que reduce la apoptosis de estas células del

1,7-2,2% a un 0,1-0,4%%".
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La diferente administracion de PTH induce la aparicion de pulsos de AMP
ciclico como respuesta a la estimulacion de la adenilciclasa. El esquema
tedrico de Qin®® del curso evolutivo de los niveles de PTH 1-34, PTH1R activa y
AMP ciclico, durante y después de la administracién intermitente o continua de
PTH 1-34, es explicativa de la secuencia de los mecanismos actuantes. En
dicho esquema la administracion intermitente de PTH 1-34 ocasiona picos
mayores repetidos que la infusion continua. La infusién continua provoca
niveles bajos persistentemente continuos de PTH1R biolégicamente activa
frente a su periddica recuperacion tras la administracién intermitente, en
relacion al efecto de regulacion a la baja que ejerce esta ultima. Por ultimo, la
aparicion de AMP ciclico se caracteriza por picos durante la administraciéon
intermitente y por pico seguido de niveles bajos continuos tras la administracién
de forma continua. Estos picos son capaces de provocar la expresion y
secrecion de factores involucrados en la proliferacién y diferenciacién de los
osteoprogenitores, la acumulacion de osteoblastos en superficies 6seas y el
aumento de su vida media. Es el AMP ciclico el responsable de iniciar este
proceso osteoformador y de estimular a estas células a producir sustancias que
activan y llevan a la osteogénesis. Entre las mas estudiadas esta la IGF-1
segregada por los osteoblastos ante el estimulo de PTH, que tiene un papel
auto y paracrino de estimulacién de la proliferacion de estas células y de los
progenitores con y sin PTH R1%°.

Durante la infusion continua de PTH, el efecto de estimulacién de la IGF
seria sobrepasado por un mayor incremento de IGFBPs, que limitaria
sensiblemente su biodisponibilidad a nivel celular 6seo®. Todo lo contrario de

lo que ocurre durante su administracion intermitente.
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Otro factor implicado en la mediacién extracelular de los efectos de PTH es
TGFB cuya produccion es también estimulada por esta hormona y cuya accién
se ejerce preferentemente sobre la expresion de la osteoprotegerina (OPG)®
ademas de potenciar los efectos de IGF1 y FGF-2 (fibrobast growth factor)
sobre la proliferacion de los osteoprogenitores de los osteoblastos®".

La PTH actua estimulando la sintesis de proteinas por los osteoblastos, que
a su vez aumentan la actividad de los osteoclastos, liberando calcio de las
superficies Oseas. El sistema OPG/RANKL (factor ligando estimulador del
receptor RANK) interviene en esta interaccion, en la que las células del
estroma y de la estirpe osteoblastica, regulan la diferenciacion de los
osteoclastos®®®®. Entre las proteinas que produce el osteoblasto por estimulo
de PTH destacan RANKL, pero también IGF-1 e interleukina 6 (IL-6).

Cuando la proteina RANKL predomina en su union al receptor RANK
(receptor miembro de la super familia TNF) localizado en la superficie del
osteoclasto, se produce una diferenciacion de los progenitores de los
osteoclastos a células maduras. Este efecto es estimulado por la infusién
continua de PTH, mientras que actuaria también, disminuyendo la produccién
de OPG, que es un inhibidor principal de la diferenciacion, formacién y funcién
de los osteoclastos™. La respuesta osteoclastogénica de la PTH durante la
infusion continua aumenta las concentraciones de RANKL, mientras que
disminuye la OPG (que inhibe la estimulacion del receptor RANK por el
RANKL), incrementando el numero de osteoclastos activos. En cambio, durante
la administracion intermitente, este efecto seria transitorio o no tendria lugar,

siendo mas importante la respuesta osteoblastica formadora de hueso.
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Ademas, en la infusidbn continua de PTH podria haber una mayor
degradacion del producto del gen Cbfa1. Por ultimo, la infusidon continua de
PTH estimularia a los osteoblastos a la produccién intensa de IGFBPs,

reduciendo la fraccion libre “activa” de IGF1%°.

PTH vy sistema RANK-L

La PTH mantiene la homeostasis del calcio en parte estimulando la
osteoclastogénesis, para liberar calcio del tejido 6seo al medio extracelular.
Este efecto lo realiza de forma indirecta, ya que los receptores de la PTH se
encuentran en las células estromales/osteoblasticas. Estas células estimulan la
formacion de osteoclastos a través de la expresion de ligando del receptor
activador NFkB (RANKL) y del factor estimulador de colonias de macréfagos
(M-CSF).

La PTH ejerce sus acciones preferentes, directas sobre el hueso y rifion
e indirectas sobre el intestino. Para ello se liga a receptores especificos en la
superficie de las células diana éseas y renales, ocasionando la liberacién de
segundos mensajeros citoplasmaticos que ponen en marcha la respuesta
hormonal biologica. En las células 6seas, la accién de PTH se ejerce a través
de los osteoblastos, unicas células en las que se han detectado receptores
para esta hormona (PTHR1)®. Este PTHR1 localizado en la membrana
plasmatica de los tejidos diana, es un receptor que se caracteriza por presentar
7 dominios transmembrana y ligar con similar afinidad PTH y PTHrp. EI PTHR1
tiene una porcién extracelular (amino-terminal), otra intracelular (carboxi-

terminal) y 7 dominios transmembrana (alfa hélices), que dispuestos a modo de
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barriles en torno a un cilindro, se encuentran conectados por asas extra e
intracelulares, estando el centro y el interior de este cilindro polarizado.

Para esta union de la PTH a su receptor se requieren los primeros 34
aminoacidos. La funcion del extremo carboxilo no es bien conocida.
Recientemente se ha localizado el gen que codifica el PTHR1 en el locus 3p22-
p21.1 del cromosoma tres®’.

Se ha postulado que la interaccion PTH-PTHR1 puede ser descrita como
un modelo dinamico con “dos sitios”®. En este modelo la porcién carboxi-
terminal de la PTH interacciona con el dominio amino-terminal del receptor en
primer lugar y el extremo amino-terminal de la PTH se une a la zona o dominio
J del receptor PTHR1%. Se produce entonces el acoplamiento de la hormona,
el receptor y la proteina G, aumentando la afinidad en el dominio J,
posiblemente con cierre de la conformacién del receptor dando lugar a cambios
conformacionales y a su activacion. Esto sugiere por tanto, que en el estado de
no acoplado, el receptor PTHR1 tendria una conformacién “abierta”:

La unién de la hormona con este receptor (PTHR1) en los osteoblastos
ocasiona cambios conformacionales en su molécula y una respuesta en la que
estan involucradas las subunidades de los nucleétidos por distintas vias: 1)
Activacién del sistema adenilciclasa con génesis de AMP ciclico y, 2)
Activacion de fosfolipasa/PKC.

Tanto la PTH intacta 1-84 como el fragmento PTH 1-34 actuan a través
del extremo amino-terminal de la molécula, estando la secuencia responsable
de la activacion de la subunidad Gs, situada en los 13 primeros residuos de la
PTH. Analogos con secuencias mas distales a la 1-34 no activan la via del

AMP ciclico y si la via de la CKC.
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El segundo mecanismo también implicado en el efecto de la PTH, seria
la estimulacion de la fosfolipasa C.

Aunque no se puede descartar que la activacion de ambas vias sea
importante para la adecuada respuesta, la importancia del primer mecanismo
como mediador de la accién biolégica de la PTH ademas de los estudios in
vitro, es patente en la clinica, en donde los pacientes afectos de
pseudohipoparatiroidismo tipo | no son capaces de generar AMP ciclico,

mostrando clara resistencia a la infusidon de esta hormona.

In vitro, la exposicion a PTH (1-34) de células procedentes de médula
Osea de ratas y osteoblastos produce un aumento en la expresién de mRNA de
RANKL, al tiempo que disminuye la expresion de mRNA de OPG". Estos
cambios preceden en varias horas al aumento en la formacién de células de
aspecto osteoclastico. Resultados similares han sido descritos por otros
autores'®®'! y también utilizando PTH (1-38)"%.

Recientemente se ha podido estudiar in vivo la diferente expresion de
genes inducida por distintas pautas de administracion de PTH 1-34
(intermitente/anabdlica versus continua/catabdlica) en ratas. Mediante
tecnologia de microarrays de DNA es posible estudiar el nivel de expresion de
miles de genes de forma simultdnea en un mismo experimento. Esta técnica
permite confirmar que PTH 1-34 regula de forma diferencial un gran numero de
genes (mas de 1000) en ambos regimenes de tratamiento. En el caso del gen
RANKL aumenta con ambas pautas de tratamiento pero de forma diferente: la
administracion intermitente produce una estimulacion marcada y ciclica, que va

aumentando en inyecciones sucesivas; la infusion continua produce un
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incremento mas moderado pero sostenido. La pauta intermitente también
aumenta la OPG pero de forma retrasada al aumento de RANKL, lo que resulta
en un aumento transitorio del cociente RANKL/OPG. El aumento transitorio de
la actividad osteoclastica seguida de un aumento de OPG que suprime esta
actividad osteoclastica podria ser de gran importancia para lograr el efecto
anabdlico. De forma similar, la PTH (1-34) intermitente se acompafna de una
regulacion positiva pero transitoria de otros genes asociados con la resorcion
O0sea, como interleukina-6, CXCL1 y MCP-1, mientras que el régimen
catabdlico produce un grado mucho menor de expresion de estos genes, pero
de forma sostenida'®.

Los estudios clinicos con PTH (1-34) parecen confirmar los hallazgos
anteriores. Buxton'® determiné los cambios en los niveles séricos de RANKL
soluble (RANKLs), interleukina-6 (IL-6) y receptor soluble de IL-6 (IL-6sR) en
mujeres postmenopausicas con osteoporosis inducida por glucocorticoides y
tratadas con 40 ug/dia de PTH (1-34) durante 12 meses junto a terapia
hormonal sustitutiva. Los niveles de RANKLs aumentaron de forma rapida y
significativa, con un incremento detectable en el primer mes y un pico a los 3
meses de mas de 250% respecto a los niveles basales previos, permaneciendo
significativamente elevados durante todo el tiempo de tratamiento. Los niveles
séricos de OPG se mantuvieron levemente suprimidos a partir de los 6 meses
de tratamiento. Los niveles de IL-6 también aumentaron precozmente un 130%
respecto a los valores basales, y los de IL-6sR mas modestamente en el primer
mes. Todas estas modificaciones en los niveles de factores de origen
osteoblastico fueron mas precoces y mas pronunciados que el incremento de

un marcador de actividad osteoclastica, como los niveles de D-Pyr urinaria.
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La descripcion inicial de disminucion de la masa y aumento de la

porosidad cortical, y el incremento del hueso trabecular durante Ia

4% no ha sido confirmada en recientes

administracién intermitente de PTH 1-3
estudios que sefalan que PTH aumenta el hueso cortical a través de aumentar
la aposicién endocortical ademas de incrementar la resistencia d6sea a

fracturas'?6-198 .

1.4.- Efectos de la PTH en la densidad mineral 6ésea vy en la reduccion de

incidencia de fracturas.

El reciente desarrollo de agentes formadores de hueso ha supuesto una
nueva opcion para la prevenciéon de fracturas osteoporoéticas. La administracion
intermitente de la hormona paratiroidea de cadena completa PTH 1-84 asi
como de su fraccion PTH 1-34 reduce el riesgo de fracturas vertebrales y no
vertebrales en mujeres osteoporoticas postmenopausicas y mejora la densidad
mineral 6sea.

Dos son los principales estudios clinicos que analizan los efectos de la
administracién de hormona paratiroidea.

Neer y cols.?" utilizando la PTH (1-34) sobre un total de 1637 pacientes
mujeres, con una edad media de 70 afos que habian sufrido al menos una
fractura vertebral osteoporética, a dosis de 20 6 40 ug frente a placebo,
determind un riesgo relativo de fractura vertebral a dichas dosis de 35% y 31%
respectivamente, frente a placebo. El riesgo relativo de fractura no vertebral
osteoporédtica fue del 47% y 46% respectivamente frente a placebo. Este

estudio nos permite conocer que el NNT (numero necesario de tratamientos
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para evitar un evento clinico, en este caso una fractura) fue de 12 y 10
respectivamente para evitar una fractura vertebral y de 34 para evitar una
fractura no vertebral con ambas dosis.

Greenspan y cols.'®

, utilizando la molécula completa de la hormona
paratiroidea PTH (1-84) a dosis de 100 ug al dia versus placebo estudio el
efecto en 2532 mujeres postmenopausicas con una edad media de 65 afios,
con osteoporosis definida por una densidad mineral baja en cadera o raquis
lumbar. El riesgo relativo de padecer una fractura vertebral fue del 42% frente a
placebo. No existieron diferencias significativas en la prevencién de fracturas
no vertebrales con respecto a placebo. EI NNT fue de 51 para evitar una
fractura vertebral.

Respecto a la densidad mineral 6sea, Neer?' comparando las dosis de 20 y 40
pg de PTH (1-34) encontrd un incremento en la densidad mineral de 9% y 13%
en columna, con respecto a placebo. En cuello femoral del 3% y 6%
respectivamente; en la diafisis radial se observé una disminucién del 2% a
dosis de 40 ug, sin existir diferencias significativas a dosis de 20 pg. Constaté
asi mismo un incremento del 2% y 4% en la densidad mineral de todo el cuerpo
con respecto a placebo.

Greenspan, a dosis de 100 ug de PTH (1-84) encontré un aumento de la
densidad mineral 6sea del 6,9% en la columna, 2,1% en cadera, una
disminucién en antebrazo de 3,4% y un ligero aumento no significativo de
0,67% en esqueleto total.

La magnitud de dichos cambios sugiere que existe un incremento
sustancial en la formacion ésea, pero los mecanismos mediante los que se

consigue no son totalmente conocidos.
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Este incremento puede ocurrir mediante una formaciéon basada en el
remodelado o bien en el modelado 6seo.

El remodelado es el proceso resultante de la coordinacién de resorcion y

formacion del tejido éseo. Ocurre a nivel microscopico en las unidades basicas
multicelulares formadas por osteoclastos y osteoblastos. Senales no del todo
conocidas atraen a los osteoclastos (células multinucleadas encargadas de la
resorcidon) para formar la unidad de remodelado 6seo. Cuando la resorcion por
parte de los osteoclastos en dicha unidad se ha completado (un proceso que
puede durar 3 a 5 semanas), la superficie resorbida atrae a los osteoblastos
(células mononucleares formadoras de hueso) que ocupan la unidad basica
multicelular con una nueva matriz. La accion de los osteoblastos y el
completado de la secuencia de remodelado con la mineralizacion de la matriz
puede durar de 3 a 5 meses.

Los osteoclastos derivan de la fusion de monocitos procedentes de las
Unidades Formadoras de Colonias granulocito-macrofago; los osteoblastos
derivan de las células pluripotenciales del estroma de la médula 6sea. Los
osteocitos son osteoblastos que han quedado inmersos en la matriz 6sea
calcificada. Con sus procesos citoplasmaticos forman una gran red
intercomunicada que ayudan a mantener las propiedades del hueso. Los
osteocitos, que actuan como mecanoreceptores, identifican los lugares para el
remodelado cuando detectan deformaciones mecanicas por encima o por
debajo de un umbral que suponen la necesidad de una adaptacion 6sea que
permita restablecer el nivel de deformacién fisioldgico inicial'’®. En este

sentido, los osteocitos son una ayuda para el remodelado 6seo’"".
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En adultos, el remodelado 6seo es el mecanismo de renovacién osea y
de reparacion de microfracturas.

El balance 6seo negativo que ocurre en la mayoria de mujeres
postmenopausicas es debido a que la resorcion supera a la formacion ésea por
un aumento del numero o de la actividad de los osteoclastos, una disminucion
del numero o actividad de los osteoblastos o una combinacion de ambos
mecanismos.

El modelado 6seo (en contraste al remodelado) es un proceso en el que
puede cambiar la forma y tamafo del hueso. Es conducido por fuerzas
mecanicas y se observa predominantemente en el esqueleto en desarrollo.
Osteoblastos y osteoclastos son los componentes celulares claves, pero no
estdn asociados entre si como ocurre en el remodelado 6seo, es decir, se
produce una formacidén 6sea sin que antes hayan actuado los osteoclastos
resorbiendo hueso. EI modelado 6seo en el esqueleto humano adulto no
ocurre habitualmente en condiciones fisiolégicas. Los mecanismos moleculares
que inician el modelado 6seo no son conocidos, pero en ellos juegan un papel
esencial los farmacos anabdlicos utilizados en el tratamiento de la osteoporosis
como la PTH.

La distincion entre la formacion de hueso por modelado y por
remodelado no es sencilla, puesto que el modelado se puede producir en las
superficies que estan experimentando remodelacién. Por otra parte, si hay
excedente de formacion 6sea mas alla de los margenes de las unidades de
remodelacion 6sea, la apariencia en los cortes histolégicos puede sugerir
modelado en lugar de remodelado’"?. A pesar de estas posibles dificultades,

dos enfoques se han adoptado para la identificacion de estos diferentes
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mecanismos de la formacién 6sea. El primero se basa en la evolucion temporal
del aumento de la tasa de formacién ésea tras la administracion de PTH,
asumiendo que si se evidencia un aumento de formacion anterior a la duracién
de la fase resortiva de remodelacién (es decir, aproximadamente 6 semanas),
puede inferirse razonablemente de que la formacion se debe a un modelado
6seo’'?"3 El segundo enfoque se basa en la apariencia de la superficie del
hueso por debajo del hueso recién formado. En el caso del remodelado éseo la
superficie es irregular como resultado de la reabsorcion ésea previa y, ademas,
la interrupcién de las fibras de colageno, que se observa bajo la luz polarizada,
indica que antes se ha producido la resorcion''*. Por el contrario, una superficie
lisa se observara por debajo del hueso neoformado por modelado vy las fibras
de colageno tendran wuna orientacidon similar a la del tejido 6seo
adyacente'™""®. Ninguno de estos métodos carece de problemas; en el caso
del primero, se podria argumentar que el proceso de remodelacién se acelera
por la PTH y por lo tanto la duracion de la fase de resorcion puede ser mas
corta de lo normal. En segundo lugar, mientras que la presencia de una
superficie dentada en la base de las unidades de remodelacion 6sea es un
signo fiable del proceso de remodelacién, puede ser mas dificil de identificar
superficies en las que el modelado éseo se ha producido y por lo tanto la
contribucion de este ultimo podria subestimarse. Por ultimo, la interrupcion de
las fibras de colageno puede ser un artefacto del corte histolégico y debe
confirmarse en secciones longitudinales'"’.

La evidencia de la presencia de la formacion de hueso por modelado
asociado con la administracion intermitente de PTH fue publicado por primera

vez por Hodsman y cols.” en mujeres posmenopausicas con osteoporosis que
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recibieron tratamiento con PTH (1-34) a dosis de 50 ug al dia, durante 28 dias
cada 3 meses, con o sin la calcitonina asociada. En las biopsias de hueso
obtenidos 28 dias después del inicio de tratamiento, las superficies doblemente
marcadas con tetraciclina y el porcentaje de superficie de formacion 6sea se
incrementd significativamente en comparacion con los controles, lo que sugiere
que la formacion de hueso habia ocurrido durante esta primera fase en la
superficie 6sea en reposo''. Posteriormente, Dempster'’® demostré la
presencia de la formacién 6sea por modelado, utilizando el criterio de una linea
cemento liso, sobre superficies de hueso esponjoso y endocortical tras 28 dias
del inicio de teriparatida en mujeres postmenopausicas con osteoporosis.
Utilizando la técnica de marcaje cuadruple de tetraciclina, estudiando a corto
plazo (4 semanas) el tratamiento de los cambios inducidos en una sola biopsia

2 observd una combinacion de la formacion dsea basada en

dsea, Lindsay"
modelado y remodelado, predominando esta ultima con un porcentaje de
formacion del 70% y 78% en hueso trabecular endocortical, respectivamente.
Debido a que el perimetro de erosion no fue mayor en mujeres tratadas con la
hormona paratiroidea que en una poblacién control, lo cual sugeria que no se
estaban creando nuevos sitios de remodelacion, concluyé que la mayoria de la
formacion de hueso nuevo en los primeros periodos de tratamiento se produjo
en los sitios que ya estaban sometidos a remodelacion ésea cuando se inicio el
tratamiento. Ademas, hipotetizé que la formacién de hueso mas alla de los
limites de la cavidad reabsorbida representaria una parte sustancial del hueso
formado por modelado.

Esta posibilidad de "desbordamiento”, afiade mayor complejidad a la

distincién entre la formacion de modelado y remodelado ya que puede ocurrir
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como consecuencia de la reduccion de apoptosis de los osteoblastos que ya
estan participando en el proceso de remodelacion o como resultado de la
activacion de las células de revestimiento en las proximidades de la unidad de
remodelacion, esto ultimo quizas estando preferentemente situado en los sitios
adyacentes a las unidades de remodelacién como resultado de la citoquinas o
factores locales de crecimiento. La formacion basada en el modelado puede
ocurrir como resultado de la activacion directa por parte de la PTH las células
de revestimiento para formar osteoblastos activos®’; la observacién que el
tratamiento cronico con alendronato frena la respuesta anabdlica de la PTH es
compatible con esta hipotesis ya que la exposicion crénica al bifosfonato puede
ser necesaria para reducir prenilacion proteica en los osteoblastos y por lo
tanto disminuir su funcion'®. Estos datos indican que al menos en las primeras
etapas de la terapia intermitente de PTH, la formacién 6sea basada en el
modelado ocurre en hueso esponjoso y endocortical, probablemente en
muchos casos aunque no exclusivamente como una extensiéon de la formacion
del hueso basada en la remodelacién, mas alla de los margenes originales de
la cavidad de resorcion. En el primer mes de tratamiento, el modelado
contribuye hasta en un tercio de la formacion 6sea, pero con periodos de
tratamiento mas prolongados puede llegar a ser menos prominente. Asi, en un
comparacién de las biopsias de mujeres posmenopausicas tratadas durante un
periodo medio de 19 meses con 20 6 40 ug al dia de teriparatida, Ma y cols.""”
sefalaron que el modelado suponia solo el 2,8% y 7,7% respectivamente de la
formacion en el hueso esponjoso.

Se desconoce por el momento si la tasa de remodelado se incrementa o

no como consecuencia de la administracion de PTH. Debido a que las
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mediciones de la frecuencia de activacion estdn basadas en la formacion vy
parten del supuesto de que la formacion sigue a la resorcion, son poco fiables
en la presencia de la formacion 6sea basada en el modelado. La falta de
cualquier aumento en perimetro erosionado después de un mes de tratamiento

en el estudio de Lindsay y cols'"

y después de 6 y 18 meses de tratamiento
cuando en comparacion con ALN en el estudio de Arlot y cols.'®! sugiere que la
tasa de remodelaciéon no se incrementa. A la inversa Hodsman y cols.'
reportaron un aumento significativo de la erosion de superficie a los 28 dias y 2
afios después del inicio del tratamiento, mientras Dempster y cols.”
demostraron una reduccién significativa en la superficie endocortical después
de 18-36 meses de tratamiento. No obstante, las mediciones de la superficie
erosionada estan sujetas a grandes variaciones de medida y, ademas, se
veran influidas si hay cambios en la duracion del periodo de inversién. Sin
embargo, el aumento de los marcadores bioquimicos de reabsorcion 6sea tras
tratamiento con PTH apoyaria la hipétesis de un aumento de la tasa de
remodelacion. Esto se produce tras el aumento de la formacion de hueso y
alcanza un maximo entre 6 y 12 meses'??, en consonancia con otros elementos
que prueban que la formacion basada en el modelado es maxima poco
después de iniciar el tratamiento y que la contribucion relativa de la formacién
basada en la remodelacion ésea aumenta posteriormente.

De las pruebas disponibles, por lo tanto, se pueden proponer tres
mecanismos por los cuales PTH incrementa la masa O6sea, aunque su
contribucion relativa en los diferentes momentos del tratamiento debe ser

establecida. En primer lugar, el modelado verdadero, en que el nuevo hueso se

forma en las superficie dseas en reposo independiente de actividad actual de
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remodelacion, en segundo lugar una mezcla de remodelado y modelado en el
que se produce un llenado excesivo de las unidades de remodelacion con la
extension de la formacion 6sea mas alla de los margenes de las cavidades de
reabsorcion; y en tercer lugar, un aumento de la tasa de remodelacién asociado

con un saldo positivo de remodelacion.

Efectos de la PTH en la microarquitectura del hueso esponjoso

Mientras que los agentes antirresortivos mantienen la estructura

preexistente'?*124

, los agentes anabdlicos tienen el potencial para alterar dicha
estructura. El estudio de los efectos de la PTH a partir de las mediciones en la
conectividad y la forma trabecular aporta algunas pruebas de que dicha
alteracion se puede producir. Asi, la densidad de conectividad de las trabéculas
O0seas en hombres y mujeres con osteoporosis tratados con PTH (1-34)

aumento después de 3 afos de tratamiento"®

, Y en mujeres con osteoporosis
que recibieron tratamiento durante una media de 19 meses'® la densidad de
conectividad fue significativamente mayor en las mujeres tratadas con la
hormona paratiroidea que en aquellos que recibieron placebo.

Aunque el aumento de la densidad de conectividad puede reflejar la
perforacion trabecular o la construccién de tuneles dentro de las trabéculas en
vez de la restauracion de la estructura, también hubo una significativa mejora
en el indice de modelo estructural, un indicador de la proporcién de barras y
placas, coincidiendo con una tendencia hacia la reversion de los cambios
relacionados con la edad en el hueso. Curiosamente, los aumentos en el grosor
trabecular han sido pequefos y no han logrado alcanzar significacion

estadistica’'?117119.121.12%. oj esto refleja un aumento en nimero trabecular o
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quizas un engrosamiento estratégico en la topografia de algunas trabéculas y
adelgazamiento de las demas es incierto. Por ultimo, aunque algunos estudios
han demostrado un aumento de la superficie del hueso esponjoso y del

125127 este hallazgo no ha sido universal’'®'®'"® La razén de la

volumen
aparente discrepancia entre estos resultados y el gran aumento observado en
la densidad mineral ésea vertebral sigue siendo desconocido, pero las posibles
explicaciones estarian relacionadas con las diferencias segun la localizacién en

la respuesta a la PTH y la gran variabilidad en el medicion del volumen 6seo

de cresta iliaca, tanto por muestreo como por la variabilidad de las medidas'?®.

Efectos de la PTH en el hueso cortical

Los minimos aumentos e incluso la disminucion en la densidad mineral

O0sea en los sitios que contienen una gran proporcidon de hueso cortical
contrastan fuertemente con los grandes aumentos observados en su mayor
. . . 21,69,129

parte en localizaciones con hueso esponjoso como la columna vertebral .
Esto llevd inicialmente a la creencia de que los aumentos en la masa ésea

trabecular podrian ocurrir a expensas de hueso cortical'?**

, pero posteriores
estudios indicaron que al menos en algunos sitios del esqueleto, se producen
cambios beneficiosos en la arquitectura del hueso cortical y una reduccion de
las fracturas no vertebrales en mujeres posmenopausicas con osteoporosis®'¢.
Sin embargo, los efectos de la PTH en la masa y arquitectura del hueso cortical
siguen estando mal definidos.

La interpretacion de los cambios en la densidad mineral dsea en sitios

corticales es compleja porque se ven afectados no solo por alteraciones en la

densidad volumétrica, sino también en grosor cortical, porosidad cortical y
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tamano de los huesos, que tienen efectos independientes y diferentes sobre la
resistencia 6sea. En el hueso de cresta iliaca un aumento del grosor cortical ha
sido un hallazgo consistente, pero no se ha demostrado un aumento

significativo de la porosidad cortical''®'"%'%,

Por lo menos una parte del
incremento en el grosor cortical en esta localizacion puede ser explicada por el
aumento en la formacion de hueso enddstico y también hay cierta evidencia de
formacion de hueso nuevo en la superficie peridstica’'.

En un estudio transversal, los indices de estructura cortical y fuerza en el
extremo distal del radio fueron evaluados por tomografia computarizada
cuantitativa periférica (pQCT) en mujeres postmenopausicas osteoporoticas
que habian sido asignadas al azar a un tratamiento con placebo o con PTH (1-
34) a dosis de 20 6 40 ug / dia™°. En los grupos de tratamiento el area total y
cortical, el contenido mineral 6seo y la circunferencia periostica fueron
significativamente mas altos que en el grupo placebo con mayores polares de
inercia. Si bien estos datos son consistentes con los efectos beneficiosos de la
PTH intermitente en esta localizacion, el disefio transversal del estudio limita
las conclusiones que se pueden sacar.

En el cuello femoral, las mediciones volumétricas de la densidad mineral
Osea indican un aumento en el volumen cortical en el cuello del fémur, aunque
el area de densidad mineral 6sea no cambid y la densidad mineral volumétrica
disminuyé ligeramente después de un afio de tratamiento con PTH (1-84)"".
En conjunto, estos datos son coherentes con un aumento en el grosor cortical
asociado con aumento de la porosidad cortical. Aunque el aumento de la

porosidad cortical afecta negativamente a la resistencia 6sea, los efectos

beneficiosos de un incremento asociado en el grosor cortical puede anular este
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efecto®®, sobre todo si el aumento de la porosidad se produce
predominantemente en la zona endocortical en lugar de en el hueso
periéstico'*"*®. Ademas, el hallazgo en el estudio mas largo realizado en
hombres'* de que el area de densidad mineral 6sea en el fémur proximal
aumentdé durante el segundo afio de tratamiento con PTH puede indicar que el
incremento de la remodelacién intracortical es un fenémeno precoz y
transitorio. Utilizando el analisis de la estructura de la cadera, se constaté un
aumento del area de seccion transversal del cuello del fémur en mujeres
tratadas con teriparatida con efectos beneficiosos sobre los parametros
biomecanicos'®. Debe tenerse en cuenta que el area de la seccién transversal
es una medida de la superficie 6sea en la seccion transversal, no del tamafo
del hueso, de hecho, en este estudio se encontraron reducciones significativas
en el diametro peridstico en mujeres tratadas con teriparatida en comparacién
con el grupo placebo. Por otra parte, las hipotesis inherentes a esta
metodologia de nuevo limitan la fuerza de las conclusiones que se pueden
elaborar'®.

En general, por lo tanto, la evidencia actual indica que la PTH produce
un aumento en el grosor cortical, al menos en algunos sitios del esqueleto. Este
cambio inicialmente puede ir acompafnado de un aumento de la porosidad
cortical. La mayor formacion ésea endocortical contribuye al aumento en el
grosor cortical, pero se desconoce si ocurren cambios similares en el periostio.
Los cambios en la cortical ésea son especificos de la localizacion y, en
particular, pueden estar influenciados por las variaciones de carga en
diferentes sitios. Asi, el principal efecto negativo de la densidad mineral 6sea

en el radio distal y los cambios positivos en el fémur proximal seria explicable
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con los efectos sinérgicos de carga mecanica y la PTH publicados en modelos

animales'®" %8,

Efectos de la PTH en la matriz 6sea proteica y sobre la mineralizacion

Aspectos como la composicion y la estructura del hueso, distintos de la
masa 0sea y su arquitectura pueden afectar a la resistencia 6sea incluyendo la
mineralizacidon de la matriz y la union transversal de las fibras de colageno. Los
diferentes farmacos utilizados para tratamiento de la osteoporosis modifican de
forma diferente estas propiedades. Asi, el grado de mineralizacién y la
distribucion de los enlaces cruzados de las fibras de colageno estan
estrechamente relacionados con el recambio 6seo, produciéndose un aumento
tanto en la homogeneidad como en el grado de mineralizacién de los huesos

de los individuos tratados con bifosfonatos'3* 139140

. Mediante microscopio de
barrido electrénico y de barrido con rayos X de bajo angulo en biopsias de
cresta iliaca de mujeres antes y después del tratamiento con PTH (1-34), Misof
y cols.™! demostraron una tendencia a una menor densidad de mineralizacion
y una mayor heterogeneidad, en consonancia con la formacion de hueso
nuevo, aunque sin cambios significativos en el colageno ni en la estructura
mineral.

Paschalis y cols.™?

estudiaron a 38 mujeres posmenopausicas con
osteoporosis que recibieron al azar placebo o teriparatida, con microscopia de
transformacion de infrarrojos de Fourier para determinar la mineralizacion de la
matriz, la madurez de los cristales minerales y la proporcion de enlaces

cruzados divalentes en el hueso de cresta iliaca. Se observaron efectos

significativos del tratamiento en hueso esponjoso, enddstico y peridstico, con
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una menor mineralizacion de la matriz y madurez de los cristales (de menor
tamafio) y una tendencia hacia una mayor numero de enlaces cruzados
divalentes de colageno en las mujeres que habian sido tratados con
teriparatida. Si bien las consecuencias biomecanicas de estos cambios son
actualmente poco claras, parece que indican un cambio hacia un perfil mas
joven del hueso y puede por tanto, contribuir al aumento de la resistencia ésea

y reducir riesgo de fracturas asociadas con la terapia de hormona paratiroidea.

Implicaciones clinicas del efecto anabdlico de la PTH

Las marcadas diferencias en el mecanismo de accion entre farmacos
antirresortivos y PTH tienen potenciales, aunque todavia no demostradas,
implicaciones terapéuticas. La capacidad de la PTH para estimular la
remodelacion 6sea y el modelado sugiere que podria ser el tratamiento de
eleccion en enfermedades con un bajo remodelado 6seo, por ejemplo en la
enfermedad 6sea asociada al tratamiento a largo plazo con glucocorticoides'?

1“4 Delmas'® informd

y en algunas formas de osteodistrofia rena
recientemente que PTH reducia el riesgo de fractura, independiente del
recambio 6seo, apoyando asi su eficacia en la osteoporosis con bajo recambio
0seo, pero se necesitan mas estudios para establecer si PTH es superior a los
farmacos antirresortivos en dichos pacientes. En segundo lugar, la evidencia de
mejora de la microarquitectura 6sea'’®'®, frente al mantenimiento de
ésta'®'% tras la administracién de PTH indica que puede ser mas eficaz que
los farmacos antirresortivos en individuos con grave osteoporosis en los que la

microarquitectura 6sea esté mas deteriorada. Es de esperar que los elevados

aumentos en la densidad mineral de la columna vertebral se traduzcan en una
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mayor eficacia que los farmacos antirresortivos en la lucha contra la fractura en
esta localizacion, aunque en ausencia estudios contrapuestos estudiando el
riesgo de fractura esto no ha sido demostrado y, de hecho la magnitud de la
reduccion de la fractura vertebral después de 18 meses de terapia de
teriparatida es similar a la observada después de un afio en las mujeres
tratadas con risedronato®. Finalmente, los efectos beneficiosos sobre el hueso
cortical, puede resultar en una mayor eficacia en localizaciones no vertebrales,
sin embargo, estos efectos pueden ser especificos del lugar y los efectos de la
PTH sobre la estructura ésea en el fémur proximal y el riesgo de fractura de

cadera estan sin definir.

1.5.- Indicaciones, contraindicaciones y monitorizacion:

En el afio 2.002, la Food and Drug Administration (FDA) aprobd en los
Estados Unidos el uso del fragmento amino-terminal N-(1-34) de la hormona
paratiroidea humana, sintetizado por técnicas de recombinacion del ADN
PTH1-34 (teriparatida), para el tratamiento de la osteoporosis posmenopausica
y del varén. En 2.003, la Agencia Europea del Medicamento (EMEA) aprobé la
teriparatida para el tratamiento de la osteoporosis posmenopausica. Mas
recientemente, en los afios 2.007 y 2.008, la EMEA ha ampliado las
indicaciones de uso de la teriparatida al tratamiento de la osteoporosis en el

varén y de la osteoporosis inducida por glucocorticoides en ambos sexos'*°.

La introduccion de la PTH en el arsenal terapéutico supuso un nuevo
paradigma en el tratamiento de la osteoporosis pues, por primera vez, se
disponia de un farmaco osteoanabolizante, capaz de aumentar la cantidad y

calidad de hueso mediante la sintesis de nuevo tejido éseo. Los tratamientos
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para la osteoporosis disponibles hasta ese momento (estrégenos, raloxifeno,
bisfosfonatos y calcitonina), actuan fundamentalmente inhibiendo el
remodelado 6seo, reduciendo o deteniendo el deterioro de la calidad y la

pérdida de masa dOsea.

Con el uso inicial de un medicamento de estas caracteristicas, se han
generado interrogantes sobre su utilizacidén en la practica clinica habitual, fuera
del contexto de los ensayos clinicos controlados. Al tratarse de un
medicamento inyectable, sintetizado mediante técnicas de recombinacién
génica, con un mecanismo de accion totalmente nuevo, que se asocié a
hallazgos preclinicos de seguridad importantes (tumores éseos malignos), y
que ha sido aprobado por un tiempo de tratamiento limitado de 24 meses, su
manejo clinico presenta singularidades —incluyendo una especial motivacién
por parte de los pacientes-, y un conocimiento profundo de la fisiopatologia de
la enfermedad metabdlica ésea. En consecuencia, los principales aspectos de

interés clinico y practico son:

1. ldentificacion de los pacientes en los que el tratamiento con PTH

podria estar indicado y en cuales no.

2. Monitorizacion de los pacientes en tratamiento con PTH.

3. Analisis de la influencia de los tratamientos previos con farmacos que

inhiben el remodelado éseo sobre los efectos de PTH.
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Pacientes candidatos al tratamiento con PTH

Las indicaciones actualmente aprobadas por las autoridades reguladoras
de la Unién Europea y de los Estados Unidos para el tratamiento con PTH(1-

84) son las siguientes:

- Tratamiento de la osteoporosis en mujeres postmenopausicas con

alto riesgo de fracturas.
Ademas la teriparatida PTH (1-34) esta indicada en:

- Tratamiento de osteoporosis secundaria a tratamiento mantenido
con glucocorticoides en mujeres y varones con elevado riesgo de
fractura.

- Tratamiento en varones con osteoporosis primaria o por

hipogonadismo con elevado riesgo de fractura.

Aunque estas indicaciones dan una idea general del tipo de pacientes
donde la utilizacién del farmaco ha recibido una aprobacién “legal”, dejan a
discrecion del médico un amplio abanico de potenciales pacientes que,
teéricamente, se beneficiarian del tratamiento. Teniendo en cuenta, ademas,
que el precio de este farmaco es notablemente superior al de la terapia con
farmacos anti-remodelado (AR) 6seo (antirresortivos), diferentes Sociedades
Cientificas, Agencias de Evaluacion Econémica de Medicamentos, Comités de
Expertos, etc. han desarrollado varias Guias del Uso Terapéutico de PTH'*"-1%",
que deparan conclusiones relativamente similares. Asi, existe acuerdo en

considerar que el tratamiento con hormona paratiroidea deberia estar limitado a

pacientes con osteoporosis que presentan un “alto riesgo de fractura”. El
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umbral para definir el riesgo de fractura como “alto” plantea mas problemas a
los expertos pues, en definitiva, se trata de una decisién derivada de criterios
economicistas de coste-efectividad. No obstante, podriamos considerar como
de alto riesgo a los pacientes que han sufrido una fractura previa por fragilidad
(traumatismo de baja energia), sujetos con muy baja masa 6sea (se han
sugerido indices T inferiores a -3.0 desviaciones estandar), especialmente si
son mayores de 70 afios y/o tienen factores de riesgo anadidos para sufrir
fracturas. La introduccidén de las escalas de prediccion de riesgo absoluto de

fractura como el FRAX® en el ambito internacional®*

0, mas especificamente
para mujeres espafolas, el algoritmo del estudio ECOSAP®'®2
(www.ecosap.info), pueden ayudar al clinico, en casos individuales, a

cuantificar el riesgo absoluto de fractura.

Los pacientes que durante el tratamiento con farmacos antirresortivos
han sufrido una nueva fractura, o que presenten una importante reduccion en la
masa 0sea (es decir, que exceda el cambio minimo significativo de la densidad
mineral 6sea -DMO- en mediciones consecutivas tras un periodo de tiempo de
seguimiento relevante: aproximadamente 2.8 veces el error de precision del
densitometro), podrian considerarse candidatos al tratamiento con PTH,
considerando que estos dos criterios podrian considerarse como indicativos de

“fallo terapéutico”?

. Otro grupo de pacientes que podria beneficiarse del
tratamiento con PTH serian los sujetos que son incapaces de seguir las
instrucciones para la toma de bisfosfonatos por via oral, que no los toleran o
muestran contraindicaciones para su uso (reflujo gastro-esofagico importante,

patologia de la motilidad esofagica, estenosis, etc.)''®">,
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El tratamiento con PTH en sujetos con osteoporosis inducida por
glucocorticoides merece una mencién aparte pues las Guias terapéuticas no lo
recogen, dada la reciente aprobacion de esta nueva indicacién en Europa.
Dadas las caracteristicas de la poblacién de estudio incluida en el ensayo
clinico de registro155, teriparatida deberia utilizarse en sujetos expuestos a
dosis relativamente altas de glucocorticoides sistémicos (5 mg diarios de
prednisona o equivalente), por un periodo de tiempo superior a 3 meses, y que
presenten un alto riesgo de fractura, bien por presentar una baja masa 6sea o
por tener antecedentes personales de fracturas por fragilidad156. Es decir, se
trataria de una prevencion secundaria de la osteoporosis inducida por
glucocorticoides, no considerandose indicado en la prevencién primaria en
pacientes que inician tratamiento con glucocorticoides. Mencion aparte
merecen las mujeres premenopausicas con osteoporosis inducida por
glucocorticoides, donde el riesgo-beneficio es diferente al de mujeres
posmenopausicas. En este grupo de pacientes, la EMEA ha sido mas concreta
en definir la poblacion que mas puede beneficiarse del tratamiento, debiéndose
considerar el tratamiento con teriparatida en los casos de alto riesgo de fractura
definido por la existencia de una fractura previa, o una combinacion de factores
de riesgo como, por ejemplo: densidad mineral ésea baja (por ejemplo: indice
T<-2), tratamiento sostenido con glucocorticoides (por ejemplo: una dosis de
7.5 mg/dia o superior por un minimo de 6 meses), alta actividad de la

enfermedad de base o niveles reducidos de estradiol™’.
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Pacientes que no deberian ser tratados con PTH

Existe un acuerdo en que los sujetos con osteopenia o con osteoporosis
y bajo riesgo de fractura por fragilidad no son candidatos al tratamiento con

PTH.

El farmaco estd contraindicado en nifios y adolescentes que no han
completado el cierre de las fisis de crecimiento, por el potencial mayor riesgo

de osteosarcoma a esta edad.

Otras contraindicaciones y precauciones para el uso de PTH son las

siguientes:

* Hipersensibilidad a la PTH o alguno de sus excipientes.

* Embarazo y lactancia.

* Hipercalcemia previa.

* Insuficiencia renal severa.

* Enfermedades metabdlicas éseas (incluyendo hiperparatiroidismo
y enfermedad de Paget), exceptuando osteoporosis primaria.

* Elevaciones no justificadas de la fosfatasa alcalina.

* Radioterapia previa del esqueleto, incluyendo implantes
radioactivos.

* Tumores malignos del esqueleto o enfermedad metastasica 6sea.

En la actualidad sdlo se han publicado dos estudios controlados sobre el
efecto de la hormona paratiroidea en la consolidacién de las fracturas, por lo
que no deberia utilizarse en esta situacién fuera del contexto de ensayos

clinicos controlados.
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Es errénea la tendencia a usar la PTH como farmaco analgésico en
tandas cortas de dos o tres meses; se debe usar para el tratamiento de la
osteoporosis por el periodo de tiempo necesario para obtener su beneficio anti-
fracturario (18 6 24 meses), y sblo en este contexto se debe valorar la
reduccion del dolor, no como un efecto que siente indicacion, si no como un

fendbmeno asociado al tratamiento de la osteoporosis.

Monitorizacion de los pacientes en tratamiento con PTH

Un aspecto que ha suscitado interés en los clinicos es la bateria de
pruebas que deberian realizarse antes de iniciar un tratamiento con PTH.
Aunque no hay un acuerdo unanime al respecto, parece recomendable la
determinacién basal de la calcemia, fosfatasa alcalina total y de las pruebas de
funcion renal, dado que la hipercalcemia, la elevacion inexplicada de la
fosfatasa alcalina y la insuficiencia renal severa son contraindicaciones para su
uso. La determinacion de la calciuria en orina de 24 horas no parece
estrictamente necesaria, salvo en pacientes con antecedentes de
nefrourolitiasis, donde se deben incluir ademas otras pruebas para explorar la
naturaleza de la litiasis. Los resultados de los ensayos clinicos de fase Il no
sugieren que el tratamiento con PTH, asociado a suplementos de calcio y
vitamina D, induzca un cambio significativo en la eliminacién urinaria de
calcio’™®. Por el contrario, dado que se ha reportado una incidencia de
hiperuricemia en el 2.8% de las pacientes con osteoporosis posmenopausica
tratadas con teriparatida en el Fracture Prevention Trial®’, y del 8% en los

155

pacientes en el estudio de osteoporosis inducida por glucocorticoides *°, la
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determinaciéon basal de acido urico puede de resultar util, sobre todo en

pacientes con antecedentes de hiperuricemia y/o gota.

La determinacién basal de 25-hidroxi-vitamina D (25-OH-vit D) y de
hormona paratiroidea (PTH), aunque de interés, no es indispensable antes de
instaurar un tratamiento con teriparatida. Datos recientes parecen indicar que la
eficacia del tratamiento con teriparatida es independiente de los valores
basales de 25-OH-vit D', si bien este estudio no incluyd pacientes con valores
de deficiencia severa (<10 ng/mL). Sin embargo, otros autores abogan por la
determinacién basal de ambas hormonas con el objetivo de descartar un
hiperparatiroidismo secundario a la deficiencia severa de 25-OH-vit D, o un
hiperparatiroidismo primario normocalcémico'®. En el primer caso habria que
corregirlo antes de plantearse el tratamiento, y en el segundo tratarlo segun

sea preciso, desde luego no introduciendo el farmaco.

Dados los efectos sobre el tejido 6seo tras la administraciéon intermitente
de PTH, la monitorizacidon de los pacientes que reciben este tratamiento tiene
unos aspectos peculiares que lo diferencian de la monitorizacion de los

tratamientos con farmacos antirresortivos (ARs) 6seos.

En primer lugar, dado que los efectos del farmaco se producen
primariamente a nivel de la funcion de los osteoblastos, los marcadores
bioquimicos de eleccion para su monitorizacion deben ser los de formacién
0sea, y no los de resorcién, en contraposicion a la practica habitual cuando se
utilizan farmacos antirresortivos como los bisfosfonatos. En un estudio reciente
donde se compararon varios marcadores bioquimicos de remodelado 6seo,

incluyendo deoxipiridinolina libre (DPD), telopéptido N-terminal (NTX), fosfatasa
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alcalina especifica 6sea, péptido carboxiterminal del procolageno tipo | (PICP) y
el propéptido amino-terminal del colageno tipo | (PINP), éste ultimo, un
marcador de formacién 6sea, mostré el mas alto cociente sefal/ruido tras el

161

tratamiento con teriparatida®'. El incremento en los niveles plasmaticos de

PINP es muy rapido y marcado'®?

, incluso en pacientes que han recibido
tratamientos prolongados con bisfosfonatos, donde se puede observar una
duplicacién de sus valores basales tras sélo 1 mes de tratamiento con
teriparatida’®®. Aunque los incrementos del PINP inducidos por teriparatida
muestran una correlacion positiva con el aumento de densidad mineral 6sea’®?
y los parametros microestructurales del tejido ¢seo'??, no se ha estudiado la
relacién entre el incremento de este o cualquier otro marcador bioquimico de
formacion ésea inducido por PTH vy la reducciéon del riesgo de fractura, por lo

que su uso en la practica clinica habitual sigue siendo cuestionado'®.

Es también de interés el reciente hallazgo de que la magnitud del
incremento de los niveles de PINP es menor en los pacientes que reciben
tratamiento prolongado con glucocorticoides, en comparacién con los sujetos

155

varones con osteoporosis 0 en las mujeres posmenopausicas ~°, lo que podria

reflejar el efecto de estos farmacos sobre la funcion osteoblastica.

En relacién con la monitorizacion de la densidad mineral ésea con
meétodos densitométricos clasicos (DXA en dos dimensiones), es necesario
hacer algunas consideraciones practicas, en virtud del singular mecanismo de
accion sobre hueso que exhibe la hormona paratiroidea administrada
intermitentemente. Aunque los resultados de los ensayos clinicos de fase Il

han mostrado de un modo consistente un incremento rapido y notable de la
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densidad mineral ésea en la columna lumbar (8-10%) y la cadera (3-4%) en
comparacién con la situacion basal, tras 18 meses de tratamiento, hay que
tener en cuenta que la gran mayoria de los pacientes incluidos en estos
estudios no habian recibido ningun tipo de tratamiento previo para la
osteoporosis, por lo que teriparatida ejercia su accion osteoanabolizante sobre
un hueso “virgen” a los efectos sobre el remodelado éseo inducido por
farmacos. En la practica clinica habitual en Europa, esta situacion es muy poco
frecuente, dado que las Guias de Tratamiento mas generalmente aceptadas
sefalan a teriparatida como un tratamiento de segunda o tercera linea. El
efecto de teriparatida sobre la densidad mineral 6sea en pacientes que han
recibido tratamiento previo prolongado con farmacos ARs potentes, como los
bisfosfonatos, presenta algunas peculiaridades. En general, no se considera
necesaria la monitorizacion con DXA durante los primeros meses del
tratamiento con teriparatida, y algunos autores defienden que la frecuencia de

las mediciones seriadas sea incluso superior a los 12 meses.

Por dltimo, no existe ninguna recomendacién regulada sobre la
monitorizacion de parametros analiticos de seguridad en pacientes que reciben
teriparatida. A diferencia de lo que ocurre con la molécula completa de PTH (1-
84)'®* donde se sefala la advertencia de la necesidad de monitorizacion de la
calcemia y/o la calciuria a los 1, 3 y 6 meses del inicio del tratamiento, las
autoridades reguladoras europeas y americanas no han considerado necesaria
tal precaucion en pacientes tratados con teriparatida, dada la baja incidencia de
hipercalcemia significativa. Finalmente, la utilidad de monitorizacién rutinaria de
la uricemia en ausencia de hiperuricemia o de sintomatologia clinica sugestiva

de gota o nefrourolitiasis es, probablemente, muy limitada'"®.
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Efecto de los tratamientos previos con farmacos anti-remodelado éseo

sobre la respuesta terapéutica a PTH

Como se ha sefialado con anterioridad, la experiencia indica que la
mayoria de los pacientes que reciben PTH en Europa, han sido previamente
tratados con diversos farmacos ARs por periodos de tiempo variables'®®"%®. Es
por tanto de interés practico conocer si la respuesta al tratamiento con PTH va
a ser similar a la de los pacientes que nunca han recibido tratamientos previos.
Aunque el tratamiento previo con estrogenos o raloxifeno no parece influir en la
respuesta a PTH en pacientes con osteoporosis, evaluada tanto por los
cambios en los marcadores bioquimicos como por la densidad mineral

ésea112,169,170

, algunos autores han senalado que el tratamiento previo
prolongado con alendronato, un amino-bisfosfonato muy potente, podria
disminuir la eficacia del tratamiento con PTH, mitigando y retrasando la
respuesta de los marcadores bioquimicos de formacién 6sea y la densidad

mineral sea en varones y mujeres posmenopausicas’ 13413,

Este aspecto ha sido analizado en el estudio Eurofors, en el que 503
mujeres fueron tratadas con teriparatida durante 24 meses consecutivos,
habiendo recibido tratamiento previo con ARs el 83,3% de las mismas'®®. El
analisis de estas pacientes reveldo que, a nivel de la columna lumbar, los
incrementos en la DMO fueron discretamente inferiores en las pacientes que
habian recibido tratamiento previo con AR (aproximadamente un 3% menos
tras 24 meses de tratamiento), mientras que a nivel de la cadera total la

diferencia a los 24 meses fue de un 1.5%. No se observaron diferencias
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estadisticamente significativas entre los grupos a nivel del cuello femoral. Los
datos de Eurofors confirmaron el hallazgo previo de Ettinger'’®, de que las
pacientes sometidas a un tratamiento con AR durante periodos prolongados
muestran una disminucion temprana y transitoria de la DMO a nivel de la
cadera, que revierte y supera los valores basales tras periodos mas
prolongados de tratamiento con teriparatida. De hecho, los valores de DMO a
nivel de la cadera practicamente se duplican entre los 18 y los 24 meses de
tratamiento continuado con teriparatida en aquellas mujeres que recibieron
tratamiento previo con AR. Esta disminucién temprana de la DMO observada
en este subgrupo de pacientes, puede explicarse por el mecanismo de accién
de teriparatida a nivel del hueso cortical, donde se va a producir
simultdneamente una aposicidén peridstica de tejido éseo de nueva formacién

con el consiguiente incremento del didmetro del hueso tubular''?13%1""

, junto
con un incremento en la porosidad cortical (fundamentalmente a nivel del tercio
interior del cértex) sobre la base de una matriz 6sea altamente mineralizada
debido al prolongado proceso de mineralizacion secundaria inducido por los

farmacos ARs potentes''"2,

Ambos procesos pueden producir una
disminucién temporal de la DMO cortical, especialmente al reemplazarse tejido
0seo hipermineralizado por otro joven, recién sintetizado y aun no totalmente

mineralizado™’

. El dato de que aproximadamente el 90% de las pacientes en
Eurofors recibieron bisfosfonatos, junto con el hallazgo de que en las no pre-
tratadas la DMO no disminuye con el tratamiento con teriparatida, apoyan esta

hipétesis.
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2.- CONSOLIDACION DE LAS FRACTURAS:

2.1.- Fisiologia de la reparacioén de las fracturas

Clasicamente se habla de dos tipos de consolidacion de las fracturas:

- Consolidacion primaria, que ocurre cuando se produce una consolidacion

‘osteonal”’, es decir, los osteoclastos crean tuneles a través del hueso
necrosado en los bordes de la fractura y también atraviesan el foco de fractura.
Los osteoblastos recubren los nuevos tuneles y depositan nuevas laminas
alrededor de ellos para formar nuevas osteonas, restaurando la continuidad del
hueso. Esta consolidacion primaria de la cortical no es una verdadera
regeneracion ésea sino una forma de unir los extremos 6seos a través de los
procesos de remodelacion. Este tipo de consolidacion requiere una gran
estabilidad mediante fijacion interna e inmovilizacion rigida y en la practica es el

tipo menos frecuente.

- Consolidacién secundaria, es la que se produce con mayor frecuencia y da

lugar al callo de fractura. Este tipo de consolidacion se ve favorecido por los
micromovimientos. Como este modelo es el mas frecuente, sera el que

utilicemos en nuestro modelo experimental. Consta de 5 fases:

Fases de la consolidacion secundaria:

1.- Impacto y formacion del hematoma:

En el momento del traumatismo el hueso absorbe energia y se rompe. La
fractura produce la rotura de los vasos sanguineos periésticos y medulares,

formandose un hematoma y se liberan factores que promueven la
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consolidacion: factores quimiotacticos, mitogénicos e inductores de la

diferenciacion celular a tejido 6seo’'°

2.- Inflamacion:

Esta fase se inicia en el momento de la fractura con la aparicion del hematoma
y persiste hasta que comienza la formacién de un callo de tejido blando. El
hueso se necrosa en los bordes de la fractura y aparecen leucocitos
polimorfonucleares, macrofagos y linfocitos, los cuales segregan citoquinas e

infiltran el coagulo y eliminan el hueso necrético.

3.- Formacion del callo blando:

El desarrollo del callo blando implica la formacién precoz de un callo externo
que recubre la fractura y la formacion mas tarde de un callo medular. Este callo
blando es el soporte mecanico para la formacién del callo 6seo duro. El
coagulo se organiza con fibras de colageno y elementos vasculares. Proliferan
células precursoras 6seas, osteoblastos y condroblastos. El callo blando esta

compuesto por osteoide, cartilago y colageno.

4 .- Formacion del callo duro:

En esta fase el cartilago se calcifica y proporciona la base para los
osteoblastos y el posterior depdsito y mineralizacion de la matriz 6sea. El
osteoide y el cartilago del callo blando externo, periéstico y medular se
mineralizan, a medida que se transforman en hueso fibroso. Para preparar la
calcificacion de la matriz, los condrocitos segregan dos tipos de enzimas las

fosfatasas y las proteasas.

5.- Remodelacion:
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Es la fase final y durante ella el abundante callo duro se remodela lentamente
desde hueso fibroso inmaduro hasta hueso laminar maduro. La actividad

osteoclastica y osteoblastica transforman el hueso fibroso en hueso laminar.

Hay que tener en cuenta, también, que el proceso de consolidacién no
es homogéneo a lo largo de todo el callo. Hay 4 grandes zonas: el canal
medular, el area entre las corticales, la capa subperidstica y los tejidos blandos
adyacentes. El canal medular y el area entre corticales crean “callo blando” y
crean hueso mediante osificacion endocondral, mientras que el area
subperiostica y los tejidos blandos que rodean a la fractura forman “callo duro”

y crean hueso mediante osificacién intramembranosa.

2.2.- Efectos de la osteoporosis en la consolidaciéon de las fracturas:

Varios estudios experimentales en animales indican que en la
osteoporosis parece haber una disminucion de la capacidad de consolidacién

de las fracturas 6seas' >,

Los trabajos experimentales muestran un 40% de reduccién en el area
del callo de fractura y un 23% de reduccion de la densidad mineral 6sea en la
consolidacion de fracturas en fémures de ratas ovariectomizadas. Los analisis
histomorfométricos revelaron un retraso en la formacién del callo y desarrollo
pobre de hueso maduro. Ademas, también se realizaron ensayos mecanicos
que demostraron una menor resistencia del callo 6seo'®. Otro estudio

demuestra que la osteoporosis en ratones inducida mediante ovariectomia
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también afecta a las propiedades mecanicas del callo de fractura, conduciendo

a una disminucion de la consolidacion 6sea’’”.

El retraso en la consolidacion 6sea también se ha estudiado en el
modelo de ovejas ovariectomizadas®®'. En este estudio se encontraron
diferencias significativas entre los animales osteoporéticos y los normales, en
cuanto al area del callo, pero no en la densidad del mismo en las primeras
etapas de la consolidacion 6sea en osteotomias del tercio medio de diafisis
tibiales. Al final del estudio se encontré lo opuesto, las diferencias en la
densidad del callo fueron significativas, pero no el area, indicando que la
osteoporosis afecta a la formaciéon del callo en las primeras etapas de la
consolidacion 6sea, y a la mineralizaciéon del callo en las ultimas etapas de la
consolidacion. También se encontré una diferencia significativa (33%) entre la
tibia osteotomizada y la contralateral intacta en los animales osteoporéticos,
pero no se hallaron diferencias en las ovejas normales. Por lo tanto este
estudio demuestra un retraso de la consolidacion 6sea en las tibias de las
ovejas osteoporoéticas con respecto a la formacién del callo, mineralizacién y

propiedades mecanicas.

Aunque estos estudios han demostrado una consolidacion ésea alterada en
animales osteoporoticos, esto es mas dificil de demostrar en pacientes
ancianos. Es un hecho que las fracturas consolidan con mayor dificultad
conforme aumenta la edad del paciente. Varios estudios han demostrado que
las fracturas distales de radio tratadas mediante reduccion cerrada e
inmovilizacion con yeso sufren un porcentaje mayor de desplazamiento

secundario proporcional a la edad del paciente'’®. Otros autores estudian el
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efecto de la osteoporosis en el tiempo de consolidacion de fracturas de diafisis
femoral tratadas mediante un clavo intramedular y observan que las fracturas
tardan mas en consolidar en los pacientes mayores osteoporéticos'”®. Ademas,
también se produce un aumento de fallos en la fijacién de implantes en el
hueso osteopordtico'”. Esto se ha atribuido a la seleccion del implante no
adecuada, al aumento de comorbilidades en estos pacientes y a que la
capacidad de regeneraciéon tisular esta alterada en este grupo de edad

avanzada'’'8°,

Existen varios factores que influyen en la dificultad de consolidacion de las

fracturas en pacientes osteoporéticos de edad avanzada:

1.- La disminucién de la resistencia mecanica del hueso osteoporético reduce
la estabilidad inicial de la fractura dando lugar a mayores complicaciones

incluyendo una consolidacion de las fracturas mas lenta'®',

2.- Sabemos que para la consolidacién de una fractura es necesario un
adecuado flujo sanguineo que transporte factores angiogénicos. Se ha podido
observar que en la gente mayor la angiogénesis esta alterada por los cambios
en la cascada hemostatica relacionados con la edad, por la disminucion de la
expresion de los factores de crecimiento y las alteraciones de las células
endoteliales'”®. Ademas otros factores como la arterioesclerosis pueden

comprometer la vascularizacién en el lugar de la fractura.

3.- También conocemos que hay factores en los nifios que aumentan la
consolidacion de las fracturas cdmo un periostio biolégicamente mas activo, la

abundancia de células madres mesenquimales y la mayor aportacion de
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factores de crecimiento Estos factores estan claramente disminuidos en

pacientes de edad avanzada'’®.

4.- Se ha observado tanto en estudios experimentales como clinicos que en el
hueso osteoporético hay una respuesta disminuida en la actividad osteoblastica
mediada por distintos factores de crecimiento y de diferenciacion y otros

factores sistémicos como citokinas y hormonas'”.

5.- Recientes estudios han descrito diferencias cuantitativas y cualitativas de
las células madres mesenquimales en los pacientes ancianos. Las células
madres mesenquimales de mujeres postmenopausicas osteoporoticas tienen
un porcentaje menor de crecimiento y muestran una menor habilidad para
diferenciarse en la linea celular osteogénica que las de las mujeres
premenopausicas'®. Ademas se sabe que con la edad el nimero de células
madre mesenquimales con potencial osteogénico disminuye y puede ser la

causa de la reduccion del numero de osteoblastos en este tipo de pacientes.
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3.- EFECTOS DE LA PTH EN LA CONSOLIDACION DE LAS

FRACTURAS:

3.1.- Estudios clinicos

Sélo existen dos estudios clinicos publicados sobre el efecto de la

Hormona Paratiroidea en la consolidacion de las fracturas en humanos.

El primero, escrito por Aspenberg'®* se trata de un estudio prospectivo,
randomizado a doble ciego, en el que valora a 102 mujeres postmenopausicas
que sufrieron una fractura osteoporética de radio distal tratada de forma
ortopédica. Realiza tres grupos, y tras la fractura instaura tratamiento con
placebo, hormona PTH 1-34 a dosis de 20 y 40 pg/kg/dia durante 8 semanas.
Todos los pacientes recibieron adicionalmente calcio y vitamina D. Encontrd
una reduccién significativa (de 9 a 7 semanas) en el tiempo de consolidacién
radiografica (definido como unién en 3 de las 4 corticales en dos proyecciones
radiograficas) en las pacientes tratadas con dosis bajas (20 ug/kg/dia) de PTH
comparado con placebo. Sin embargo la dosis de 40upg/kg/dia no mostrd
diferencias con respecto a placebo ni a dosis baja de PTH. Tampoco encontré
diferencias estadisticamente significativas en las deformidades anatomicas
residuales ni en los resultados funcionales entre grupos. La falta de efecto de
PTH a dosis de 40 ug/kg/dia fue un hallazgo inesperado. Los autores lo
atribuyen al efecto de la PTH de aumento de la resorcion endocortical en el
radio distal publicado por otros autores’. Ademas Neer?' publicé que el
tratamiento con PTH a dosis de 40 pg/kg/dia, pero no de 20 pg/kg/dia
disminuy6 la densidad cortical de la diafisis del radio, debido a un aumento en

la remodelacion 6sea, por lo que hipotetiza que el aumento del remodelado
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ocasionado por dosis mas altas de PTH podria dar lugar a callos mayores y
mecanicamente funcionantes, pero menos visibles radiograficamente por

aumento de la porosidad cortical.

Peichl'® estudié el efecto de la Hormona Paratiroidea de cadena
completa PTH 1-84 a dosis de 100 pg/kg/dia en el tratamiento de 65 mujeres
osteoporéticas que sufrieron una fractura de ramas pélvicas. Veintiuna
pacientes se trataron con inyecciones de PTH 1-84, y 44 sirvieron como
controles no tratados y no recibieron inyecciones. Se valord a las pacientes
radiograficamente mediante el estudio con Tomografia Computerizada cada 4
semanas hasta la curacion y funcionalmente con una Escala Visual Analdgica
para el dolor y un test de funcionalidad. Encontré diferencias significativas para
los tres parametros a favor del grupo tratado con PTH con respecto al grupo
control. Los resultados fueron sorprendentes: Todos los pacientes tratados con
PTH se habian curado a las 8 semanas, pero s6lo 4 de los controles. La
consolidacion completa se alcanzé a las 7,8 semanas en el grupo tratado,
mientras que en el grupo control ocurrié a las 12,6 semanas. Por otra parte, en
una Escala Visual Analdégica para el dolor y un examen clinico llamado
‘levantate y anda”, también fueron sorprendentes y hubo diferencias
estadisticamente significativas, con pocas probabilidades de deberse
enteramente a efecto placebo. El estudio se describe como un estudio
prospectivo aleatorizado, ensayo controlado (nivel 2). Sin embargo, no hay
mencion de la aprobacion ética, el estudio no aparece en el registro de
ensayos clinicos, y los autores mencionan como una debilidad que "la
informacion fue extraida después de que el estudio se terminara". Por otra

parte, el proceso de asignacién del tratamiento y el procedimiento de
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cegamiento no se describe claramente. Los autores admitieron que cada
segundo paciente que llegd a un hospital recibié la PTH, y para cada paciente
control en ese hospital, se reclutd otro paciente control en otro hospital, donde
no se dio ningun tratamiento de PTH. Debido a esta falta de asignacion
aleatoria formal, el estudio probablemente seria mejor describirlo como un
estudio de casos y controles. Fueron los mismos médicos que trataron a los
pacientes los que hicieron la revisidén radiografica, aunque se menciona algun
tipo de cegamiento. A pesar de estas deficiencias, los resultados son
espectaculares, y es dificil de creer que las diferencias entre los grupos son
todas debido al sesgo. Algunas de las sombras en el articulo podrian haberse

evitado en el proceso de edicion.

Estos dos ensayos mantienen la esperanza de que la PTH pueda
consolidarse como un poderosa herramienta para la aceleracion de la curacién
de la fractura, pero se necesitan estudios mejor disefiados. El estudio sobre
fracturas de pelvis tiene la ventaja de utilizar una variable funcional (prueba de
levantate y anda) y un disefio simple y directo. Si los resultados pudieran ser
reproducidos con doble ciego y la aleatorizacién adecuada, seria una gran

noticia para los pacientes con futuras fracturas.

En la actualidad un equipo britanico liderado por Chester'®® ha disefiado
un ensayo clinico para valorar el efecto del tratamiento de Hormona
Paratiroidea PTH 1-34 en pacientes que hayan sufrido una fractura
pertrocantérea de cadera. Se trata de un ensayo abierto, prospectivo,
aleatorizado, multicéntrico, comparativo con un grupo control. Los pacientes

aleatoriamente se incluiran en uno de los dos grupos. Unos recibiran PTH 1-34
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a dosis de 20 ug/kg/dia durante 6 semanas y otros su medicacion habitual. Los
resultados funcionales seran evaluados a las 6 y 12 semanas mediante un
analisis a ciegas para minimizar el efecto del sesgo, mediante test validados
(SPPB, SF-36, EQ-5D y la Escala Visual Analdgica (EVA) para el dolor. Los

resultados seran publicados a la comunidad médica cuando estén disponibles.

3.2.- Estudios experimentales

Existen diversos estudios experimentales en animales para observar la
influencia de la Hormona Paratiroidea en la consolidacion ésea. La mayoria de
ellos se realizaron en animales pequefios, y con diferentes modelos desde
osteotomias diafisarias o metafisarias, artrodesis espinal o agarre de implantes
0seos, y con diferentes subunidades de la hormona. En la tabla siguiente se
resumen los principales datos de dichos estudios, especificando la hormona
utilizada, su dosis y frecuencia de administracion, el animal utilizado y si éste
tenia alguna caracteristica que dificultase la consolidacién, el modelo de
fractura en su caso y tipo de osteosintesis, tiempo en el que se sacrificaron los

animales y las pruebas utilizadas como medicién de resultados.
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Tabla 1: Principales estudios sobre PTH en la consolidacion de fracturas.

FRACTURA
AUTOR (afio) | HORMONA | DOSIS ANIMAL TIEMPO | MEDICION
(afio) OSTEOSINTESIS
) 15 pg/kg/dia Ratas Diéfisis tibial . Morfométricos
Kim (1999) 1-84 150 pg/kg/dia ovariectomizadas Aguja IM 30 dias Biomecanicos
PP Rx, Densitometria
60 pg/kg/dia Diéfisis tibial 20 ’ s
Andreassen (1999) 1-34 . Ratas ) . Morfométricos
200 pg/kg/dia Aguja IM 30 dias Biomecanicos
. Conejos con Cubito defecto Tmm 6 semanas 10 Rx. Densitometria
Bostrom (2000) PTH(RS-66271) 10 ug/kg/dia prednisona No fijacién semanas Biomecanicos
Diafisis femoral Rx. Densitometria
Holzer (1999) 1-34 80 pg/kg/dia Ratas ) 21 dias Biomecanicos
Aguja IM . .
Histologia
g . Rx. Densitometria
Nakajima (2002) 1-34 10 pg/kg/dia Ratas Dlaf!3|s femoral 28 d|'as Biomecanicos
Aguja IM 42 dias . .
Histologia. Molecular
Diéfisis femoral 37 dias I?Ai:fi:grentfigla
Seebach (2004) 1-34 60 pg/kg/dia Ratas Fl_Jador e_)fterno 57 dias Biomecanicos
Distraccion ’ .
Histologia
Diafisis tibial 3 sem Densitometria
Andreassen (2001) 1-34 200 pg/kg/dia Ratas viejas . Morfometria
Aguja IM 8 sem Bi P
iomecanicos
1-34 e e Densitometria
Andreassen (2004) 1-31 60 pg/kg/dia Ratas Dlaf!3|s tibial 8 sem Morfometria
. Aguja IM 16 sem . P
Monocyclic 1-31 Biomecénicos
21 dias Rx. MicroQCT
) } 5 pg/kg/dia Diéfisis femoral . Morfometria
Alkhiary (2005) 1-34 30 pg/kg/dia Ratas Aguja IM 35 d|'as Biomecanicos.
84 dias ) .
Histologia
3 sem Rx. MicroQCT
10 pg/kg 3d/sem Diéafisis femoral Morfometria
Komatsubara (2005) 1-34 30 pg/kg 3d/sem Ratas Aguja IM ?zsem Biomecanicos
sem ] .
Histologia
. Diafisis femoral 2,4,7,14, 21 Histologia
Nakazawa (2005) 1-34 10 pg/kg/dia Ratas Aguja IM y 28 dias Molecular
Rx. Densitometria
0,75 pg/kg 2d/sem Diéfisis femoral Morfometria
Manabe (2007) 1-34 7,5 pg/kg 2d/sem Monas adultas Placa atornillada 26 sem Biomecanicos
Histologia
Rx. MicroQCT
. Diéafisis femoral 2,3,5,7,10, Morfometria
Kakar (2007) 1-34 30 pg/kg/dia Ratas Aguja IM 14y 21 dias Histologia
Molecular y Bioquimico
Diafisis tibial MicroQCT
Gardner (2007) 1-34 30 pg/kg/dia Ratones . 18 dias Biomecanicos
Aguja IM ) .
Histologia
. g . MicroQCT
Tsiridis (2007) 1-34 10 pg/kg/d[a Conejos I\/!gtafms distal tibia 28 dias Biomecanicos
40 pg/kg/dia Fijador externo ) .
Histologia
s Rx
. Ratas Defecto metéfisis tibial .
Nozaka (2008) 1-34 100 pg/kg/dia ovariectomizadas Cerclaje alambre 4 sem Mpﬁomgtna
Histologia
QCT
3 pg/kg/dia e Morfometria
. Ratas Defecto diafisis femoral - L
Komatsu (2009) 1-38 10 ug/kg/dlIa ovariectomizadas No osteosintesis 5 sem Bl_omecaplcos
30 pg/kg/dia Histologia
Marcadores suero
Diéfisis tibial Densitometria
Aleksyniene (2009) 1-34 25 pg/kg/dia Conejos Fijador externo 5 sem Morfometria
Distraccion Biomecanicos
Rx. MicroQCT
Artrodesis espinal 14 dias Morfométricos
Abe (2007) 1-34 40 ug/kg 5d/sem Ratas L i 28 dias Biomecanicos
Autoinjerto cresta iliaca 42 dias Histologia
Molecular
. Injerto vascularizado de Rx Densitometria
Hashimoto (2007) ;fl:n dronato 180”9/%/3:,6 Ratas tibia. 4 sem Marcadores bioquimicos
Hg/Kg Aguja IM Biomecanicos
Densitometria
Skripitz (2000) 1-34 60 pg/kg/dia Ratas Camara 6sea 2,4,6 sem Morfometria
Histologia
Skripitz (2001) 1-34 60 pg/kg/dia Ratas Implante éseo 4 sem Biomecanicos
- . . Densitometria
Skripitz (2005) 1-34 60 pg/kg/dia Ratas Implante 6seo 2y4sem Histologia
5 pg/kg/dia -
Gabet (2006) 1-34 25 pg/kg/dia Ratas Implante éseo 8 sem Morfométricos

75 pg/kg/dia

ovariectomizadas

Biomecanicos.
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La primera pregunta que debemos realizarnos en si la PTH es capaz de
influir en el proceso de consolidacion bajo circunstancias normales, sin ningun
otro factor que pueda modificarlo. Los efectos de la PTH en la curacion ésea
han sido investigados en numerosos estudios experimentales en animales con

una consolidacidon normal.

Uno de los primeros fue Andreassen®' que compara en ratas el efecto
de dos diferentes dosis (60 y 200 u/kg/dia) de PTH 1-34 con placebo tras
realizar una fractura diafisaria de tibia y osteosintetizada con una aguja
intramedular y lo analiza a los 20 y 40 dias tras la fractura. Realiza estudio
radiografico morfométrico y biomecanico (destructivo de flexion a 3 puntos) y

densitométrico del callo de fractura.

Encuentra que la dosis de 200 p/kg/dia de PTH 1-34 aumenté de forma
significativa los valores de resistencia y el volumen externo del callo de fractura

tras 20 y 40 dias de tratamiento, con respecto a placebo.

La dosis de 60 p/kg/dia de PTH 1-34 sdlo lo hizo de forma significativa tras 40

dias de tratamiento con respecto a placebo.

El contenido mineral 6seo del callo de fractura aumentd significativamente en
ambos periodos y con ambas dosis, siendo ademas dosis-dependiente. En la
tibia contralateral intacta ambas dosis aumentaron el contenido mineral 6seo y

la densidad mineral ésea de forma dosis y tiempo dependiente.

7

En un estudio posterior Andreassen'®” compara el efecto de tres

analogos de PTH (PTH 1-34; PTH 1-31 y monocyclic PTH 1-31) a dosis de 60
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pag/kg/dia con placebo en la consolidacidn de una fractura tibial osteosintetizada
con aguja intramedular en ratas adultas. Las fracturas fueron analizadas tras 8

y 16 semanas. Realiza 7 grupos:

- Sacrificadas a las 8 semanas tratadas con:1) Placebo, 2) PTH 1-34, 3)

PTH 1-31, 4)Monocyclic PTH 1-31.

-Sacrificadas a las 16 semanas tratadas con: 5) Placebo, 6) PTH 1-34,

7) Monocyclic PTH 1-31.

Todos los animales fueron tratados sélo durante las primeras 8 semanas,
dejando a los grupos que se sacrificaron a las 16 semanas sin tratar durante
las ultimas 6 semanas. Se realizaron estudios morfométricos, biomecanicos de

flexion a tres puntos destructivos, y densitométricos del callo de fractura.

En el grupo de 8 semanas, se observo en los animales tratados con PTH (sin
existir diferencia entre los tres tipos de hormona) un aumento del 66% en la
resistencia maxima, del 58% en la rigidez maxima, y del 28% del volumen del
callo y del 42% del contenido mineral 6seo del callo con respecto a placebo. Al
normalizar los resultados con el volumen del callo, no se observan diferencias

en la calidad mecanica del callo 6seo.

Tras 16 semanas, no existieron diferencias entre los grupos tratados y el grupo
control en rigidez, volumen del callo ni calidad del callo, ni el contenido mineral

oseo.

Desde las 8 hasta las 16 semanas, en animales tratados con PTH, la fuerza del
callo y sus cualidades mecanicas continuaron aumentando, y el volumen

disminuy6 debido a la maduracion y remodelado de éste.

68



INTRODUCCION

Los autores concluyen que el tratamiento con PTH mejora la fuerza mecanica
del callo de fractura debido al aumento en las dimensiones del callo y a su
contenido mineral éseo. Ademas, desde la 8% a la 162 semana el remodelado

de ese callo no se ve influenciado por el tratamiento previo con PTH.

Alkhiary'®® y sus colaboradores estudiaron el efecto del tratamiento de
PTH 1-34 en ratas tras realizarle una osteotomia femoral y sintetizarla con
aguja intramedular. Para ello realizaron 3 grupos, a los que trataron con
inyecciones diarias de 5 6 30 pg/kg/dia de PTH 1-34 o placebo (control),

durante un maximo de 35 dias.

Estos grupos fueron subdivididos en 3 subgrupos de animales, que fueron
sacrificados a los 21, 35 u 84 dias. Se realizaron estudios biomecanicos de
torsion, analisis histomorfométrico y  tomografia computerizada

microcuantitativa.

En el analisis radiografico cualitativo, a los 21 dias de tratamiento, solo los
animales tratados a dosis de 30 ug/kg/dia mostraron un puente 6seo sobre la
fractura y la radioopacidad se incrementd con respecto al grupo control. A los
35 dias ambos grupos tratados con PTH habian mejorado la radioopacidad y el

callo medular.

En el anadlisis radiografico microcuantitativo mediante tomografia
computerizada, a los 21 dias, el contenido mineral 6seo y la densidad de los
callos de animales tratados a dosis de 30 ug/kg/dia PTH 1-34 se incrementaron

significativamente con respecto al grupo control.
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A los 35 dias de tratamiento, el contenido mineral éseo y la densidad de los
callos aumento significativamente en ambas dosis de tratamiento con PTH (5 y
30 ug/kg/dia) con respecto al grupo control. A los 84 dias de curacion sélo se
mantuvieron elevados significativamente ambos parametros en los animales

tratados a dosis mas alta de PTH (30 pg/kg/dia).

En el analisis biomecanico, en el grupo tratado con PTH a dosis de 30
Mg/kg/dia con respecto al grupo control, la rigidez fue significativamente mayor
a los 21 dias, y el par torsor maximo fue significativamente mayor a los 21, 35y

84 dias.

No existieron diferencias biomecanicas de ningun tipo a dosis de 5 ug/kg/dia.

En el andlisis histoldgico e histomorfométrico, no existieron diferencias en el
volumen de los callos. El porcentaje de cartilago del callo se incrementd
significativamente a los 21 dias para los animales tratados a dosis de 30
pag/kg/dia con respecto a los controles y en ambos grupos (5 y 30 pg/kg/dia) a
los 35 dias de curacién, no existiendo diferencias en ningun grupo a los 84

dias.

Respecto al porcentaje de tejido 6seo, fue significativamente mayor con ambas
dosis de PTH so6lo a los 35 dias de evolucion. En cuanto a la cantidad de
espacio vacio en el callo, se observé una disminucion significativa con respecto

al grupo control con ambas dosis de PTH a los 35 dias de tratamiento.

No existieron diferencias en cuanto a la cantidad de osteoclastos con cualquier
dosis y en ningun periodo de evolucién, lo que sugiere segun los autores que la

administracion de esta droga acelera la consolidacion 6sea aumentando el
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remodelado del cartilago y la formacion ésea, pero sin aumentar la resorcion

Osea.

Esto indica que la rigidez es una propiedad que se adquiere precozmente, y la
resistencia maxima se alcanza posteriormente. La falta de efecto en las
pruebas biomecanicas con la dosis mas baja (5 p/kg/dia) podria indicar que
esta dosis no fuera suficiente para mejorar la consolidacién en este animal, sin
embargo el aumento en el contenido y densidad mineral ésea a los 35 dias con
esta dosis demuestra que mejoré el desarrollo del callo. EI aumento del
volumen de cartilago en el callo a los 21 dias a 30 yg/kg/dia sugiere un efecto
precoz de la PTH de la proliferacion de los condrocitos en el periodo de
consolidacion. La disminucién posterior del volumen de cartilago a los 35 dias
con ambas dosis sugiere una aceleracién de la osificacidn endocondral, que
junto con la disminucién de espacios vacios en el callo a los 35 dias con ambas

dosis sugiere una aceleracion del proceso de consolidacion.

Otro aspecto importante de este estudio en que no se observé un aumento en
el diametro del callo ni en la densidad de osteoclastos, o que sugiere que el
efecto de la PTH fue mejorar la calidad del callo, ya que aumentaron las

propiedades mecanicas y estructurales sin un incremento en el area del callo.

Holzer*® investigo el efecto en ratas de la administracién de PTH 1-34 a
dosis de 80 p/kg/dia tras provocarles una fractura femoral y osteosintetizarla
con una aguja intramedular, sacrificando a los animales a los 21 dias de la

fractura.
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Realiz6 estudios biomecanicos mediante ensayos de torsidbn que mostraron un
aumento significativo de la resistencia del callo de fractura pero no un
incremento de la rigidez del mismo en los animales tratados con PTH
comparados con el grupo control. El estudio densitométrico mediante DEXA vy
la tomografia computerizada cuantitativa periférica confirmaron el incremento
de densidad dsea de los callos tratados con PTH comparados con control, pero
sus valores no llegaron a alcanzar significacion estadistica. En el estudio
histologico, los callos tratados con PTH mostraron una mayor osificacion

central que el grupo control.

Nakajima'®® estudia el efecto en ratas adultas de la administracién de
PTH 1-34 a dosis bajas (10 ug/kg/dia) tras realizarle una fractura femoral y
tratarla con aguja intramedular y para el estudio radiografico, biomecanico y
densitométrico a los 28 y 42 dias de la fractura, y el estudio histolégico y

molecular del callo de fractura a los 2, 4, 7, 14 y 21 dias postoperatorios.

La consolidacién radiografica se acelerd en el grupo tratado con PTH 1-34 con
callos mas maduros en todas las fases (dias 7-14-28-42) con respecto al grupo

control.

En el estudio biomecanico los valores de resistencia de los callos de animales
tratados con PTH 1-34 se incremento significativamente con respecto al grupo

control un 61% a los 28 dias y un 119% a los 42 dias.

El estudio densitométrico de los callos tratados con PTH 1-34 mostré un

aumento significativo del contenido mineral éseo del 46% a los 28 dias y del
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74% a los 42 dias, y de la densidad mineral ésea del 32% a los 28 dias y del

55% a los 42 dias.

En el estudio molecular observaron que el tratamiento con PTH 1-34 favorece
la formacién del callo mediante la estimulacion temprana de la proliferacién y
diferenciacion de células osteoprogenitoras, incrementa la produccién de
proteinas de la matriz ésea y estimula la osteoclastogénesis durante la fase de

remodelado del callo.

Los autores concluyen que el tratamiento intermitente con dosis bajas de PTH
(1-34) podria resultar una estrategia efectiva para mejorar la consolidacion

Osea.

Komatsubara'® en su articulo estudia en ratas el efecto en el callo de
una fractura femoral tratada con fijacién intramedular de dos dosis de PTH 1-34
(10 y 30 ug/kg/dia) cuando se daba durante 3 semanas antes y se interrumpia
tras la osteotomia, o se pautaba antes y después de la osteotomia
manteniéndose el tratamiento hasta el sacrificio, y comparandolos con un grupo

control. El sacrificio se realizd a las 3, 6 y 12 semanas tras la fractura.

Se realizaron estudios radiograficos, de tomografia computerizada periférica
cualitativa, ensayos mecanicos de flexién a 3 puntos y analisis histolégico e

histomorfométricos.

A las 3 semanas la linea de fractura era visible en todos los grupos; a las 6

semanas la linea de fractura todavia se observaba en casi todos los fémures. A
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las 12 semanas, la fractura no era visible en ningun grupo. No se observaron

diferencias entre grupos.

La densidad mineral 6sea del callo de fractura calculada con la tomografia
computerizada cuantitativa periférica aumenté significativamente a las 12
semanas tras la fractura en los grupos de tratamiento de 30 ug previay 10y 30
Mg previa y posterior a la fractura. No existieron diferencias entre grupos con

respecto al area transversal del callo.

En los ensayos biomecanicos, la resistencia maxima, rigidez, y la energia
absorbida (tenacidad) no variaron significativamente entre grupos a las 3y 6
semanas; sin embargo a las 12 semanas tras la fractura la resistencia maxima
en el grupo tratado con 30 p/kg/dia antes y después de la fractura fue

significativamente mayor que en el grupo control.

Las propiedades materiales intrinsecas como la tension maxima, maodulo

elastico y dureza no variaron significativamente entre los distintos grupos.

En el estudio histolégico se observo que el area total del callo no varié entre
grupos, pero el porcentaje de tejido éseo de dicha area aumentd en los grupos
tratados con PTH, asi como el porcentaje de tejido lamelar de dicho callo, el

ratio de formacion 6seal/area unitaria de callo y el numero de osteoclastos.

Los autores concluyen que el tratamiento con PTH incrementa la resistencia
mecanica del callo de fractura acelerando el remodelado de hueso inmaduro a
hueso lamelar y acelerando la formacién de nuevo hueso cortical sin aumentar
el tamafo del callo, lo que significa que el tratamiento con PTH acelera el

proceso natural de consolidacién y que la resistencia mecanica del hueso

74



INTRODUCCION

remodelado fue significativamente mayor a las 12 semanas en los animales
tratados con PTH 30 pg/kg/dia. También demuestran que el tratamiento previo

con PTH no dificulta en el proceso de la consolidacion de la fractura.

! estudia el efecto de la administracion de PTH 1-34 en la

Nakazawa'®
condrogénesis (formacién del callo blando) durante la consolidacién ésea. Para
ello, tras realizar una osteotomia femoral en ratas y realizar una fijacién
intramedular, compara un grupo control con otro al que se le administra 10
Mg/kg/dia de PTH 1-34, sacrificando a los animales en los dias 2, 4,7, 14, 21,y
28 para realizar un estudio histolégico y molecular del callo de fractura. Los
callos tratados con PTH presentaron un mayor callo blando que el grupo
control, que fue mas evidente el dia 14 tras la fractura, debido a un aumento de
1,4 veces en el area cartilaginosa en esa fecha, igualandose esas diferencias
en fechas posteriores (dias 21 y 28). En la etapa precoz de la condrogénesis
(dias 4-7) se produjo un incremento de las células mesenquimales
condroprogenitoras, pero no de los condrocitos en los animales tratados con
PTH. A los 14 dias no encontraron diferencias entre grupos en cuanto a
diferenciacién celular ni niveles de expresion relacionados con la diferenciacion
cartilaginosa. Estos resultados sugieren que el tratamiento intermitente con

bajas dosis de PTH 1-34 induce un callo cartilaginoso mayor, pero no retrasa la

diferenciacion de los condrocitos durante la consolidacion 6sea.
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Kakar'® trata de demostrar los mecanismos a través de los cuales el
tratamiento con PTH 1-34 mejora la consolidacién en ratas tras realizar una

fractura femoral y osteosintetizarla con aguja intramedular.

Para ello realiza dos grupos de animales y los trata con placebo o con PTH 1-
34 a dosis de 30 ug/kg/dia durante 14 dias tras la fractura. Sacrifica a los
animales en los dias 2, 3, 5, 7, 10, 14, 21 y 28 y analiza el callo mediante
radiografia e histomorfometria y ademas realiza analisis molecular y

bioquimico.

El analisis cuantitativo con uCT mostré que el tratamiento con PTH producia
unos callos con mayor area transversal, mayor longitud y mayor volumen total,

comparado con el grupo control.

El anélisis molecular de la expresion génica de la matriz extracelular asociada a
la condrogénesis y a la osteogénesis demostré que las fracturas tratadas con
PTH tuvieron un aumento 3 veces mayor de la condrogénesis con respecto a la
osteogénesis en el transcurso del proceso de reparacion. Ademas, la hipertrofia

de condrocitos se produjo precozmente en los callos tratados con PTH.

Estos resultados demuestran que la mejora de la consolidacion debido al
tratamiento con PTH se asocia principalmente con un aumento de la

reclutacién de los condrocitos y la maduracién precoz en el callo de fractura.

Gardner'® estudid el efecto sinérgico de la PTH y la carga en la
consolidacion de las fracturas en ratones, a los que les realizaba una

osteotomia tibial que fijaba con una aguja intramedular, y posteriormente los

76



INTRODUCCION

dividioé en 4 grupos, a los que tratd con aplicacion de cargas mecanicas diarias,
PTH 1-34 (30 ug/kg/dia), carga mecanica diaria + PTH a la misma dosis, y
grupo control; sacrificando a los animales a los 18 dias tras la fractura para
realizar estudios histoldégicos, microtomografia computerizada y ensayos
biomecanicos de flexion a cuatro puntos. El grupo tratado con carga + PTH
incrementd la actividad osteoblastica y osteoclastica y fue el unico grupo que
formo callos mas grandes, con mayor densidad y mayor porcentaje de volumen
0seo. El grupo tratado sélo con PTH formé mas osteoide en el callo que el
grupo control, indicando un aumento precoz de la actividad osteoblastica. Este
grupo mostr6 un mayor contenido mineral 6seo y volumen de hueso
comparado con el grupo control. El grupo tratado exclusivamente con carga
tuvo una mayor actividad osteoclastica que el grupo control. Estos hechos
apoyan la actividad sinérgica de la PTH y la carga en la consolidacion de las
fracturas. El estudio biomecanico de flexiébn a cuatro puntos no encontrd
diferencias significativas en la resistencia ni en la rigidez del callo entre los

grupos estudiados.

La mayor parte de los estudios sobre el efecto de la PTH se han
realizado en ratas, pero el proceso de remodelacién en roedores no es similar
al que se produce en humanos. Muy pocos son los estudios realizados en

especies mas cercanas a la fisiologia 6sea humana. Manabe'®

es el primero
que estudia el efecto de la hormona paratiroidea (PTH 1-34) en la

consolidacion de fracturas en animales grandes (monos) con un sistema de
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remodelado Haversiano. Para ello, compara dos dosis de PTH 1-34 0,75
Ma/kg/diay 7,5 pg/kg/dia inyectados subcutaneamente dos veces por semana y
un grupo control, tras realizar una osteotomia femoral y fijarla con una placa en

monas cynomolgus adultas, y sacrificarlas a las 26 semanas tras la fractura.

El estudio radiografico mostré una union completa en todos los grupos,

independientemente del tratamiento.

En los estudios biomecanicos de flexion a 3 puntos, la tension maxima y el
modulo elastico del fémur fracturado fue significativamente mayor en el grupo

tratado con una elevada dosis de PTH que en el grupo control.

El area total del callo y el porcentaje éseo de dicha area fue significativamente
menor en ambos grupos de tratamiento con PTH que con el grupo control. El
numero de osteoclastos fue menor con ambas dosis de PTH que en el grupo
control. La porosidad del callo disminuye con el tratamiento de PTH de forma
dosis-dependiente. La densidad mineral ésea del callo fue significativamente

mayor en el grupo de dosis alta de PTH que en el control.

Estos resultados sugieren que el tratamiento con PTH disminuye el tamafo del
callo y acelera la maduracién de éste, aumentando el grado de mineralizacién
del callo de fractura, restaurando asi las propiedades intrinsecas tras una
osteotomia diafisaria de fémur en monos cynomolgus, aunque no existieron
diferencias entre grupos para los parametros estructurales (resistencia maxima,

rigidez y tenacidad).
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Todos los estudios anteriormente citados utilizan un modelo de fractura
diafisaria, pero las fracturas diafisarias y metafisarias consolidan de forma
diferente, y la PTH podria interactuar de manera distinta en esos dos tipos de

fracturas.

Tsiridis'® compard el efecto sistémico de la PTH con el efecto local de la
OP-1 en la consolidacion de una osteotomia cuneiforme metafisaria en tibia
distal de conejos sintetizada con un fijador externo. Realiza 5 grupos: control
(sin tratamiento) y en los otros 4 grupos rellena el defecto con fosfato tricalcico.
De los cuatro grupos con fosfato tricalcico, en uno lo mezcla con OP-1, en otros
dos recibieron inyecciones diarias subcutaneas de PTH 1-34 a dosis de 10 y
40 pg/kg/dia respectivamente y el cuarto soélo con fosfato tricalcico. Tras
sacrificar a los animales a los 28 dias, realizé tomografia computerizada
cuantitativa periférica, histologia y estudios biomecanicos de compresién axial y
torsién. Observo que la OP-1 estimulé la formacion 6sea localmente y ambas
dosis de PTH aceleraron la consolidacion sistémicamente comparado con el
grupo control y con el fosfato tricalcico aislado. Todos los grupos habian
consolidado a las 4 semanas, lo que indicd que el defecto no era critico. Las
tibias tratadas con bajas dosis de PTH mostraron mayor cantidad de contenido
mineral éseo y area de seccion transversal que los otros cuatro grupos. No
existieron diferencias entre grupos en la densidad mineral 6sea ni en los
momentos de inercia. En los ensayos biomecanicos sélo el grupo OP-1+TCP
alcanzé significativamente un par maximo mayor que el grupo control. En el
estudio histolégico, la presencia de hueso nuevo fue evidente en el grupo OP-
1+TCP, y en menor medida en el de bajas dosis de PTH, y estos grupos un

tejido 6seo mucho mejor organizado en el defecto que el resto de los grupos.
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No existieron diferencias entre ambas dosis de PTH en ningun parametro

observado.

La mayor parte de los estudios sobre los efectos de la PTH se han
realizado utilizando animales jévenes, donde podemos esperar un proceso de
consolidacion normal. Sin embargo, en humanos, el mayor numero de
problemas se producen en pacientes con factores de riesgo. Son numerosos
los procesos que pueden retrasar la consolidacion o conducir a una
pseudoartrosis. Entre ellos se encuentran la edad avanzada, condiciones que
incrementan la pérdida de masa dsea, como la menopausia, el tratamiento
corticoideo, la malnutricién, el tabaquismo o el abuso de alcohol. Asi seria de
gran importancia el evaluar el efecto de la PTH en modelos con una
consolidacion ésea alterada. Sin embargo son pocos los estudios que se han

realizado en condiciones donde la consolidacidon tedricamente esta alterada.

Kim'®® estudia el efecto de dos dosis de PTH (1-84) 15 y 150 p/kg/dia en
fracturas tibiales de ratas ovariectomizadas, estabilizadas con una aguja

intramedular.

Realiza 5 grupos: ratas no ovariectomizadas(1), ovariectomizadas a las que se
le suministra suero salino(2), 17 estradiol(3), PTH (1-84) a dosis 15u/kg/dia(4),

y 150u/kg/dia(5).

Estudia los callos de fractura a los 30 dias mediante analisis morfométrico y

mecanico mediante test de flexion a 3 puntos.
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Los animales no ovariectomizados presentaron un callo pequefio, formado por
una red de hueso trabecular. Las ratas ovariectomizadas sin tratar o tratadas
con 17 estradiol presentaron un callo con mucho menos tejido esponjoso y con

mucha mas cantidad de médula fibrosa y cartilago.

Los animales tratados con PTH (1-84) mostraron callos mas grandes, con
mayor porcentaje de volumen de hueso trabecular y del volumen total de hueso

trabecular en el area del callo, comparable a las ratas no ovariectomizadas.

En los ensayos mecanicos, la administracion de PTH incremento la resistencia
maxima a flexién, la absorcion de energia y la rigidez con respecto a las

tratadas con placebo o 17-estradiol.

El autor concluye que la PTH aumenta la cantidad de tejido éseo trabecular en
el callo, lo que aumenta su volumen, pero con un aumento de la porosidad
comparado con las ratas no ovariectomizadas. Faltaria comparar un grupo de

ratas no ovariectomizadas tratadas con PTH.

Bostrom'®’ estudia el efecto de la administraciéon intermitente del RS-
66271 (un analogo de la PTHr P(1-34)) en conejos con capacidad disminuida

de consolidacion de las fracturas debido a tratamiento corticoideo crénico.

Para ello utiliza conejos adultos, a los que comienza a administrar prednisona
(0,15 mg/kg/dia) dos meses antes de la cirugia y continda hasta el sacrificio.
Realiza una osteotomia en cubito dejando un defecto no critico de 1 mm, y no

realiza osteosintesis, pues el radio actua como fijador interno.
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El estudio se compone de dos partes: en la primera 10 animales (5 controles y
5 tratados) se sacrificaron a las 6 semanas para el estudio biomecanico del
callo de fractura, mediante torsion, hasta su destruccion; la segunda parte 20
animales (10 placebo y 10 tratados) fue disefiada para analizar la evolucion de
la consolidacién. Estos animales fueron sacrificados cuando se alcanzé la

consolidacién, o en su defecto a las 10 semanas.

Nueve de los 10 animales tratados con PTHrP consolidaron a las 6 semanas,
mientras que sélo 2 de los 10 del grupo control lo hicieron. A las 6 semanas, los
animales tratados mostraron mayor intensidad radiografica en el lugar de la
osteotomia que los animales control; la intensidad radiografica del callo externo
fue mayor, y el area del callo de fractura, y la intensidad radiografica de las
zonas adyacentes a la osteotomia. El andlisis densitométrico no mostro

diferencias estadisticamente significativas.

El estudio biomecanico a las 6 semanas mostrdé una mejoria significativa de la
rigidez, la resistencia maxima a torsion y el indice fracturario en el caso de los

animales tratados, respecto al grupo control.

En la segunda parte del estudio, los 10 animales tratados con PTHr P habian
logrado la consolidacion de la fractura a las 6 semanas y fueron sacrificados en
esa fecha. Del grupo control, ningun animal habia consolidado a las 6
semanas, dos lo hicieron a las 8 semanas y fueron sacrificados y los ocho
restantes no habian logrado consolidar a las 10 semanas y fueron sacrificados

en ese tiempo, mostrando una seudoartrosis atrofica.

A las 4 semanas de la osteotomia, el grupo tratado con PTHr P mostraba una

mayor intensidad radiografica en el lugar de la osteotomia, en el callo externo y
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en la diafisis cubital comparado con el grupo control. Ademas, el area de
seccion transversal del callo fue mayor en el grupo de PTHr P. A las 6 semanas

se mantenian esas diferencias.

No se logré establecer una diferencia significativa en el estudio de la densidad

mineral ésea utilizado el analisis DXA entre ambos grupos.

Los autores concluyen que el tratamiento con PTHr P puede mejorar la
consolidacion de las fracturas en conejos con dicha capacidad de curacién
disminuida debido al tratamiento corticoideo, y sefialan una via de investigacion

en humanos, en sujetos con una capacidad de consolidacién disminuida.

Andreassen® estudio los efectos de la administracion de PTH 1-34 a
dosis de 200 ug/kg/dia en ratas ancianas tras provocarles una fractura tibial
osteosintetizada con aguja K intramedular, y compararlo con grupo control, tras
3 y 8 semanas de curaciéon. Realizaron estudios morfométricos, biomecanicos
mediante flexion a 3 puntos y densitométricos con tomografia computerizada

cualitativa periférica.

Estos autores ya realizaron un estudio similar en ratas jévenes y ahora lo
realizan en animales ancianos (ratas de 27 meses de edad) para intentar
demostrar que la PTH también seria eficaz en favorecer la consolidacion en

sujetos ancianos, en los que ya de por si dicha consolidacion esta disminuida.

A las 3 semanas, las ratas tratadas con PTH 1-34 mostraron un incremento de
la resistencia maxima del 160%. A las 8 semanas, los callos tratados con PTH
1-34 incrementaron su resistencia en 270% y su rigidez en 130%. No existieron

diferencias respecto a la deformacién maxima.
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A los 21 dias, los callos tratados con PTH 1-34 sufrieron un incremento del
volumen del 208%, un aumento de la dimensién de la linea de fractura del 43%
y 41 % y del contenido mineral 6seo medido por pQCT del 190% con respecto

al grupo control.

A los 56 dias el volumen externo de los callos tratados aumentd un 135%, las
dimensiones a nivel de la linea de fractura del 35 y 60% y del contenido mineral

6seo del 388%.

Los autores concluyen que el tratamiento con PTH 1-34 mejora la
consolidacion 6sea en animales en los que dicha consolidacion esta disminuida

por la edad.

198

Nozaka es el primero que evalua el efecto de la PTH tras una

osteotomia en hueso esponjoso de la rata ovariectomizada.

Para ello realiza cuatro grupos de animales ovariectomizadas tratadas con PTH
1-34 a dosis 100 pg/kg/dia, ovariectomizadas tratadas con placebo, no
ovariectomizadas tratadas con PTH y no ovariectomizadas tratadas con
placebo. Sacrifica a los animales a las 4 semanas después de realizarles una
osteotomia longitudinal incompleta en la metéfisis proximal de la tibia y fijarla

con un cerclaje de alambre.

El tratamiento con PTH 1-34 incrementd el volumen de hueso esponjoso y la
superficie osteoide en el grupo de ratas ovariectomizadas y en el grupo de

ratas no ovariectomizadas. PTH disminuyé los parametros de resorcion dsea
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(superficie erosionada, superficie osteoclastica y numero de osteoclastos) en

las ratas ovariectomizadas, pero no en las normales.

En la médula 6sea el tratamiento con PTH disminuy6 el volumen adipocitario y
el numero de adipocitos en las ratas ovariectomizadas. PTH no influyé sobre el

tamafio medio de cada adipocito en ningun grupo.

En el lugar de la osteotomia, el tratamiento con PTH incrementd el numero de
células con antigeno nuclear PCNA positivo tanto en ratas ovariectomizadas

como no ovariectomizadas.

El tratamiento con PTH incrementd la consolidacion tras la osteotomia del
hueso esponjoso tanto en las ratas ovariectomizadas como en las no

ovariectomizadas.

Estos resultados son debidos al menos en parte a la accion reguladora local
que incrementa la osteoblastogénesis y disminuye la adipocitogénesis en el

lugar de la osteotomia.

Komatsu'®®

utilizé ratas osteoporéticas tras ovariectomia, y les realizaron
un defecto cortical en la diafisis femoral, tras el cual formaron 5 grupos de
animales y los trataron con PTH 1-38 a dosis de 0, 3, 10 y 30 y/kg/dia, durante
5 semanas. A los animales les realizaron una tomografia computerizada
cuantitativa semanal (in vivo) que mostré un aumento dosis-dependiente en la

mineralizacién de las corticales del defecto, de la zona intramedular y de la

totalidad del hueso de la localizacion del defecto.
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En los estudios biomecanicos de flexién a 3 puntos, sélo la dosis mas alta de
PTH (30 ug/kg/dia) aumentd significativamente la fuerza del callo con respecto

al grupo control.

En los estudios histomorfométricos se confirmé que la PTH estimula la
formacion de hueso inmaduro en los defectos y en los espacios intramedulares,

pero no en el periostio.

El estudio en suero del marcador de formacion ésea PINP reveld un pico a la 32
semana, tras la cual comenz6 a disminuir hasta normalizarse a la 5% semana.
El marcador de resorcibn TRAP 56 disminuyé en todos los grupos

inesperadamente.

En resumen, se produjo un efecto dosis-dependiente con el tratamiento con
PTH en la reparacién de un defecto cortical en ratas ovariectomizadas. Este
defecto curé6 por wuna osificacibn intramembranosa que se inicid
intramedularmente y después avanzé hacia las corticales, sin observar una

formacion peridstica.

Esto hace presuponer que la PTH actua predominantemente sobre los
osteoblastos para estimular la aposicién mineral a lo largo de la superficie

endocortical, con alguna estimulacion en los espacios intramedulares.

Se han estudiado otros modelos experimentales de consolidacion,
incluyendo la formacion ésea tras una osteotomia sometida a distraccion, los

efectos de la PTH en el injerto 6seo vascularizado, la fusion vertebral o la
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osteointegracion de materiales metalicos implantados en el hueso y el

crecimiento 6seo en el interior de una camara ésea.

Aleksyniene®® en este articulo estudia los efectos de dos regimenes de
tratamiento de PTH 1-34 en un callo de fractura de la tibia de conejos,

sometidos a distraccion mediante un fijador externo.

Dividen a los animales en tres grupos y tras realizar la fractura y comenzar la
distraccion en el 5° dia, realizan un alargamiento de 10 mm durante 10 dias
(1 mm/dia) y posteriormente mantienen el fijador durante 20 dias mas, para
sacrificar a los animales a los 35 dias. Durante la fase de alargamiento y
consolidacion (30 dias) tratan al 1°" grupo con 25 ug/kg/dia de PTH 1-34; al 2°
grupo con salino durante los 10 dias de alargamiento y PTH 1-34 a dosis de 25
ug/kg/dia durante los 20 dias del periodo de consolidacién, y al 3* grupo con

salino durante los 30 dias.

En los dos grupos tratados con PTH los callos fueron radiograficamente mas

densos y mayores que en el grupo control.

Los dos grupos tratados con PTH tuvieron un volumen de tejido regenerado y
un volumen en la mitad de la diafisis significativamente mayor que el grupo

control.

Las dimensiones externas del callo regenerado fueron significativamente

mayores en los dos grupos de PTH que en el grupo control.

Los callos tratados con PTH tuvieron un mayor contenido mineral éseo y una

mayor densidad ésea que el grupo control.
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En el estudio biomecanico la resistencia maxima de los callos tratados con PTH
fueron un 33% y un 30% mayores que el grupo control. La tenacidad fue mayor

en los grupos de tratamiento con PTH comparado con el grupo control.

La rigidez del callo fue un 13% y un 8% mayor en los grupos de tratamiento con
PTH que en el grupo control. No se encontraron diferencias significativas entre
los dos grupos de tratamiento con PTH en ninguno de los parametros

estudiados.

h?®" estudid el efecto del tratamiento de PTH 1-34 a dosis

Seebac
60ug/kg/dia en el callo de distraccién femoral en ratas adultas comparado con

placebo.

Para ello realiz6 una osteotomia femoral, y la osteosintetizé con un fijador
externo, y tras un periodo de latencia de 7 dias comenzé la distraccion a una
velocidad de 0,5 mm/dia (0,25 mm 2 veces al dia) durante 10 dias, logrando
una longitud del callo de 5 mm. Posteriormente, un grupo de animales se
mantuvo durante 20 dias mas con el fijador externo y se sacrificaron, y otro
grupo durante 40 dias hasta el sacrificio. (Ambos grupos se dividieron en dos,

grupo placebo y PTH, que se inicié 30 dias antes del sacrificio).

Se realizaron estudios de morfometria, ensayos biomecanicos de flexion a 3

puntos, densitometria, e histologia del callo de distraccion.

A los 20 dias de la osteotomia, el tratamiento con PTH 1-34 incrementd
significativamente la resistencia maxima y la rigidez del callo mas del 50%. El

volumen total del callo y su area transversal fueron mayores en el grupo tratado
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con PTH, y la densidad mineral 6sea se incrementé en dicho grupo un 24%. El
analisis histolégico mostré un aumento de la densidad ésea del 35% y una
disminucién de la densidad en la superficie 6sea del 19% en los animales

tratados con PTH 1-34 sin que se modificase el grosor trabecular.

A los 40 dias de la fractura, el tratamiento con PTH 1-34 incrementé la
resistencia maxima y la rigidez del callo mas de 50%, sin modificar el maximo
tensional ni el médulo de elasticidad. No existieron diferencias en el volumen
del callo ni en su area entre los grupos de tratamiento y control. La densidad
mineral ésea del callo fue un 11% mayor y su contenido mineral 6seo un 33%

mayor en los animales tratados con PTH.

El andlisis histologico mostrdé un incremento en la densidad 6sea del 23%, una
disminucién de la densidad 6sea en superficie del 38% y un gran incremento
del grosor trabecular del 114% en los callos de distraccion tratados con PTH.
Las trabéculas se hicieron mas escasas y gruesas, con un aumento de la masa

Osea en el area cercana a la cortical.

Los autores hipotetizan que le tratamiento con PTH fue mas efectivo en el
grupo de distraccion de 20 dias porque se instauré el tratamiento con PTH en
el inicio de la de distraccion (en el dia 7 tras la osteotomia), mientras que en el
grupo de distraccién de 40 dias se comenzo el tratamiento en el dia 27 tras la

osteotomia (cuando ya habia finalizado la distraccion hacia 10 dias).

Sin embargo, también podria deberse a que en el segundo grupo el callo ya
fuese mas maduro al llevar mas tiempo de evolucidon y sus parametros se

acercasen mas a la normalidad, tras un periodo mayor de remodelacion.
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Los autores también encontraron un aumento de las propiedades biomecanicas
y de la densidad mineral 6sea del fémur contralateral intacto, aunque en mucha
menor medida que en el callo de distraccion, y teorizan sobre el efecto de PTH

1-34 es mayor en el hueso cuando se activa la respuesta reparativa.

Abe?? estudid el efecto del tratamiento de PTH 1-34 a dosis de
40 pg/kg/dia en un modelo de artrodesis espinal en ratas, comparado con un
grupo control tratado con suero salino. Para ello, tras realizar una artrodesis
lumbar colocando autoinjerto de cresta iliaca trataron a un grupo de animales
con PTH y a otro con placebo, y sacrificaron a los animales en los dias 14, 28 y

42 tras la cirugia.

Basandose en un test de palpacion manual, observaron que el grupo tratado
con PTH alcanz6 la fusion antes que el grupo de control y el estudio
radiografico mostré que se formd una masa de fusibn mas densa y mayor en

los animales tratados con PTH comparado con el grupo control.

En el estudio con microtomografia computerizada 3D mostré en los animales
tratados con PTH una reabsorcién mas precoz del injerto y una masa de fusién
mayor que en el grupo control. En el estudio microestructural, el volumen
trabecular y los parametros de conectividad de la masa de fusidén fueron

significativamente mayores en el grupo de PTH que en el grupo control.

El examen histolégico mostré que el grupo tratado con PTH tenia un mayor
porcentaje de aposicion mineral, de superficie mineralizada y de superficie de

osteoclastos, comparado con el grupo control.

90



INTRODUCCION

En el estudio de los niveles de marcadores de metabolismo 6seo, la
osteocalcina (OC) se mantuvo mas alta durante todo el periodo de estudio en
los animales tratados con PTH que en el grupo control. Los niveles del
colageno tipo | cruzado C-telopeptido (CTH) tendieron a disminuir
gradualmente con el paso del tiempo en ambos grupos. El nivel de este
marcador fue significativamente mas alto en el grupo de PTH comparado con el

grupo control sélo en el dia 42.

Hashimoto?%

estudid en ratas el efecto de la terapia secuencial
(tratamiento con PTH seguido de tratamiento con bifosfonatos) en la
consolidacion de un injerto libre vascularizado de di&fisis tibial tras 8 semanas,

comparandolo con placebo o con tratamiento aislado con bajas (10 ug/kg/dia) y

altas (100 ug/kg/dia) dosis de PTH 1-34.

El grupo control mostré6 una evidente pérdida ésea en ambas uniones del
injerto con el receptor, pérdida que no se observo en los animales tratados solo
con PTH o con terapia secuencial (PTH + Zolendronato). El tratamiento durante
8 semanas con PTH aumenté el contenido mineral 6seo vy la resistencia de una
forma dosis-dependiente. Estos efectos disminuyeron significativamente si sélo
se mantuvo el tratamiento con PTH durante 4 semanas, seguido de 4 semanas

de placebo, pero se evitd esta pérdida en la terapia secuencial.

Skripitz?®* mostré en ratas que el tratamiento con PTH 1-34 a dosis de

60 pg/kg/dia incrementa la formacién de una red de hueso trabecular y la
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densidad del hueso regenerado en el interior de una camara 6sea de titanio

implantada en tibia proximal de forma tiempo-dependiente.

El mismo autor®®

en otro estudio observa que el tratamiento en ratas
con PTH 1-34 durante 4 semanas mejora la fijacién en tibia proximal de
implantes roscados de acero triplicando la fuerza del par torsor de extraccion y
duplicando la fuerza de extraccion con respecto al grupo control. El autor
concluye remarcando que la fijacién de un implante depende de la densidad del
hueso adyacente y puede ser considerado como el resultado final de la
respuesta de consolidacién a una fractura ocasionada por el implante, y por

tanto el tratamiento con PTH podria mejorar la fijacion de los implantes

ortopédicos.

En una publicacién posterior, Skripitz?%

compara la fijacion de dos
implantes con rugosidades diferentes (acero inoxidable y cemento PMMA)
implantados en metafisis proximal tibial de ratas y tratadas con PTH 1-34 a
dosis de 60 pg/kg/dia con un grupo control, sacrificando a los animales a las 2
y 4 semanas. El tratamiento con PTH incrementé de forma significativa el
porcentaje de contacto 6seo con ambos implantes a las 2 y 4 semanas
comparado con el grupo control. El los animales tratados con PTH las
trabéculas 6seas adyacentes al implante disminuyeron en numero, haciéndose

mas gruesas, con un incremento en la masa 0sea en el area adyacente al

implante, comparado con el grupo control.
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Gabet® estudid en ratas ancianas ovariectomizadas el anclaje de
implantes de titanio en la metéfisis proximal de la tibia, y como el tratamiento
durante 8 semanas con PTH 1-34 a dosis de 0, 5, 25 y 75 ug/kg/dia afectaba a
dicho anclaje. Estudi6 la osteointegracion mediante microtomografia
computerizada cuantitativa (UCT), y también realizé ensayos biomecanicos de
extraccion del implante. Todos los parametros uCT (densidad ésea, grosor
trabecular, numero de trabéculas y densidad de su conectividad) fueron
estimulados por la PTH de manera dosis-dependiente. En los ensayos
biomecanicos, los tres parametros medidos (fuerza maxima, rigidez vy
tenacidad) aumentaron significativamente de manera dosis-dependiente,
excepto entre las dosis mas altas, donde no encontré diferencias significativas

entre la dosis de 25 y la de 75pug/kg/dia.

Como se puede observar, el numero de trabajos experimentales que
estudia los efectos de la PTH en la consolidacién ésea tras una fractura, en la
fusion vertebral, o la formacién de hueso tras un implante metalico es muy
numeroso y heterogéneo. Asi mismo también varia la secuencia de la hormona
utilizada, la dosis, el tiempo de tratamiento y el periodo de exposicion a la
misma, asi como si se complementa con otros tratamientos locales o
sistémicos. Respecto al animal de experimentacion, la mayoria de los estudios
se realizaron con animales pequefos (ratas o conejos) y so6lo hemos
encontrado un autor que utiliza animales grandes (monos) con sistema de
consolidacion haversiana similar a los humanos. También es muy elevada la

variabilidad respecto a individuos que tengan o no alguna caracteristica que
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dificulte la consolidacion 6sea (ovariectomia, tratamiento corticoideo, edad
avanzada), asi como el modelo de fractura utilizado y el tiempo de sacrificio del
animal. Ademas, la manera de medir el efecto del farmaco se ha realizado de
diferentes formas, ya sea con estudios radiograficos, densitométricos,

biomecanicos, morfométricos, histoldgicos y moleculares.

Todo elle hace que la extraccidn de conclusiones sea dificultosa, dificil
de interpretar y en ocasiones contradictoria. Sin embargo, la mayoria de
autores encuentran un aumento de las propiedades biomecanicas del callo y de
su contenido mineral 6seo, asi como una aceleracion de la consolidaciéon
radiografica del mismo, tanto en animales sanos como en aquellos que tienen

disminuida la capacidad de consolidacion ésea.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La incidencia de fracturas osteoporoticas en Espafa es elevada y
seguira aumentando gracias al incremento en la esperanza de vida de la

poblacién espafiola®®®.

Numerosos estudios experimentales indican que en la osteoporosis
existe una disminucién importante de la capacidad reparadora de las fracturas,
como también ocurre con la edad avanzada, la diabetes y el tratamiento con

corticosteroides'’® 8%

La hormona paratiroidea constituye un prometedor agente, que ha
cambiado en gran medida el pilar de tratamiento de la osteoporosis. Desde su
aprobacion por la FDA en 1992, numerosos estudios han evaluado el
beneficioso efecto terapéutico®'®. Gracias a su efecto anabdlico no sélo es
eficaz en el aumento de la densidad 6sea y en la prevencion de las fracturas,
sino que también tiene el potencial para mejorar la microarquitectura del

hueso125,129

El concepto de un agente anabdlico éseo que pueda estimular la
formacion de hueso nuevo y los prometedores resultados de los estudios
iniciales en el tratamiento de la osteoporosis podrian ampliar las indicaciones
de la PTH en casos de fracturas éseas. En los ultimos 10 afos, muchos
estudios experimentales se han disefiado con el propdsito de identificar el
papel de la PTH en la reparacion de fracturas. Acelerar la consolidacion 6sea,
la estimulacién de la osteogénesis (formacion de callos mas resistentes) y la

mejora de la resistencia mecanica del callo se han documentado en el examen

95



HIPOTESIS DE TRABAJO

histologico y analisis histomorfométrico en modelos animales. Pero la mayoria
de estos estudios estan realizados en ratas, las cuales poseen un proceso de
consolidacion Osea bastante diferente al humano, o en animales no

osteoporaéticos.

En nuestro caso hemos elegido la oveja como animal de
experimentacion, por su proceso de consolidacion ésea mucho mas cercano al
humano y ademas en ovejas osteoporéticas para acercar aun mas las

condiciones en las que se producen estas fracturas'®'"°.

Nos planteamos estudiar el efecto de la hormona paratiroidea de cadena
completa PTH 1-84 (utilizada actualmente en el tratamiento de la osteoporosis)

en la consolidacion de las fracturas en ovejas osteoporoticas.

El efecto de la PTH en la consolidacién de las fracturas ha sido
determinado sobre todo por estudios histoldgicos. Pero en la practica clinica, lo
mas interesante es conocer la resistencia mecanica del callo para saber en qué
momento se puede considerar una fractura perfectamente consolidada desde
un punto de vista biomecanico. Por ello, hemos realizado ensayos
biomecanicos de flexion a cuatro puntos y de torsibn que son los que
informacion mas precisa nos proporcionaran sobre el comportamiento

mecanico del callo de fractura.

Por lo tanto, nuestra hipétesis de trabajo es que si la PTH actua como
agente anabdlico favoreciendo la consolidacion 6sea, la utilizacion de este
farmaco durante la reparacién de una fractura mejorara las propiedades

morfoldgicas, densitométricas y biomecanicas del callo.
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Para comprobarlo utilizaremos un modelo de fractura diafisaria de tibia
en una oveja osteopordtica estabilizada mediante un fijador externo. Este
modelo de fractura experimental reproduce de forma fidedigna las condiciones
del proceso de consolidacién ésea que se produce en las fracturas en
humanos. Otros autores han utilizado anteriormente este modelo para distintos

209-218

estudios de la consolidacion de fracturas pero ninguno de ellos en ovejas

osteopordticas.
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OBJETIVOS

- Reproducir un modelo experimental en animales grandes para estudiar
la consolidacion de una fractura en la tibia de ovejas osteoporoticas

ovariectomizadas y alimentadas con dieta pobre el calcio y vitamina D.

- Estudiar el proceso de consolidacién 6sea en este modelo de
experimentacion en ovejas osteoporoticas, mediante estudios de densitometria

y biomecanicos del callo de fractura.

- Estudiar el efecto de la PTH (1-84) en el proceso de consolidaciéon de

las fracturas comparandolo con un grupo control.
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MATERIAL Y METODOS

1.- Animal de experimentacion:

1.1.- Manipulacién animal:

La manipulacion y la experimentacién animal de este proyecto se ha

adecuado a la norma del 21 de octubre del 2005, Real Decreto1201/2005.

1.2.- Animal de experimentacion:

Para la eleccion de un animal como modelo de experimentacion para el
estudio de la osteoporosis necesitamos un animal vivo en el que se pueda
estudiar la pérdida 6sea debida a la deficiencia hormonal ovarica de forma
espontanea o adquirida y en el que las caracteristicas de esta pérdida ésea y
sus secuelas sean lo mas parecidas posibles a las de la menopausia en las

mujeres®*2.

Aunque la mayoria de los trabajos experimentales publicados sobre la
influencia de la PTH en la curacion de las fracturas se han realizado en ratas
como animal de experimentacion hay que tener en cuenta que este modelo de
reparacion O6sea tiene como principal limitacion el hecho de que la
consolidacion que se produce en roedores es principalmente membranosa vy
ésta se correlaciona débilmente con el proceso de consolidacion endocondral

247,175,249

que se produce en los humanos A pesar de ello, las ratas

proporcionan un modelo de fractura que también permite el estudio mediante
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biologia molecular, se puede utilizar gran numero de animales y la

consolidacién es potencialmente mas rapida'®*".

Nosotros hemos elegido las ovejas osteopordticas como modelo

experimental en la consolidacion de fracturas.

Los animales grandes, como la oveja, son mas adecuados para el
estudio de pruebas biomecanicas ya que su tamafio facilita la cirugia y los
T . . 175,247,249 , ~ . .y
analisis biomecanicos . Ademas el tamano de las ovejas también es
importante pues permite reproducir un modelo de experimentacion de fractura
6sea como es la osteotomia tibial estabilizada mediante un fijador

externo76,209,21 1 ,214,215,218.

Un inconveniente de utilizar las ovejas como animal de experimentacion
es el coste en comparacion con los animales mas pequefos lo que obliga a
utilizar menos animales. Ademas hay que tener en cuenta que son animales
rumiantes y por lo tanto no se les puede administrar medicacion oral y deben
estar en ayunas de al menos 24 horas antes de proceder a cualquier

procedimiento  quirdrgico®*®

.Para ello hemos a utilizado trece ovejas
esqueléticamente maduras de la raza Guirra, a las que se le realizé6 una
ovariectomia bilateral y fueron sometidas a una dieta pobre en calcio y vitamina
D, durante 6 meses, para conseguir un modelo comparable a la osteoporosis
humana con respecto a los cambios en la densitometria, estructura 6sea y

fuerza'®?,

La ovariectomia se ha realizado bajo anestesia general, mediante una
laparotomia media, localizacién de los ovarios, ligadura de la arteria ovarica y

de la trompa y extraccion de los 2 ovarios.
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Durante 6 meses, las ovejas fueron sometidas a una dieta restringida que
ha consistido en pienso con 1,5 gramos de calcio y 100 unidades
internacionales de vitamina D diarias (las dosis normales son 5 gramos de

calcio y 1000 unidades de vitamina D).

Se ha trabajado con dos grupos:

Grupo 1. 6 ovejas a las que se les ha administrado hormona
paratiroidea de cadena completa PTH (1-84) via subcutanea en
dosis de 100 ug diarios (dosis equivalente a la utilizada en la
clinica) tras la intervencion quirurgica para realizar la osteotomia

(PTH).

- Grupo 2: 7 ovejas en el grupo control, que no han recibido

medicacion (CON).

Para estudiar la consolidacion 6sea hemos realizado una osteotomia en la
tibia de la pata posterior derecha y la hemos estabilizado mediante un fijador

externo, dejando un espacio entre los fragmentos 6seos de 3 mm.

La técnica se describe en el siguiente epigrafe.

2.- Técnica quirargica:

2.1.- Procedimiento quirurgico

Las ovejas se mantienen en ayunas de agua y pienso durante 24 horas

antes de la intervencidon quirargica. Hay que tener en cuenta que estos
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animales son rumiantes y por tanto no son suficientes los periodos menores de

ayuno, ya que retienen el alimento en el rumen.

La relajacion del animal se ha conseguido mediante la inyeccion
intramuscular de 3-4 mL de clorhidrato de Xilacina (Rompum®, Bayer) con una
posologia de 0.01 mg/kg. La anestesia se realiza mediante Propofol (Diprivan®,
Astrazeneca) al 1% con dosis de 4.5 mg/kg, inyeccion subcutanea de 1 ampolla
de atropina (Atropina Braun, B. Braun Medical SA) y 1 ampolla subcutanea de

Hidrocloruro de mepivacaina (Mepivacaina Braun® 1%, Braun Medical SA).

En la mesa de quiréfano se colocan en decubito lateral con la pata
trasera derecha (a operar) sobre la mesa. Se sujetan las patas delanteras y la

trasera izquierda y se coloca un soporte para la cabeza.

La pata se afeita, se lava con cepillo y solucién jabonosa yodada y se
seca. Posteriormente se pinta de forma estéril con solucidon yodada y se aisla

con pafos estériles.

Bajo condiciones asépticas se monta un fijador externo unilateral
monotubo (Sistema DynaFix, Biomet) mediante una técnica de 4 tornillos de
forma que la distancia entre los 2 tornillos centrales sea de 6 cm para que la
osteotomia se realice justo en el centro, a 3 cm de cada tornillo central. Este
fijador externo nos servira como plantilla para colocar sobre él los tornillos en la

cara anteromedial de la tibia derecha (figura 2).
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3 cmi

3mm¢ 6 cm

3 cmi

5cm

Figura 2. Esquema de la tibia de la oveja (naranja) y la colocacion del

fijador externo (azul) con las referencias utilizadas.

Se marca la piel con las guias de broca colocadas sobre le fijador y se
comienza por el tornillo mas proximal. El fijador se colocara de tal forma que los
pernos que sujetan las fichas queden posteriores y los que solidarizan los
patinetes al cuerpo queden anteriores. Hay que recordar que la orientacion del
tornillo es anterointerno y que el tornillo mas distal debe estar separado del

tobillo aproximadamente 2-3 cm segun el tamafio de la pata.

Se incide la piel y el tejido celular subcutaneo hasta llegar al periostio y
se identifican los limites de la tibia para colocar la broca justo en el centro de la
diafisis. Se marca con el punzén a través de la guia corta y posteriormente se
perfora con broca de 3,2 mm de didmetro hasta atravesar las dos corticales. Se
retira la broca y su guia y se coloca el tornillo de 5 mm de diametro con el
berbiqui manual. Una vez colocado el primer tornillo se repite el proceso con el
mas distal, asegurandose de que se coloca en el centro del hueso. Cuando

estan colocados el tornillo mas proximal y el mas distal, se intercambian las
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guias cortas por las largas, colocando las primeras para los tornillos
intermedios. Se incide la piel de forma menos extensa, se marcan con el
punzén, se taladran y se colocan los tornillos intermedios. Se palpan por la cara
posterior las puntas de los tornillos para comprobar que han atravesado las dos

corticales.

Se retira el fijador y se cosen las incisiones con Vicril rapide de 3/0. Se
incide la piel algo mas posterior entre los 2 tornillos centrales. Se disecan los
planos hasta llegar al periostio. Se desperiostiza la tibia y se colocan dos
separadores de Hoffman para proteccion de las partes blandas y se realiza la
osteotomia con sierra oscilante. Se comprueba que la osteotomia es completa
y se monta el cuerpo del fijador externo sobre las fichas. Se colocan los tubos
de plastico para que los patines hagan mejor presa sobre las fichas. Se coloca
un espaciador sobre la osteotomia para mantener un espacio interfragmentario
de 3 mm y se aprietan todos los pernos del fijador. Se cierra la herida por
planos, prestando atencion al cierre del periostio y de las partes blandas, con

Vicril 3/0 y Vicril rapide 3/0 para la piel.

Tras suturar la piel, se vendan las heridas y los tornillos con gasas
estériles y se repasan los pernos con la llave dinamométrica con un par de
apriete de 4,0 Nm y posteriormente se coloca una férula metalica de

proteccion, que se mantendra durante 4 semanas.

En el postoperatorio se administra una inyeccion intramuscular de 1 g de
Amoxicilina (Amoxicilina + Acido Clavulanico Cinfa EFG®, Cinfa) como profilaxis
antibidtica y una inyeccion intramuscular de Metamizol Magnésico (Nolotil®,

Boehringer Ingelheim).
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A las ovejas se les permite andar sin restriccidon en su establo después
de recuperarse de la anestesia, y se vigilan diariamente la actividad, la herida
quirurgica y si desarrollan una infeccion del trayecto de los tornillos. La
profilaxis antibiética con 1 g de Amoxicilina (Amoxicilina + Acido Clavulanico
Cinfa EFG, Cinfa) se repite al 2° y 3° dia post-cirugia. Las heridas son
revisadas y el vendaje se cambia en condiciones asépticas de forma semanal,
comprobando con la llave dinamométrica cada uno de los pernos del fijador

externo. La férula de aluminio se retira a las 4 semanas.

A las 8 semanas tras la intervencion quirdrgica se sacrifican los animales
tras una induccién de anestesia general con pentobarbital sédico a dosis de 30
mg/kg (Penta-Hypnol®, Agrovet Market SA), y mediante la administraciéon
intravenosa de una ampolla de cloruro potasico (Cloruro Potasico Braun sol.

14,9%, Braun Medical SA).

Tanto la pata derecha intervenida como la izquierda, no intervenida, se
recogen, se retiran las partes blandas (piel y musculo) y se congelan a -70°C

hasta su procesamiento.

El dia del ensayo se descongelan, a temperatura ambiente y una vez
descongeladas se envuelven en gasas humedecidas con suero salino
fisiologico para evitar al maximo la modificacion de las propiedades mecanicas
de los tejidos por evaporacion de agua y desecacion, ya que se ha observado
que la desecacion influye en el comportamiento mecanico®'®??. Este proceso
se repite siempre en las mismas condiciones para todas las muestras. Una vez

descongeladas las muestras se realizan los estudios mediante TAC y las
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pruebas biomecanicas no destructivas de flexion a cuatro puntos y por ultimo

las destructivas de torsion.

Las intervenciones quirurgicas se han realizado en el quiréfano de la
Unidad Central de Investigacion, de la Facultad de Medicina y Odontologia de
Valencia, donde se ha controlado también el postoperatorio, y posteriormente
los animales han sido estabulados en las condiciones que marca la ley en las
instalaciones de estabulacion animal de la Escuela de Ingenieros Agronomos

en la Universidad Politécnica de Valencia (Numero de licencia 250V091).

3.- Caracteristicas del fijador externo

El sistema de fijacion externa estda compuesto por 4 tornillos tronco-
cénicos y autoterrajantes de 6 mm de diametro y 90 mm de longitud. Estos se
situan a 30 mm de por encima y por debajo de la osteotomia. La distancia de la
piel a la barra del fijador es de 30 mm. La barra se sujeta a los tornillos con dos
rétulas que se ajustan a la barra mediante dos tuercas que se ajustan con una
llave dinamométrica con un par de apriete de 4,0 Nm. El espacio
interfragmentario a nivel de la osteotomia es de 3 mm. Este sistema ha sido el

mismo en todas las ovejas intervenidas (figura 3).
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Figura 3. Fotografia del sistema de fijacion externa utilizado para la

estabilizacion de la osteotomia en la tibia de la pata de la oveja.

4.- Métodos de medicion:

4 .1.- Estudios de imagen mediante TAC:

Se han tomado imagenes de TAC de todas las muestras, tanto de
las tibias intervenidas como de su tibia contralateral no intervenida, del grupo
sin medicacion control (CON) y del grupo estudio tratadas con Hormona

Paratiroidea (PTH).

Se ha realizado un estudio morfolégico, comprobando la consolidacion
de la fractura y evaluando el callo y su superficie en los cortes axiales, asi

como el estudio densitométrico del callo, descrito mas adelante.

El estudio se ha realizado en el centro ERESA Campanar de Valencia
con TAC multidetector de 16 canales (GEH, CT Light Speed 16 plus, Wakesha,

WI, USA) practicando adquisicion helicoidal (kW 120, MA 440, FOV 33 cm,
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matriz 512 x 512, grosor de corte de 1,2 mm y algoritmo de reconstruccién

bone plus).

4.2.- Estudios biomecanicos:

Los estudios biomecanicos y densitométricos se han realizado en el

Instituto de Biomecanica de Valencia (IBV).

Para evaluar mecanicamente el hueso reparado, este ha sido sometido a

dos tipos de ensayos in vitro:

- Ensayos no destructivos de flexion a cuatro puntos; ensayos

sensibles a la asimetria 6sea que se produce durante el proceso de reparacién
y, por tanto, a la orientacién del espécimen durante la realizacion de los
mismos?*'?%_ De estos ensayos se obtienen las graficas del perfil polar de
rigidez, a partir de estas se obtienen tres parametros importantes: indice de

rigidez, indice de areas y el indice de planitud.

El ensayo de flexion se ha utilizado comunmente en multitud de
experiencias para evaluar las caracteristicas mecanicas de huesos largos. Los
ensayos de flexion, atendiendo al modo de aplicacién de la carga, se dividen en

dos tipos: de flexion en 3 puntos y de flexion en 4 puntos (figura 4):
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FLEXION A CUATRO PUNTOS FLEXION A TRES PUNTOS

Figura 4. Esquemas de los ensayos de flexion, a cuatro y tres puntos.

El ensayo de flexion a cuatro puntos muestra claras ventajas frente al de

tres puntos:

En el ensayo de tres puntos se aplica la carga directamente sobre el

hueso, el cual sufrira una deformacion local en ese punto,
. . 20,226

subestimandose, de este modo, el médulo de Young .

En el ensayo a tres puntos, el momento de flexion no es uniforme a lo

largo de la muestra, siendo maximo en el lugar donde se aplica la carga.

En el de cuatro puntos, sin embargo se logra un momento uniforme a lo

227
(

largo del hueso entre las dos fuerzas aplicadas®’ (figura 5).
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Momento de flexion
Momento de flexion

distancia distancia

Figura 5. Representacion de los momentos flectores en los ensayos de flexion a

tres y cuatro puntos.

El ensayo a flexion a 4 puntos que hemos realizado se lleva a cabo en 12
planos diferentes a lo largo del eje longitudinal del hueso siguiendo una
modificacion del procedimiento propuesto por Foux®?®. Para ello se va rotando
el hueso a intervalos de 15° en la maquina de ensayos. El hecho de evaluar la
rigidez en diferentes planos se justifica porque hay evidencias de que los
huesos largos muestran diferencias en su rigidez dependiendo del plano dénde
se realiza el ensayo de flexion??*?*°. Ademas, estas diferencias son todavia
mas pronunciadas después de la fijacién de una fractura®®'. Es importante
tener estos aspectos en cuenta al evaluar la rigidez del hueso ya que si
elegimos aleatoriamente un solo plano del hueso, podriamos estar

sobreestimando o subestimando los valores de rigidez registrados.

Por esta razén se elige este método que supone una ligera modificacion
del que fue desarrollado por Foux. En su caso se empledé un ensayo no
destructivo a flexion de tres puntos en 24 planos diferentes. En nuestro caso el
ensayo es de flexion a cuatro puntos, pero en 12 planos. De esta manera no

obtenemos un unico valor de rigidez para cada hueso si no que se registran 12
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valores de rigidez para cada hueso, correspondientes a los 12 planos
ensayados. Estos valores se representan graficamente dando lugar a una
elipse, o perfil polar de rigidez que refleja los valores de rigidez de los 12

planos ensayados.

- Ensayos destructivos de torsion; no son sensibles a la asimetria del

hueso y del callo, y por tanto, tampoco a su orientacion relativa al realizar el
ensayo, obteniéndose los parametros de rigidez torsional, par torsor maximo y
tenacidad. El objetivo de esta prueba es la obtencion de informacion
relacionada con las caracteristicas resistivas del hueso en consolidacion, ya
que la fuerza aplicada alcanza el punto de rotura del hueso. Este ensayo de
torsion destructivo es un método estandarizado y ha sido empleado por

numerosos autores32241

El ensayo destructivo a torsion permite conocer diversas caracteristicas
mecanicas tanto de la tibia osteotomizada como de la contralateral sana. Este
tipo de ensayo no es sensible a la asimetria del hueso y del callo y, por tanto a

la orientacion de los especimenes durante la realizacion del mismo.

e Preparacion de las muestras y procedimiento del ensayo:

Como en todo ensayo cientifico, es importante que todos las muestras
sean sometidas al mismo proceso de conservacién y manipulacion. Como ya

se ha descrito, la descongelacion se realiza a temperatura ambiente y una vez
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descongelados se envuelven en gasas humedecidas con suero salino
fisiologico para evitar al maximo la modificacion de las propiedades mecanicas
de los tejidos por evaporacion de agua y desecacion, ya que se ha observado

que la desecacion influye en el comportamiento mecanico.

La inclusion de las tibias en mordazas se realiza siguiendo un
procedimiento riguroso con el fin de conseguir una unién sdélida y una buena
alineacion de los fragmentos 6seos. Las mordazas estan constituidas por unas
cazoletas mecanizadas en aleacion de aluminio, disefiadas para un montaje
sencillo en una maquina de ensayos. La cazoleta de la parte proximal, lleva en
su extremo 12 caras planas que permiten su orientacion en intervalos de 30°

para el ensayo de flexion. La cazoleta de la parte distal es totalmente lisa.

Las tibias, una vez descongeladas se preparan para su introduccion en las

cazoletas:

1. Se recortan las zonas epifisarias con una sierra oscilante.

2. Con el taladro se realizan dos nuevas perforaciones perpendiculares a
las ya existentes para el paso de las agujas del fijador externo.

3. Se vuelven a introducir las agujas de Kirschner recortandolas a una
longitud aproximada de 25 mm con el fin de impedir la torsion de las
piezas 6seas en el interior de las mordazas.

4. En el caso de la tibia control, se procede a realizar todas las
perforaciones con el taladro a la misma distancia que en el caso de la
tibia osteotomizada.

5. A continuacién se introduce en la mordaza achaflanada la parte distal de

la tibia; se centra, empleando para ello cuatro tornillos colocados en la
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parte superior de la mordaza. Se marca con un rotulador permanente de
la cara achaflanada la zona que corresponde con la cresta tibial, esto es
fundamental a la hora de la realizacién de los ensayos, porque marcara
el plano 0 de inicio de los ensayos. Con la tibia centrada totalmente vy fija
se vierte sobre la cazoleta metal de Wood (aleacion de estafio y bismuto
que presenta un punto de fusion de 47°C)**2. Se espera el tiempo
necesario hasta que ésta se enfrie. Se gira el montaje 180° y se repite la
operacion dejando un espacio libre entre cazoletas de 40mm. Para
conseguir una buena alineacion durante la preparacién del espécimen,
las mordazas se sujetan a un dispositivo de accionamiento manual que
permite acercarlas y alejarlas manteniendo dicha alineacion.

6. Cuando se ha enfriado el metal de Wood se liberan las cazoletas del
dispositivo de alineacién. El espécimen 6seo es envuelto en una gasa

que permanecera humeda durante todo el ensayo.

* Ensayo de flexion a 4 puntos:

Este ensayo a flexién se lleva a cabo en 12 planos diferentes a lo largo
del eje longitudinal del hueso siguiendo una modificacién del procedimiento
propuesto por Foux??®. Para ello se va rotando el hueso a intervalos de 15° en

la maquina de ensayos.

El esquema de la configuracion del ensayo de flexién a cuatro puntos se

muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema de la configuracion del ensayo de flexion a cuatro
puntos.

Para el calculo de la rigidez a flexién (El)nieso S€ aplica la Ecuacion 1
donde, x e y corresponden a las distancias entre los puntos representados en
el esquema de la Figura 3, d es el desplazamiento que sufre la muestra tras la
aplicacién de la fuerza. F es la fuerza aplicada. (El). se corresponde con la

rigidez del material de las cazoletas.

3lal <"y

(EI)hueso = 5
F X
1-|q] 6(ED)c

Ecuacion 1. Rigidez a flexion.

Para la definicion del protocolo de realizacion de los ensayos se ha

228,231

tomado como modelo las experiencias de Foux , Bramer*® y

244

Lewandrowski“™ en las que se repiten los ensayos girando las mordazas hasta

completar el giro, obteniendo la distribucién de rigideces en funcién del plano
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de ensayo. Esta descripcion de la rigidez da lugar a lo que se conoce como

perfil polar de rigidez a flexion (PPRF).

Tedricamente, considerando que la rigidez es simétrica en cada plano (la
misma para una orientacion de 0° y 180°), asumiendo que los tejidos presentan
las mismas rigideces a compresioén que a traccion®?® la distribucion polar de la
rigidez a flexion adquiere la forma de una elipse centrada en el origen y, por
tanto, se define por tres parametros (semieje mayor a, semieje menor b y
angulo de inclinacién a (Figura 7). La relacién existente entre estos tres
parametros del PPRF del hueso osteotomizado y los de su contralateral intacto
que se utiliza como control, sirven para definir parametros de eficiencia (indice
de rigidez, relacién de areas e indice de planitud), que caracterizan las

propiedades mecanicas del hueso reparado.

ANTERIOR

MEDIAL
LATERAL

POSTERIOR

Figura 7. Perfil polar de rigidez de un hueso osteotomizado y su
contralateral sano.

Las condiciones de ensayo realizadas en este trabajo han sido
adaptadas a las caracteristicas especificas del animal de experimentacién

empleado y a la maquina de ensayos utilizada. El hueso se posiciona en la
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maquina universal de ensayos (Modelo INSTRON 8874/511/147) con una
carga maxima de 15 kg y se procede a la realizacion del ensayo en el primer

plano; obteniéndose graficas similares a la observada en la figura 9.

Las condiciones son las siguientes:

—_—

. Control por desplazamiento.

2. Velocidad de desplazamiento del actuador: 0.008 mm/min.

w

. Carga fin de ensayo: 15 N.
4. Distancia entre apoyos (figura 8):
A. 140 mm

B. 64 mm

A

B E——

Figura 8. Figura esquematica de los puntos de apoyo en el ensayo de

flexion a cuatro puntos y fotografia del ensayo.
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Figura 9. Grafica tipica de un ensayo de flexion en uno de los planos.

Los ensayos comienzan aplicando en el plano AP marcado como un O
(zona de la cresta tibial). Una vez alcanzada la condicion de fin de ensayo, se
descarga y se gira la muestra 30°, asi sucesivamente hasta alcanzar los 360°
que corresponderia con los 12 planos. Para cada uno de estos planos
ensayados se calcula la rigidez como la pendiente de la curva carga-
desplazamiento. Los ensayos se realizan tanto en la tibia osteotomizada como
en la contralateral sana. La ecuacién de la elipse que se obtiene del PPRF es

la siguiente (ecuacion 2):

R*= A
B+cos2(@—a)

Ecuacion 2: Ecuacion de la elipse obtenida del PPRF.

Donde R es el vector del radio en el punto donde la direccion de la elipse
coincide con la del angulo de orientacion de la placa (8); a es el angulo de

inclinacion de la elipse, medido desde la direccién y al eje menor, y Ay B son
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funcidn de los semiejes a y b de la elipse y estan definidos por las ecuaciones

siguientes (ecuacién 3):

1:&
a - —b~
p_ath
a —=b"

Ecuacion 3. Parametros que definen la ecuacion de la elipse.

Para determinar la elipse que mejor se ajusta al perfil polar de rigidez a
flexion, se asigna a la variable r los valores de rigidez a flexion obtenidos
experimentalmente para cada angulo 6 y se realiza una regresion no lineal
mediante el método de Levenberg-Marquardt, incluyendo como variable
dependiente la r?, como variable independiente el angulo 8 y como parametros

a determinar A, By a.

La verdadera importancia del calculo de estas elipses radica en la
obtencion a partir de ellas de tres parametros que aportan una importante
informacion respecto a la eficiencia de la reparacion del hueso. Estos
parametros estan estandarizados permitiendo conocer la relacién entre el
hueso osteotomizado y contralateral sano, por lo tanto los valores obtenidos

son adimensionales referidos al hueso intacto contralateral.

Para cuantificar las diferencias entre las elipses del hueso reparado y el
contralateral sano se definen los siguientes parametros de eficiencia de la

reparacion®?®;
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Indice de rigidez (Stiffness-Index, Sl) (ecuacidén 4), que es el mas
importante, el cual se obtiene dividiendo la rigidez en los doce planos del
hueso osteotomizado (Elys) por la rigidez en los mismos planos de su
contralateral sano (El;) para obtener resultados estandarizados, y de
este cociente se elige el valor minimo. Representa el mayor salto de
rigidez del sistema, es decir, la direccion del plano de carga donde se da
una mayor diferencia entre la rigidez del hueso sano y el osteotomizado.

Este indice nos indica el plano donde el valor de rigidez es menor.

S7 :[(EI/ os-’/(E[_,)c]min

Ecuacion 4. Ecuacion que define el indice de rigidez.

Otro parametro es el indice de area (Area-Ratio, AR) (ecuacién 5), que
nos permite evaluar la rigidez del hueso de una forma global respecto a
la de su contralateral sano, partiendo de los valores del semieje mayor
(a) y semieje menor (b) que definen la elipse. Es una forma de analizar
la relacion que existe entre las superficies de ambas elipses,
representandose con ella la relacion entre la rigidez total en cada uno de
los casos. El valor de esta relacidon varia entre 0 y 1; cuanto mas se
aproxime a la unidad sera indicativo de que la rigidez de la tibia

osteotomizada es mas similar a la de la tibia intacta.
AR = (ab),s/(ab),

Ecuacion 5: Ecuacion que define la relacion de areas.
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* EIl tercer parametro es el indice de planitud (Flatness-Ratio, FR)
(ecuacion 6), que se define como la relacion entre las planitudes de
ambas elipses, de forma que los valores inferiores a 1 indican que la
planitud de la rigidez del callo es inferior a la del hueso, es decir que el
callo presenta una rigidez menos simétrica y mas orientada que el hueso
sano. A medida que el callo vaya reparando y remodelandose, la elipse
debera ir orientandose y acercando su excentricidad a la del hueso
sano. Cuando se alcanza el valor de 1, indicaria que no existen

diferencias entre el hueso control y el osteotomizado.
FR - (b/ajos/ (b/ajc
Ecuacion 6:. Ecuacion que define el indice de planitud.

Una vez completados los ensayos de flexion, los huesos son ensayados
de nuevo para caracterizar su comportamiento a torsibn mediante ensayo

destructivo.
* Ensayo de torsion destructivo:

Para la realizacion del ensayo a torsidén se fija el espécimen a una
maquina universal de ensayos (Modelo INSTRON 8874/511/147) con una

carga maxima de 15 kg. Quedando una longitud libre del espécimen de 40 mm.
Las condiciones de ensayo son:

o Control por desplazamiento angular.
o Velocidad del desplazamiento de actuador de 0.25°/min.

o Fin de ensayo: rotura de la tibia.
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El ensayo destructivo a torsion permite conocer diversas caracteristicas
mecanicas tanto de la tibia osteotomizada como de la contralateral sana. Este
tipo de ensayo no es sensible a la asimetria del hueso y del callo y, por tanto
tampoco a la orientacion de los especimenes durante la realizaciéon del

mismo?10234240241 (figyra 10).

Figura 10. Ensayo de torsion y fin del ensayo con rotura tibial.

El ensayo se realiza en control por desplazamiento, con una velocidad
de 0.25°/min**® registrando simultaneamente el momento torsor aplicado y el
giro relativo entre los extremos de la muestra. Se utiliza esta baja velocidad
debido al comportamiento viscoelastico del tejido 6seo que es capaz de
absorber una mayor cantidad de energia a velocidades elevadas, por lo que,
pequefias variaciones en la velocidad de aplicacion podrian provocar grandes
diferencias en la absorcién de energia®*'. Una baja velocidad minimiza estos

efectos inerciales.

Puesto que los callos incipientes presentan un comportamiento plastico y

es dificil llevarlos a rotura, la condicion de fin de ensayo es la rotura del hueso
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reparado (en los que esta se alcanza) o un giro relativo maximo entre

mordazas de 90°.

Mediante este ensayo obtenemos un tipo de grafica similar a la que se

muestra en la Figura 11.

200 + /’

/
oo | /
ol /
c t t Tf/ t

o 5 10 15 20 25 30 35
DESPLAZAMIENTO ANGULAR()

Par Nem)

+ " 1
T T 1

Figura 11. Grafica obtenida del ensayo a torsion.

Los parametros obtenidos del ensayo de torsién son de especial interés
desde el punto de vista de la resolucion de una fractura; mas concretamente el
par torsor maximo, que es aquel punto en el que el hueso llega al punto de
rotura, obteniéndose por tanto informacion sobre las caracteristicas resistivas

del hueso en la fase en que se encuentra, bajo este modo de carga.
Los parametros obtenidos a partir de esta grafica son (figura 12):

1. Par torsor maximo (Ncm): es el valor del par torsor en el que el hueso
rompe. Se obtiene directamente a partir de la curva par torsor-
desplazamiento angular, siendo el par torsor maximo o resistencia a
torsioén el valor maximo que alcanza la curva.

2. Angulo de torsién o deformacion angular maxima (°): es aquel

desplazamiento que sufre el hueso hasta que rompe.
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3. Energia absorbida o tenacidad (Ncm®): energia que absorbe el hueso
hasta su rotura. Corresponde al area de la grafica a partir de que el
hueso empieza a deformarse hasta su punto de rotura (Area sombreada
de la figura 12).

4. Rigidez torsional (Ncm/°): relacion que existe entre la carga aplicada y
el desplazamiento observado. Corresponde a la pendiente de la curva

en su zona lineal®*'.

PAR TORSOR
- MAXIMO
)

PAR TORSOR (Nmm)

' 1 ' 1 »>
10

DESPLAZAMIENTO ANGULAR (grados)

Figura 12. Grafica de la curva par torsor- desplazamiento angular241,

Al igual que los valores de los parametros de flexion, estos también se
muestran adimensionales referidos al hueso contralateral sano, de tal manera
que se adquiere el valor de 1 cuando el parametro analizado coincide con el

valor del contralateral intacto.
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4.3.- Estudios densitométricos:

El estudio densitométrico ha sido realizado a partir de las imagenes de
TAC suministradas por FIHCUV, mediante el uso del software de analisis de

imagen clinica MIMICS v8.11 (Materialise).

Dado el tamano y caracteristicas del callo que presentaban las
muestras, se decidio realizar dos tipos de estudios, un estudio que consideraba
la totalidad del callo de fractura que se habia generado en el proceso de
reparacion y otro estudio que consideraba exclusivamente el tejido

comprendido entre los dos extremos de hueso sano.

e Estudio densitomeétrico de la totalidad del callo:

En este estudio se considera la totalidad del callo de fractura. Las
variables con las que se trabajo en este caso fueron el volumen total del callo y

la densidad media del mismo.

Con el objetivo de poder comparar todos los callos entre si de forma
sencilla, se consideré un tamafo de imagen que garantizara que en todos los
casos se contaba con la totalidad del callo. Tras revisar la totalidad de
muestras se determiné que el tamafio mas adecuado correspondia al
resultante de tomar 15 imagenes en sentido proximal desde la zona de fractura
y otras 15 en sentido distal. Para ello se localizaba la imagen correspondiente a
la zona de fractura y se seleccionaban las imagenes desde este punto de
partida. Por tanto, el tamano total de la zona de interés corresponde a 31 cortes

(38,75 mm) en la direccion del eje axial de las imagenes (figura 13).
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Figura 13. Seleccion de la region de interés para la el estudio densitométrico de

la totalidad del callo.

Las variables de estudio consideradas son:

Volumen total del tejido éseo en la zona de estudio (Vtot31). Este
se obtiene mediante la generacién de una “mascara” o isodensidad
en la cual se selecciona todo el tejido que posee una densidad mayor
a 226 unidades de Hounsfield (HU), cifra a partir de la cual se
considera que el tejido seleccionado es tejido 6seo mineralizado®*®.

Densidad media del tejido en la zona de estudio (Dtot31). Este

valor corresponde a la densidad media del volumen total

seleccionado en la variable anterior.

e Estudio densitométrico de la zona de fractura

En este estudio sélo se considera el tejido 6seo mineralizado que se

encuentra en la zona de fractura. Este espacio de fractura varia entre
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manual para cada una de las muestras de callo (tabla 2).

Tabla 2. Namero de cortes considerados para cada una

de las muestras del estudio.

Control 1 (1 Corte)

PTH. 1 (2 Cortes)

Control 2 (1 Corte)

PTH. 2 (2 Cortes)

Control 3 (3 Cortes)

PTH. 3 (2 Cortes)

Control 4 (3 Cortes)

PTH. 4 (2 Cortes)

Control 5 (2 Cortes)

PTH. 6 (2 Cortes)

Control 6 (1 Corte)

PTH. 7 (2 Cortes)

Control 7 (1 Corte)

El objetivo de esta parte del trabajo es estudiar la distribucién de la
densidad mineral 6sea y los volumenes del tejido presente en la zona de
fractura, con el objetivo de encontrar diferencias entre la estructura de los
callos generados en cada uno de los grupos del estudio. Para ello, el rango
total de densidades 6seas se divide en cuatro, de modo que se generan las

cuatro isodensidades o mascaras de densidad similar en las cuales se basara

el estudio (figura 14).
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Densidad media -

baja

Densidad media -

Densidad baja

Figura 14. Representacion 3D de las isodensidades generadas para el estudio del

callo en la zona de fractura.

En la tabla 3 encontramos los rangos de densidad comprendidos en

cada una de las capas de isodensidad consideradas en el estudio.

Tabla 3. Rangos de densidades consideradas en cada una de las

isodensidades o “mascaras” utilizadas para el estudio densitométrico.

226 HU - densidad maxima 0,163 g/mm® — densidad

de la muestra maxima de la muestra
Isodensidad 1 226 HU - 876 HU 0,163 g/mm?> — 0,657 g/mm?®
877 HU - 1527 HU 0,658 g/mm> — 1,152 g/mm?®
1528 HU - 2178 HU 1,153 g/mm?® — 1,648 g/mm?®
Isodensidad 4 2179 HU - densidad 1,649 g/mm?® - densidad
maxima de la muestra maxima de la muestra
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Para la conversion de las unidades de numero de Hounsfield en densidad
mineral se utiliza un patron interno realizado por el IBV en estudios

densitométricos previos. Se utiliza este patrén por dos razones:

* La no utilizacidon de patrones internos en los analisis de TAC, sin los
cuales no puede hacerse la conversién correspondiente a las unidades
de densidad ésea mineral.

* El patrén utilizado ha sido realizado en las mismas instalaciones y con el
mismo equipo de TAC que el analisis realizado para las muestras del

presente estudio.

En la ecuacion 7 se expresa la ecuacion de la recta que permite la

conversion de la HU a unidades de densidad, g/mm?.

p = 0,000761 - HU — 0,0094866

Ecuacion 7: Recta de calibrado para el calculo de densidades 6seas a partir del

namero de Hounsfield obtenido por TAC.

Las variables que se han tenido en cuenta son las siguientes:

* Volumen de hueso total en la zona del espacio de fractura (Vhuesot).
* Volumen de hueso correspondiente a la Isodensidad 1 en la zona del

espacio de fractura (Vhueso1).
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Volumen de hueso correspondiente a la Isodensidad 2 en la zona del
espacio de fractura (Vhueso2).

Volumen de hueso correspondiente a la Isodensidad 3 en la zona del
espacio de fractura (Vhueso3).

Volumen de hueso correspondiente a la Isodensidad 4 en la zona del
espacio de fractura (Vhueso4).

Densidad media total del hueso en el espacio de fractura (dmt).
Densidad media correspondiente a la Isodensidad 1 en el espacio de
fractura (dm1).

Densidad media correspondiente a la Isodensidad 2 en el espacio de
fractura (dm2).

Densidad media correspondiente a la Isodensidad 3 en el espacio de
fractura (dm3).

Densidad media correspondiente a la Isodensidad 4 en el espacio de

fractura (dm4).

4 .4.- Tratamiento estadistico:

Todas las herramientas estadisticas empleadas en el analisis de

resultados del presente trabajo se encuentran implementadas en el programa

SPSS para Windows (v. 16.0).

El analisis de los resultados se ha basado en la realizacién de una

comparaciéon entre las medias de las variables de interés, con el objetivo de

encontrar diferencias estadisticamente significativas debida al tratamiento
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utilizado en el presente estudio respecto al grupo control. EI método mas
adecuado para realizar esta comparacioén es el test de ANOVA o de analisis de
varianzas. Para garantizar una correcta aplicacién del mismo deben de

cumplirse tres premisas:

1. Independencia: cada serie de datos debe ser independiente de las
demas, esto es, los datos de una serie no deben estar correlacionados
con los de otra.

2. Normalidad: la distribucién interna de cada serie debe ser normal.

3. Homogeneidad: las varianzas de las series deben ser iguales.

Dado el tipo de estudio y las variables de interés consideradas, las dos
primeras condiciones para la aplicacion del test de analisis de varianza ANOVA
se cumplen, por lo que solo habra que comprobar la homogeneidad de
varianzas de las variables a comparar, para lo cual se ha realizado el test

estadistico de Levene.

Adicionalmente al test de ANOVA se ha realizado un test de contraste de
comparaciéon multiple DMS, el cual permite realizar comparaciones entre

medias por parejas de variables.

Tras el andlisis de las variables densitométricas y mecanicas, se ha
procedido a realizar un analisis de correlacion de Pearson de dichas variables,
con el objetivo de encontrar relaciones entre ellas que pudieran ayudar a

explicar los resultados obtenidos.
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RESULTADOS

1.- MUESTRAS

Una vez obtenidas todas las muestras se tomaron las imagenes de TAC

y se prepararon las tibias para la realizacion de los ensayos mecanicos.

Al estudiar las muestras comprobamos qua algunas de ellas no podian
utilizarse por diversos motivos que se detallan a continuacién. Concretamente
en el grupo control la muestra 4 presentaba un callo hipertréfico de elevado
tamano. Esta pata pertenecia a una oveja que durante el postoperatorio habia
sufrido una infeccién superficial del trayecto de los tornillos del fijador externo
que se resolvid con curas locales y tratamiento antibiético, pero que produjo
alteraciones en la consolidacion ésea; por lo que decidimos excluirla de los

estudios densitométrico y biomecanico.

Al descongelar las muestras para realizar el estudio biomecanico se
produjo la rotura del callo en cuatro muestras mas, las muestras 3 y 6 del grupo
control y las muestras 3 y 7 del grupo PTH. En la tabla 15 se recoge las
observaciones e incidencias para cada una de las muestras, con el objetivo de
excluir aquellas que presentaron un comportamiento anémalo y que pudiera

interferir en el posterior tratamiento e interpretacion de los resultados.
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Tabla 4. Recopilacion de observaciones para cada una de las muestras tras la

preparacion y realizacion de los ensayos mecanicos y estudios densitométricos.

Observaciones Validez Observaciones Validez

densitometria densitometria mecanicos mecanicos
CON 1 (89) - Valido - Valido
CON 2 (29) - Valido - Valido

Al ser descongelado el callo
CON 3 (54) - Valido esta aparentemente roto. No No valido
se prepara para ser ensayado

Callo muy grande,

CON 4 (10) posiblemente debido a una No valido - No valido
mala colocacién del fijador
CON 5 (17) Fractura desplazada Vélido - Vélido
Se realiza el ensayo de F4P,
‘) pero en la preparacién para el .
CON 6 (87) Fractura colapsada Vélido ensayo de torsién el callo se No vélido
rompe
Fractura ligeramente - B -
CON 7 (70) desplazada Vélido Vélido
PTH 1 (59) Fractura desplazada Vélido - Vélido
PTH 2 (80) Fractura desplazada Valido - Vaélido
PTH 3 (81) Fractura desplazada Valido - No Valido
PTH 4 (107) Fractura desplazada Vélido - Vélido
PTH 6 (96) - Valido - Valido
Se realiza el ensayo de F4P,
Fractura ligeramente - pero en la preparacién para el -
PTH 7 (14) desplazada Valido ensayo de torsion el callo se No valido
rompe

Por lo tanto, al final de la parte experimental hemos conseguido analizar
6 ovejas en el grupo control y 6 en el grupo PTH para los estudios
densitométricos, y 4 ovejas en el grupo control y 4 en el grupo PTH para los

estudios mecanicos.
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Estas incidencias han disminuido de forma importante el nimero de
muestras pero han sido suficientes, desde el punto de vista estadistico para

analizar los resultados gracias a su distribucién normal dentro del estudio.
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2.- ESTUDIO MEDIANTE TAC

En la figura 15 podemos observar las imagenes de los cortes coronales
de las parejas de tibias de los animales del grupo control. En cada imagen
aparece la tibia sana y la contralateral observando el trayecto de los tornillos
del fijador y la zona de la osteotomia que esta sefnalizada con una linea y que

ha servido de referencia para el numero del corte a partir del cual se ha

reconstruido los cortes axiales.
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Figura 15: Imagenes de las tibias del grupo control en cortes coronales.
La linea horizontal corresponde al corte a partir del cual se ha

reconstruido la proyecciéon axial.

En la figura 16 podemos observar los cortes axiales de las tibias
operadas y no operadas de las ovejas del grupo control. La imagen se ha
reconstruido a partir del corte del punto medio de la tibia, en el lugar de la
osteotomia de la tibia intervenida. En estas imagenes se indica la superficie

ocupada por el callo en cada corte (en mm?).

,.»""195'1 mm2 o 203.3 mm2 446.4 mm?2
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Figura 16. Cortes axiales a nivel de la osteotomia de las tibias
intervenidas y al mismo nivel en las tibias contralaterales del grupo

control. Se ha medido la superficie de cada corte.

De la misma forma se ha procedido en la toma de imagenes para las
tibias que forman el grupo de ovejas tratadas con Hormona Paratiroidea. En la
figura 17 podemos observar las imagenes de los cortes coronales de las
parejas de tibias de los animales del grupo PTH. En cada imagen vemos la tibia
sana y la contralateral observando el trayecto de los tornillos del fijador y la
zona de la osteotomia que esta sefalizada con una linea que ha servido de
referencia para el numero del corte a partir del cual se han reconstruido los

cortes axiales.

138



RESULTADOS

M1 45S2T
Doe:
Ex: Feb 25 2000

CFOV Za4cm OFOV 30u4cm
STD STD

(-7

ku &0

ma fa,

B 050 HE Q4mmict,
1.2mm 0.3

Rp mmmmssn memes mennee

(R

otllgue
Ex: 458

OFOV 27
STD STD

HE Qammict: j % HE Qmmict
1.2mm 0.8 11.25p 1.2mm 0.6 11.25p
miE TiE 0.0

1Z155aFM 1Z155aFM
W o- L= 1122 W o- L= 1122

139



RESULTADOS

E.RE.SA E.RE.&A

HUESOS OVEJA, ®: ARSZ HUESOS OVEJA

M1 M1 4ss2T

ool Ox 0 .
Ex: Feb 25 2000 - Ex: Feb 25 2000

OFOV 25.4cm OFOV Z7.1cm
STD STD

s/ B s/

kv &0 1 kv &0

ma, 3 ma,

Aot 0.805 HE Q4mmiet ! At 0. Q4G
1.2mm 0.8 11.25p 1.2mm 0.8 11.25p
Tk 00 Tk 0.0

1Z 1650 Fta 1Z 1650 Fta

W 4521 Le 1123 W - GOR2 L 42

Figura 17: Imagenes de las tibias del grupo tratado con Hormona
Paratiroidea (PTH) en cortes coronales. La linea horizontal corresponde al

corte a partir del cual se ha reconstruido la proyeccion axial.

En la figura 18 podemos observar lo cortes axiales de las tibias operadas
y no operadas de cada oveja del grupo PTH. La imagen se ha reconstruido a
partir del corte del punto medio de la tibia, en el lugar de la osteotomia de la

tibia intervenida. Se ha medido la superficie del corte en mm?.
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Figura 18. Cortes axiales a nivel de la osteotomia de las tibias
intervenidas y al mismo nivel en las tibias contralaterales del grupo
tratado con Hormona Paratiroidea (PTH). Se ha medido la superficie de

cada corte.

En los cortes axiales hemos medido el area del callo en el corte medio de la
osteotomia y el area de la diéfisis tibial en el corte equivalente de la tibia sana y
hemos calculado el aumento de la misma en la zona del callo con respecto a la
diafisis normal de la tibia no operada. En la tabla 5 se recogen estos datos para

los dos grupos.
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Tabla 5. Valores de las superficies de corte de la tibias no operadas y del callo de
fractura de las operadas tanto del grupo control como del grupo PTH expresado
en mm? y medidos en los cortes axiales de TAC. También se expresa el aumento

proporcional de la superficie del callo respecto a la de la tibia (REL).

SUPERFICIE SUPERFICIE

GRUPO TIBIA no SUPERFICIE REL GRUPO TIBIA no SUPERFICIE REL

CON operada CALLO (mm?) PTH operada CALLO (mm?)
(mm?®) (mm?®)

C1 195,1 2341 1,2 PTH1 222.,6 406,7 1,8
C2 203,3 446,4 2,2 PTH2 199,7 433,8 2,2
C3 208,5 2597 1,2 PTH3 215,2 388,0 1,8
C5 191,9 395,9 2,1 PTH4 202,4 653.8 3,2
C6 225,3 2597 1,1 PTH5 199,1 316,5 1,6
C7 194,9 393,7 2,0 PTH6 227,0 573,9 2,6

En la figura 19 se representa el diagrama de cajas para la variable area
del callo de los grupos control y PTH y en ella podemos observar que los callos
de los huesos que habian sido tratados con PTH no variaron significativamente
su area comparados con los callos del grupo control. Hay que destacar que
aunque los valores medios de ambos grupos estan bastante alejados entre si
(28.3%), la dispersion de los datos es también muy elevada (coeficiente de
variacion del 27.3%) lo que provoca que estas diferencias no sean
significativas. En la tabla 6 se presenta la tabla de resumen de los descriptivos

correspondientes a esta variable.
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Figura 19. Diagrama de cajas para la variable area de hueso obtenida a partir
de imdgenes de TAC para los callos de los grupos control y PTH.

Tabla 6. Descriptivos correspondientes a la variable area de hueso obtenida a
partir de imagenes de TAC para los callos de los grupos control y PTH.

GRUPO Mean St. Deviation Valid N
1 CONTROL 331.00 90.49 6
2 PTH 461.50 126.15 6

Al realizar el Anova de los datos de la variable area del callo entre el
grupo control y PTH comprobamos que las diferencias no son estadisticamente

significativas (Tabla 7).
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Tabla 7. Test de ANOVA para la variable area de hueso obtenida a partir de
imagenes de TAC para los callos de los grupos control y PTH.

F (num df,denom df) p-value

SUP_TIBIA 1.20 (1,10) 0.2984
SUP_CALLO 4.24 (1,10) 0.0665
RATIO _CALLO_TIBIA 3.04 (1,10) 0.1121

Ademas, también hemos analizado la variable de relacién de areas, es
decir, la relacién del area del callo con respecto al area del mismo corte en la
didfisis de la tibia contralateral no intervenida para asegurarnos que las
diferencias en los diametros de las tibias no distorsiona los resultados
encontrados. En la figura 20 se representa el diagrama de cajas para esta
variable y en la tabla 8 se presenta la tabla resumen de los descriptivos

correspondientes.

3.0-

GRUPO
ES CONTROL

E3PTH

CON+ROL PTH
GRUPO

Figura 20. Diagrama de cajas correspondiente a la variable relacion de areas
para los callos de los grupos control y PTH.
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Tabla 8. Descriptivos correspondientes a la variable relacion de areas para los
callos de los grupos control y PTH.

GRUPO Mean St. Deviation Valid N
1 CONTROL 1.63 0.516 6
2 PTH 2.20 0.607 6

Al realizar el test de Anova comprobamos que las diferencias no son
estadisticamente significativas cuando comparamos los valores obtenidos para

la variable relacion de areas de los grupos control y PTH (tabla 7).

También hemos comparado el area de la diafisis de las tibias no
operadas de los dos grupos para analizar si el tratamiento con PTH afecta a los
huesos osteoporéticos no operados y hemos comprobado que esta hormona
no produce diferencias significativas en el area de la diafisis de las tibias
analizadas. En la figura 21 se representa el diagrama de cajas para la variable
de hueso no operado de los dos grupos, en la tabla 10 se presenta la tabla
resumen de los descriptivos correspondientes y en la tabla 8 el analisis de
Anova realizado que demuestra que este aumento no es estadisticamente

significativo.

146



N

N

o
}

210 -

SUPERFICIE.TIBIA..mm2.

N

o

o
|

|
CONTROL

RESULTADOS

GRUPO

GRUPO
ES conTROL

E3 PTH

PTH

Figura 21. Diagrama de cajas para la variable area de hueso obtenida a partir
de imadgenes de TAC para los huesos no operados de los grupos control y PTH.

Tabla 9. Descriptivos correspondientes a la variable area de hueso obtenida a
partir de imagenes de TAC para los huesos no operados de los grupos control y

PTH.
GRUPO Mean St. Deviation Valid N

1 CONTROL 203.17 12.48 6

2 PTH 211.00 12.26 6
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3.- ENSAYOS BIOMECANICOS

Se presentan de forma descriptiva los resultados de los ensayos

biomecanicos de flexion a cuatro puntos y de torsion.

Para describir los resultados de flexion a cuatro puntos se ha utilizado dos

tipos de graficas:

* Elipses del perfil polar de rigidez a flexion (PPRF).

* Graficas de cajas y arbotantes.

Para describir los resultados de los ensayos de torsién se han utilizado:

* Graficas de cajas y arbotantes.

3.1.- Ensayos de flexion a 4 puntos (F4P)

El objetivo del ensayo de flexiébn a cuatro puntos es la determinacion de
la rigidez del callo de fractura, frente a los distintos tratamientos, en la fase de
reparacion en el que se encuentra la fractura en el momento de sacrificio del

animal.

* Perfil polar de rigidez (PPRF)

Como se ha descrito anteriormente en el apartado de Materiales y Métodos,

a partir de los valores de rigidez en los distintos planos se generan las graficas
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del perfil polar de rigidez que a continuacién se muestran en las figuras 22 y 23.
Este tipo de graficos nos muestra de una manera cualitativa las diferencias que
existen entre los dos grupos. Los resultados se detallan por un lado, en el
analisis de los huesos osteotomizados (figura 22) y por otro, en el analisis de

los huesos contralaterales no operados (figura 23).

11

- M CON-Ost

10
&M PTH-Ost

Figura 22. Elipses de perfil polar de rigidez de los huesos osteotomizados.

En el analisis de los datos del perfil polar de rigidez en los huesos
osteotomizados observamos que el grupo Control, que no ha estado sometido
a tratamiento farmacolégico, muestra rigideces menores a las de los huesos
tratados con PTH, pero lo mas significativo es el cambio en el patrén de
distribucion de los valores de rigidez en los diferentes planos. Mientras que el

grupo Control tiene una distribucién practicamente circular, el grupo PTH
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muestra una elipse aplanada en el eje transversal de modo que los maximos

valores los encontramos en los planos 2-8 y 3-9 (Figura 22).

Al comparar solo los huesos no operados vemos que el grupo PTH
obtiene valores similares al grupo control (Figura 23).En este caso no se
observan diferencias de orientacion de los planos de rigidez en ambos grupos,

siendo ambos graficos circulares.

12
-l-M CON-Sano
/ M PTH-Sano

Figura 23. Elipses de perfil polar de rigidez para los huesos contralaterales no

operados.

* Tablas y graficas de cajas y arbotantes

En la tabla 10 se muestran los valores de parametros a flexiéon: indice de
area (AR), indice de rigidez (Sl) e indice de planitud (FR). Los descriptivos

correspondientes se muestran en la tabla 11.
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Tabla 10. Tabla de valores del ensayo de flexion a cuatro puntos.

indice de indice de indice

area (AR) | planitud (FR) | rigidez (SI)
Control 1 (89) 0,593 0,909 0,625
Control 2 (29) 0,109 0,962 0,247
Control 5 (17) 0,974 0,416 0,642
Control 7 (70) 0,540 0,763 0,589
PTH. 1 (59) 0,518 0,688 0,548
PTH. 2 (80) 1,146 0,494 0,697
PTH. 3 (81) 0,635 1,116 0,715
PTH. 4 (107) 1,069 1,249 0,899
PTH. 6 (96) 1,185 0,681 0,899

Tablall. Tabla de descriptivos para las variables obtenidas mediante el

ensayo de flexion a cuatro puntos.

Descriptivos
Intervalo de confianza para la media
al 95%
N Media Desviacion tipica| Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
indice de rigidez Control 4 5256254, ,18699217] ,09349608] ,2280791 8231717, ,24706 64169
PTH 4 7606478 ,17078021 ,08539011 ,4888983] 1,0323972, ,54800 89923
Total 8 6431366 ,20800648} ,07354140) ,4692388] 8170344 ,24708 89923
indice de area Control 4 5540602 ,35400792] ,1770039) -,0092454] 1,1173658, ,10928 97404
PTH 4 9795895 ,31143821 ,16571911 ,4840218 14751572 ,51808 1,18497
Total 8 7668249 ,38342377] ,13556077] ,4462746) 1,0873752 ,10928] 1,18497
indice de planitud Control 4 7625377 .24561902 12280951 3717030 11533724 41633 96201
PTH 4 7779963 ,32678853] ,16339427] ,2580028] 1,2979897| ,49361 124918
Total 8 ,1702670 ,26775156 ,09466447| ,5464211 9941129 ,41633 124914
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En las figuras 24, 25 y 26 se presentan los diagramas de cajas y
arbotantes correspondientes a los valores de los parametros de flexion: indice

de rigidez (Sl), indice de area (AR) e indice de planitud (FR).
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Figura 24. Grafica de cajas y arbotantes de la variable indice de
rigidez.

1,20000]

1,00000

0,80000+

0,60000

0,40000+

0,20000

0,00000

indice de area

T T
Control PTH
Tratamiento

Figura25. Grafica de cajas y arbotantes de la variable indice de area.
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Figura 26. Grafica de cajas y arbotantes de la variable indice de planitud.

Tras realizar un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor (Tabla 12),
tomando como variables dependientes los parametros biomecanicos de flexién,
indice de area, indice de rigidez e indice de planitud, y como variable
independiente el factor tratamiento, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los 2 grupos para los parametros
biomecanicos obtenidos de los ensayos de flexion realizados. Este hecho
indica que el comportamiento a flexion de los callos de fractura del grupo

tratado con PTH no difiere significativamente del grupo control.

Tablal2. ANOVA de un factor de los parametros de flexion para la comparacion
entre los grupos control y PTH.

ANOVA

Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
indice de rigidez Inter-grupos ,110 1 ,110] 3,445 ,113]
Intra-grupos ,192 [} ,032]
Total ,303 7|
indice de area Inter-grupos ,362 1 ,362] 3,258 121
Intra-grupos ,667 6 111
Total 1,029 7|
indice de planitud Inter-grupos ,000 1 ,000] ,006 ,942)
Intra-grupos ,501 0 ,084]
Tolil ,502 7|

153



RESULTADOS

3.2.- Ensayos de torsidn

El objetivo del ensayo de torsibn es la obtencion de informacion
relacionada con las caracteristicas resistivas del hueso en reparaciéon bajo
distintos tratamientos, ya que la fuerza aplicada alcanza el punto de rotura del

hueso.

En la tabla 13 se muestran los valores obtenidos para los porcentajes
(%) de los parametros de ensayos a torsion (tenacidad, rigidez torsional, par
torsor), y en la tabla 14 el resumen de los descriptivos correspondientes a estos
datos. Estos datos se expresan en % con respecto al valor del hueso

contralateral sano del mismo animal.

Tablal3. Valores de los parametros del ensayo a torsion.

% Par torsor | % Tenacidad | % Rigidez torsional
Control 1 (89) 37,87 7,12 117,53
Control 2 (29) 33,73 19,86 70,70
Control 5 (17) 54,19 27,79 121,31
Control (70) 57,97 34,78 88,94
PTH. 1 (59) 54,1 35,68 105,97
PTH. 2 (80) 48,65 26,12 93,20
PTH. 4 (107) 61,03 25,02 166,53
PTH. 6 (96) 61,65 38,28 144,83
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Tabla14. Tabla de descriptivos para las variables obtenidas mediante el ensayo

de torsion para los huesos osteotomizados.

Descriptivos
Intervalo de confianza paralamedia
al 95%
N Media Desviadén tipica | Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Méaximo
% Par torsor Control 4 45,94000f 11,930247| 5,965124 26,95631 64,92369 33,730 57,970
PTH 4 56,35750) 6,173726 3,086863 46,53372] 66,18128 48,650) 61,650
Total 8 51,14875 10,408689 3,680027] 42,44687] 59,85063 33,730 61,650
% Tenacidad Control 4 22,38750) 11,863753 5,931876 3,50962) 41,26538 7,120 34,780
PTH 4 31,27500 6,687628 3,343814 20,63349 41,91651 25,020) 38,280
Total § 26,83125) 10,102293 3,571700 18,38552] 35,27698 7,120 38,280
% Rigidez torsional Control 4 99,62000 24,004626]  12,047313 61,28007 137,95993 70,700 121,310
PTH 4 127,63250 33,978574  16,989287 73,56501 181,69999 93,200 166,530)
Total 8  113,62625) 31,109676]  10,998932 87,61791 139,63459 70,700 166,530

A continuacién mostramos los diagramas de cajas para las variables de
% del par torsor (figura 27), % de la tenacidad (figura 28) y % de la rigidez

torsional (figura 29).
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Figura 27. Diagrama de cajas de la variable % par torsor para los huesos

osteotomizados.
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Figura 28. Diagrama de cajas de la variable % de tenacidad para los huesos

osteotomizados.
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Figura 29. Diagrama de cajas de la variable % rigidez torsional para los

huesos osteotomizados.
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Para la variable de par torsor las diferencias entre el grupo control y el
grupo PTH que parecen apreciarse no son estadisticamente significativas
(figura 27).Para la variable de tenacidad, no hemos podido encontrar
diferencias entre el control y el tratamiento con PTH (figura 28).En el analisis

del diagrama de cajas para la rigidez torsional tampoco observamos diferencias

cualitativas entre el grupo control y el grupo tratado con PTH (figura 29).

Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor tomando
como variables dependientes los % de los parametros biomecanicos a torsion
de tenacidad, par torsor y rigidez, y como variable independiente el factor

tratamiento (tabla 15) y comprobamos que no habia diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 15. ANOVA de un factor de las variables de % de par torsor, tenacidad y

rigidez para los huesos osteotomizados.

ANOVA
Sumade
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
% Par torsor Inter-grupos 217,049 217,049 2,406 ,172
Intra-grupos 541,337 90,223
Total 758,386
% Tenacidad Inter-grupos 157,975 157,975 1,703, ,240
Intra-grupos 556,419 92,736
Total 714,394
% Rigidez torsional Inter-grupos 1569,400, 1569,400 1,809 ,2217)
Intra-grupos 5205,283 867,547
Total 6774,684

Hemos analizado también los resultados de los ensayos de torsion en

las tibias contralaterales no operadas. En la tabla 16 se recogen los
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descriptivos para las variables obtenidas mediante el ensayo de torsidén y en las
figuras 30, 31 y 32 mostramos los diagramas de cajas para las variables de %

del par torsor, % de la tenacidad y % de la rigidez torsional.

Tabla 16. Tabla de descriptivos para las variables obtenidas mediante

el ensayo de torsion para los huesos no operados.

N | Media | Desviacion | Minimo | Maximo
tipica
Par torsor: Control 4 | 40.75 8.60 28.90 48.33
PTH 5| 39.82 5.22 34.63 47.38
Tenacidad: Control 4 | 498.67 182.48 255.30 683.96
PTH 5| 371.89 246.63 183.26 782.61
Rigidez Control 4 2.30 0.715 1.79 3.34
torsional: PTH 5 297 1.093 1.65 442
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Figura 30. Diagrama de cajas de la variable % par torsor para los

huesos no operados.
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Figura 31. Diagrama de cajas de la variable % de tenacidad para los huesos no

operados.
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Figura 32. Diagrama de cajas de la variable % rigidez torsional para los

huesos no operados.
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En el analisis del diagrama de cajas podemos observar que no hay
diferencias estadisticamente significativas, entre el grupo control y el grupo
PTH para la variable de par torsor (figura 30), tenacidad (figura 31), ni tampoco

rigidez torsional (figura 32).

Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) de un factor tomando
como variables dependientes los % de los parametros biomecanicos a torsién
de tenacidad, par torsor y rigidez, y como variable independiente el factor

tratamiento (tabla 17) que confirmd los hallazgos descritos.

Tabla 17. ANOVA de un factor de las variables de % de par torsor,

tenacidad y rigidez torsional para los huesos no operados.

F (num df, denom df) p-value
Par torsor 0.0409 (1.7) 0.845
Tenacidad 0.7286 (1.7) 0.422
Rigidez torsional 1.0922 (1.7) 0.331
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4.-ENSAYOS DENSITOMETRICOS

A continuacion vamos a detallar los resultados obtenidos tras el analisis
estadistico de los datos obtenidos para cada uno de los dos estudios
densitométricos que se han realizado, el estudio para el callo completo y el

estudio para la zona de fractura.

4.1.- Estudio densitométrico del callo completo

El objetivo del estudio ha sido analizar las variables volumen total del
callo y densidad media del callo, entre los grupos control y PTH para, de este
modo, evaluar el efecto global que posee el tratamiento con Hormona

Paratiroidea en la reparacion del callo de fractura.

En la tabla 18 se presentan los resultados obtenidos para cada una de
las variables consideradas. Hay que destacar que cuando se trata del hueso
contralateral no operado, estas variables han sido calculadas con dos cortes de
TAC a la misma altura de donde se realiza la osteotomia en la tibia operada.
En la tabla 19 se presenta el cuadro resumen de los parametros estadisticos
descriptivos correspondientes a las variables densitométricas del callo

completo.
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Tablal8. Resultados obtenidos para las variables Volumen total del callo

(Vtot31) y densidad media del callo (Dtot31).

Volumen total Densidad media Densidad media
del callo del callo del callo (Dtot31)
(Vtot31) en mm3| (Dtot31) en HU en g/mm?3
CON 1 (89) 7154,5 1793 1,3
CON 2 (29) 11891,1 1595,1 1,2
CON 3 (54) 10195,3 1609,6 1,2
CON 5 (17) 10878,2 1716,4 1,2
CON 6 (87) 8269,3 1631,2 1,2
CON 7 (70) 11434,1 1788,7 1,3
PTH 1 (59) 10009,8 1850,5 1,3
PTH 2 (80) 13035,2 1660,8 1,2
PTH 3 (81) 11033,8 1817,0 1,3
PTH 4 (107) 17227,9 1436,5 1
PTH 6 (96) 9803,1 1648,4 1,2
PTH 7 (14) 13384,8 1535,7 1,1

Tabla 19. Tabla de descriptivos para las variables obtenidas en el estudio

densitométrico del callo completo para los hueso osteotomizados.

Descriptivos
Volumen total del callo (31 Cortes)
Intervalo de confianza para la media
al 95%
Media Desviacion tipica Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Méximo

Control 6 9970,4396 1872,39087| 764,40037 8005,4859 11935,3933 7154 54 11891,12]
PTH 6 12415,8193 2792,98583] 1140,23169 9484,7605 15346,8782) 9803,12] 17227,93]
Total 12) 11193,1294 2601,97012] 751,12408 9539,9165 12846,34 24| 7154 54 17227,93]

A continuacion, en las figuras 33 y 34, se muestran los diagramas de

cajas obtenidos para cada una de las variables y tratamientos. Estas graficas
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permiten estimar, de forma inicial, las posibles diferencias existentes entre

ovejas sin tratar y ovejas tratadas con Hormona Paratiroidea.

17500,00]

15000,00

12500,00

10000,00- = =y

7500,00

Volumen total del callo (31 Cortes)

T T
Control PTH

Tipo de tratamiento

Figura 33. Diagramas de cajas para la variable volumen total del callo entre

grupo control y grupo PTH de los huesos osteotomizados.

De la figura 33, volumen total del callo en funcion del tratamiento,
podriamos intuir en una primera aproximacién diferencias entre los volumenes
de callo de ovejas no tratadas y ovejas tratadas con PTH. Estas observaciones
son comprobadas estadisticamente mediante el test de analisis de varianzas
(ANOVA). Los resultados del test se resumen en la tabla 20. En ella se
presentan los resultados del test ANOVA en el que a pesar de esa primera
aproximacion se comprueba que no existen diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos control y PTH (p=0,105).
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Tabla 20. Tabla resumen de los test ANOVA para la variable volumen del callo

obtenida para los dos grupos de estudio.

ANOVA
Volumen total del callo (31 Cortes)
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1,794E7 1 1,794E7 3,173 ,105{
Intra-grupos 5,653E7 10 5653308,711
Total 7A4TET 11

En el caso de la densidad media del callo, el diagrama de cajas (figura

34) no muestra diferencias entre los grupos control y PTH.

1900,004

1800,004

1700,007

1600,00] 1

1500,00-

1400,00-

Densidad media del callo (31 Cortes)

T T
Control PTH

Tipo de tratamiento

Figura 34. Diagramas de cajas para la variable densidad media del
callo entre el grupo control y el grupo PTH de los huesos

osteotomizados.
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estadisticamente significativas (p=0,024) entre los grupos control y PTH.

resultado del test ANOVA

RESULTADOS

(tabla 21) no sefiala diferencias

Tabla 21. Tabla resumen de los test ANOVA para la variable densidad media

del callo obtenida para los dos grupos de estudio.

ANOVA
Densidad media del callo (31 Cortes)
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica Sig.
Inter-grupos 2854,726 1 2854726 ,172 ,688F
Intra-grupos 166454,077 10 16645,408
Total 169308,803 11

De estos resultados se deduce que el grupo tratado con Hormona

Paratiroidea da lugar a callos similares al grupo control tanto en volumen total

como en densidad mineral 6sea media.

Igual que en el analisis de las pruebas biomecanicas de flexion y torsion,

también h

emos analizados

los datos densitométricos de

los huesos no

operados del grupo control y del grupo PTH. En la tabla 22 se presenta el

cuadro resumen de los parametros estadisticos descriptivos correspondientes a
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la variable volumen total del hueso en la zona equivalente a la osteotomia y en
la figura 35 el diagrama de cajas correspondiente.
Tabla 22. Tabla de descriptivos para la variable Volumen de hueso en la

zona de osteotomia calculada para dos cortes. Comparacion entre los huesos

no operados del grupo control y del PTH.

Descriptivos
Volumen de hueso (mm3)
Intervalo de confianza para la media al
95%
N Media Desviadon tipica Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
Control 7 476,356086 51,2430595 19,3680560] 428,964 160 523,748011 412,2289 546,9386
PTH 6| 508,358833 65,56537447 26,7622042 439,564 397, 577,153269 433,5440 624,5250]
Total 13| 491,126585| 58,1309226 16,1226171 455,998420 526,254750)] 412,2289 624,5250
650,0000
18
o
600,00004
)
£
E
3 550,0000
@
3
=
[
o
5 500,0000
£
3
o
>
450,0000 |
400,0000

T T
Control PTH

Tratamiento de la oveja

Figura 35. Diagramas de cajas obtenido para la variable volumen total de la
zona de osteotomia calculada para dos cortes entre grupo control y grupo PTH

de los huesos no operados.
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El resultado del test ANOVA (tabla 23) no sefala diferencias

estadisticamente significativas entre el grupo control y el PTH para la variable

volumen de hueso total.

Tabla 23. Test de ANOVA correspondiente a la comparacion entre los valores
obtenidos para la variable Volumen de hueso calculada para dos cortes de los
huesos no operados del grupo control y del grupo PTH.

ANOVA
\olumen de hueso (mm3)
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 3308,876] 1 3308,876] 977 ,344
Intra-grupos 37241574 1 3385,598
Total 40550 4 50 12

En la tabla 24 se presenta el cuadro resumen de los parametros estadisticos
descriptivos correspondientes a la variable densidad media total del hueso en

la zona de osteotomia y en la figura 36 el diagrama de cajas correspondiente.

Tabla 24. Tabla de descriptivos para la variable Densidad media del hueso
en la zona de osteotomia calculada para dos cortes. Comparacion entre los

huesos no operados del grupo control y del PTH.

Descriptivos
Densidad media (HU)
Intervalo de confianza para la media al
95%
N Media Desviadion tipica Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo

Control 7 1926,496471 131,1475186 49,5691027| 1805,205246 2047,787696 1703,1106} 2099,9441
PTH 6 1932,370167| 91,9647298 37,5444437 1835,859102 2028,881232 1776,0920) 2012,6230
Total 13 1929,207408} 110,1502950 30,5501951 1862,644251 1995,77056 5} 1703,1106) 2099,9441
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2100,00007]

2000,00007]

1900,00007]

Densidad media (HU)

1800,00007]

1700,00007]

Figura 36. Diagramas de cajas obtenido para la variable densidad media de la

zona de osteotomia calculada para dos cortes entre grupo control y grupo PTH

El resultado del test ANOVA (tabla 25) tampoco senala diferencias

estadisticamente significativas entre el grupo control y el PTH para la variable

T
Control

Tratamiento de la oveja

de los huesos no operados.

densidad media de hueso total.

Tabla 25. Test de ANOVA correspondiente a la comparacion entre los valores
obtenidos para la variable Volumen de hueso calculada para dos cortes de los

T
PTH

huesos sanos del grupo control y del grupo PTH.

Densidad media

ANOVA

HU)

Suma de

cuadrados gl

Media cuadratica

Sig.

Inter-grupos

Intra-grupos
Total

111,462 1
145485 ,587| "
145597 ,050] 12|

111,462
13225,962

,008]

,929
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4.2.- Estudio densitométrico de la zona de fractura

Tal y como se ha comentado en el apartado de Material y Métodos, las
variables que se han tenido en cuenta para realizar el estudio densitométrico

de la zona de fractura han sido de dos tipos:

* Volumen: corresponden a los volumenes de tejido 6seo total y a los
volumenes para cada una de las isodensidades en la zona de fractura
(Vhuesot, Vhueso1, Vhueso2, Vhueso3 y Vhueso4).

* Densidad media total del tejido 6éseo (Dmt) y las densidades medias para
cada una de las isodensidades en la zona de fractura. (Dm1, Dm2, Dm3
y Dm4).

Dado que en cada una de las muestras de callo se ha considerado un
numero de cortes axiales distinto (entre 1 y 3 cortes axiales), las variables de
volumen han tenido que ser transformadas para normalizar todos los
volumenes. A continuacién se detallan las variables resultantes de la

normalizacion y la forma de calculo de las mismas:

* PorVol1 -> % del volumen de la Isodensidad 1 frente al total del hueso
en la zona del espacio de fractura. (Vhueso1/Vhuesot).

* PorVol2 -> % del volumen de la Isodensidad 2 frente al total del hueso
en la zona del espacio de fractura. (Vhueso2/Vhuesot).

* PorVol3 -> % del volumen de la Isodensidad 3 frente al total del hueso

en la zona del espacio de fractura. (Vhueso3/Vhuesot).
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e PorVol4 -> % del volumen de la Isodensidad 4 frente al total del hueso

en la zona del espacio de fractura. (Vhueso4/Vhuesot).

Estas cuatro variables nos permiten realizar un estudio mas profundo
acerca de la distribucién de las densidades en la zona de fractura, es decir
conocer cuanto volumen de hueso hay en la zona de fractura para cada una de

las isodensidades consideradas en el estudio respecto al volumen total.

En las figuras 37, 38, 39, 40 y 41 se representan los diagramas de cajas

para cada una de las isodensidades del estudio.

601

37
501

T T
Control PTH

Tipo de tratamiento

Figura 37. Diagrama de cajas agrupado para la variable % del volumen de la
isodensidad frente al total del hueso en la zona del espacio de fractura. En
amarillo la isodensidad 1, en azul la isodensidad 2, en morado la isodensidad

3 y en naranja la isodensidad 4.
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Figura 38. Diagrama de cajas para la variable % del volumen de la Isodensidad
1 frente al total del hueso en la zona del espacio de fractura.
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Figura 39. Diagrama de cajas para la variable % del volumen de la Isodensidad

2 frente al total del hueso en la zona del espacio de fractura.
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al volumen total
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Control PTH
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Figura 40. Diagrama de cajas para la variable % del volumen de la

Isodensidad 3 frente al total del hueso en la zona del espacio de fractura
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Figura 41. Diagrama de cajas para la variable % del volumen de la Isodensidad

4 frente al total del hueso en la zona del espacio de fractura.
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En las tablas 26, 27, 28 y 29 se presentan las tablas de

resumen de descriptivos correspondientes al % de volumen regenerado en

cada una de las isodensidades consideradas en el estudio.

Tabla 26. Resumen de descriptivos para la variable % de volumen

Descriptivos

% correspondiente al volumen de la isodensidad 1 frente al volumen total

regenerado de la isodensidad 1 para los dos grupos de estudio.

Intervalo de confianza para la media

al 95%
Media Desviacion tipica | Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
Control 6 2447 ,12647 05163 1119 3774 09 44
PTH 6 ,2602 ,13071 05336 ,1230 ,3974 14 ,51
Total 12| 2524 ,12289 03548 1743 ,3305 09 ,51

Tabla 27. Resumen de descriptivos para la variable % de volumen regenerado
de la isodensidad 2 para los dos grupos de estudio.

Descriptivos

% correspondiente al volumen de la isodensidad 2 frente al volumen total

Intervalo de confianza para la media

al 95%
Media Desviacion tipica | Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
Control 6 4221 ,08666 ,03538] 3312 ,5131 33 ,57|
PTH 6 4037 ,11120 04540 ,2870 ,5204 26 ,52
Total 12] 4129 ,09553 ,02758| 3522 ,4736 ,26 ,57|

Tabla 28. Resumen de descriptivos para la variable % de volumen regenerado
de la isodensidad 3 para los dos grupos de estudio.

Descriptivos

% correspondiente al volumen de la isodensidad 3 frente al volumen fotal

Intervalo de confianza para la media

al 95%
Media Desviacion tipica | Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
Control 6 2727 ,12324 05031 1434 ,4021 10 ,42)
PTH 6 ,1967 ,06493 02651 ,1285 ,2648 13 ,31
Total 12 2347 ,10198 02944 ,1699 ,2995 10 ,42)
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Tabla 29. Resumen de descriptivos para la variable % de volumen regenerado

de la isodensidad 4 para los dos grupos de estudio.

Descriptivos

% correspondiente al volumen de la isodensidad 4 frente al volumen total

Media

Desviacion tipica

Intervalo de confianza para la media
al 95%

Error tipico

Limite inferior

Limite superior

Minimo

Maximo

Control

PTH

Total

0725
1394
,1090

,05010
,07784
,07247

02241
03178

,02185|

0103
0577
0603

,1348
,2211
,15677

,00]
09

,00]

,25

,25)

Cabe destacar que, en la zona de fractura, el tejido mas abundante

(alrededor de un 40% del total de volumen) en todos los casos es el que se

corresponde con la isodensidad 2 (azul), la cual comprende un rango de

densidades medio-bajas (desde 877 HU hasta 1527 HU). EI menor volumen en

los dos grupos se observa en el caso de la mayor DMO (isodensidad 4). Estos

datos nos indica el grado de maduracién del callo en el momento del sacrificio

del animal.

Los test estadisticos realizados (tablas 30, 31, 32 y 33) no muestran

diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de volumenes

generados con cada uno de los grupos y en las isodensidades consideradas,

por lo que no podemos afirmar que el tratamiento influya de forma considerable

en la distribucion del volumen por densidades en la zona del callo de fractura.
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Tabla 30. Test de ANOVA para la variable % de volumen regenerado en la
isodensidad 1 obtenido para la comparacion de los grupos control y PTH.

ANOVA
% correspondiente al volumen de la isodensidad 1 frente al volumen total
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,001 1 ,001 ,044 ,838)
Intra-grupos ,165] 10 ,017]
Total ,166 1

Tabla 31. Test de ANOVA para la variable % de volumen regenerado en la
isodensidad 2 obtenido para la comparacion de los grupos control y PTH.

ANOVA
% correspondiente al volumen de la isodensidad 2 frente al volumen total
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,001 1 ,001 ,102 ,756]
Intra-grupos ,099 10) ,010
Total ,100 11

Tabla 32. Test de ANOVA para la variable % de volumen regenerado en la
isodensidad 3 obtenido para la comparacion de los grupos control y PTH.

ANOVA
% oorrespondiente al volumen de la isodensidad 3 frente al volumen total
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,017 1 ,017 1,790 , 211
Intra-grupos ,097 10 ,010
Total ,( 114 11
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Tabla 33. Test de ANOVA para la variable % de volumen regenerado en la
isodensidad 4 obtenido para la comparacion de los grupos control y PTH.

ANOVA
% correspondiente al volumen de la isodensidad 4 frente al volumen total
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,012 1 ,012 2,720 ,1 33F
Intra-grupos ,040 9 ,004
Total ,053 10

En la figura 42 se representa el diagrama de cajas agrupado para la
variable densidad media para cada una de las isodensidades consideradas en
el estudio y para cada uno de los grupos. En las figuras 43, 44, 45, 46 y 47 se
representan los diagramas de cajas para cada una de las isodensidades

comparando los dos grupos considerados.
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Figura 42. Diagrama de cajas agrupado para la variable densidad media para
cada isodensidad. En amarillo la isodensidad 1, en azul la isodensidad 2, en

morado la isodensidad 3 y en naranja la isodensidad 4.
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Figura 43. Diagrama de cajas para la variable densidad media en la zona de

fractura.
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Figura 44. Diagrama de cajas para la variable densidad media correspondiente
a la isodensidad 1.
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Figura 45. Diagrama de cajas para la variable densidad media correspondiente
a la isodensidad 2.
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Figura 46. Diagrama de cajas para la variable densidad media correspondiente

a la isodensidad 3.
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Figura 47. Diagrama de cajas para la variable densidad media correspondiente

a la isodensidad 4.

En las tablas 34, 35, 36 y 37 se presentan las tablas resumen de los
descriptivos.
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Tabla 34. Resumen de descriptivos para la variable densidad media de la
isodensidad 1 para los dos grupos de estudio.

Densidad media de la isodensidad 1

Descriptivos

Intervalo de confianza para la media

al 95%
Media Desviacion tipica | Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
Control [& 563,5216 4647607 18,97378 514,7479 612,2952) 501,32 636,80
PTH 6 564,2401 17,17302 7,01086] 546,2181 582,2621 538,61 581,26
Total 12| 563,8808 33,40691 9,64374] 542,6551 585,1066) 501,32 636,80

Tabla 35. Resumen de descriptivos para la variable densidad media de la
isodensidad 2 para los dos grupos de estudio.

Densidad media de la isodensidad 2

Descriptivos

Intervalo de confianza para la media

al 95%
Media Desviacion tipica |  Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Méaximo
Control 6| 1224,0791 60,02362] 24,504 54] 1161,0882 1287,0701 1157,50 1317,75
PTH 6 1203,2123] 49,69418| 20,28757] 1151,0614] 1255,3631 1126,50] 1261,25
Total 12| 1213,6457| 53,65548 15,48900] 1179,5546 1247,7368] 1126,50 1317,75

Tabla 36. Resumen de descriptivos para la variable densidad media de la
isodensidad 3 para los dos grupos de estudio.

Densidad media de la isodensidad 3

Descriptivos

Intervalo de confianza para la media

al 95%
Media Desviacion tipica | Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
Control [& 1796,0599 38,49413] 15,71516 1755,6628] 1836,4570 1749,19 1842 46
PTH [& 1828,9822 20,20721 8,24956| 1807,7761 1850,1884 1808,59 1867,15
Total 12] 1812,5211 33,98166 9,80966| 1790,9301 1834,1120) 1749,19 1867,15)
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Tabla 37. Resumen de descriptivos para la variable densidad media de la
isodensidad 4 para los dos grupos de estudio.

Densidad media de la isodensidad 4

Descriptivos

Intervalo de confianza para la media

al 95%
Media Desviacion tipica | Error tipico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
Control 5 2290,6777 70,54857| 31,55028] 2203,0801 2378,2753 2184,00] 2366,83
PTH [& 2392,3379 37,62854] 15,36179 2352,8492 2431,8266 2321,47| 2424 27|
Total 11 2346,1287 74,27902] 22,39597 2296,227 4] 2396,0300] 2184,00] 2424 27|

A simple vista no puede determinarse si existen diferencias entre las

densidades medias para cada uno de los tratamientos y para cada una de las

isodensidades consideradas. En los test de ANOVA (tablas 38, 39, 40 y 41),

sblo se observan diferencias estadisticamente significativas entre los valores

de densidad media en el rango de densidades comprendidas en la isodensidad

4, zona de densidad mas elevada.

Tabla 38. Test de ANOVA para la variable densidad media de la isodensidad 1

obtenido para la comparacion de los grupos control y PTH.

ANOVA
Densidad media de la isodensidad 1
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1,549 1 1,549 ,001 ,972)
Intra-grupos 12274,689 10) 1227 ,469
Total 12276,238 "
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Tabla 39. Test de ANOVA para la variable densidad media de la isodensidad 2
obtenido para la comparacion de los grupos control y PTH.

ANOVA
Densidad media de la isodensidad 2
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1306,276 1 1306,276] ,430 ,527]
Intra-grupos 30361,735 10) 3036,174]
Total 31668,011 "

Tabla 40. Test de ANOVA para la variable densidad media de la isodensidad 3
obtenido para la comparacion de los grupos control y PTH.

ANOVA
Densidad media de la isodensidad 3
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 3251,637 1 3251,637] 3,441 ,093
Intra-grupos 9450,64 8} 10] 945,065
Total 12702,285 11

Tabla 41. Test de ANOVA para la variable densidad media de la isodensidad 4
obtenido para la comparacion de los grupos control y PTH.

ANOVA
Densidad media de la isodensidad 4
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 28185,788 1 28185,788 9,399 ,013}
Intra-grupos 26987,938] 9 2998,660]
Total 55173,725 10|

* Resumen de los resultados

Como resumen encontramos que el comportamiento biomecanico de los

callos de fractura del grupo control y del tratado con PTH es similar en los
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ensayos en flexidbn aunque con ligeras diferencias en el patron del perfil polar
de rigidez que muestra una mayor rigidez en los planos 2-8 y 3-9 en los callos
tratados con PTH. En los ensayos a torsion no hemos podido encontrar
diferencias significativas, o que nos indica que la resistencia global del callo
tratado con PTH no ha mostrado diferencias con respecto a la de los callos del
grupo control.

En el estudio mediante TAC el area del callo de fractura de los animales
tratados con PTH no vario significativamente de el grupo control, ni tampoco lo
hizo el area del hueso de las tibias no osteotomizadas a dicho nivel entre el
grupo PTH y el grupo Control.

Desde el punto de vista densitométrico, en el estudio del callo completo
encontramos callos de tamafio similar y con parecida densidad media.

En el estudio limitado a la zona de fractura, el volumen medio de las
distintas isodensidades que componen el callo fue similar entre ambos grupos.
Sin embargo la densidad media de la isodensidad 4 (zona de densidad
maxima) fue significativamente mayor para el grupo tratado con PTH, sin poder

encontrar diferencias en las densidades medias del resto de isodensidades.
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DISCUSION

Existe una preocupacion entre los profesionales que utilizan la Hormona
Paratiroidea sobre su efecto en la consolidacion de las fracturas, pues si bien
sus efectos en la mejoria de la densidad mineral 6sea y en la prevencion de la
aparicion de fracturas en el hueso osteoporético han sido extensamente
estudiados>> 0912113117130 ' |n4 trabajos sobre su efecto en la reparacion de las
fracturas son escasos, con gran variabilidad en cuanto al animal de
experimentacion utilizado, modelo de fractura, tipo de hormona paratiroidea,

dosis, via de administracién y métodos de medicién de resultados?.

Aunque se ha publicado numerosos estudios en animales demostrando
la interaccion entre los farmacos utilizados para el tratamiento de la
osteoporosis y diferentes aspectos de la consolidacion 6sea'’, es dificil definir
hasta qué punto estos hallazgos pueden ser aplicados a los humanos debido a

las limitaciones que sabemos tienen los modelos animales®*’2%°,

Desde distintos foros como la Sociedad Internacional de la Reparacion
Osea (ISFR) se incentiva la investigacién en este campo para poder obtener
conclusiones mas realistas sobre este tema®*®. Si bien parece demostrado por
los trabajos experimentales que la consolidacion de la fractura en modelos
experimentales animales se acelera bajo la administracion de Hormona
Paratiroidea, sus consecuencias en la clinica humana son mas dificiles de

extrapolar.

Los mecanismos exactos mediante los cuales la PTH estimula la

consolidacidn en modelos animales no estdn todavia claros. Esta
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suficientemente establecido que la PTH es capaz de estimular la formacion del
callo duro y de aumentar la resistencia en el sitio de la fractura'®. Sin embargo,
PTH parece estimular la consolidacion a mas de un nivel, como es en la
expresion de los factores de transcripcion condrogénica, contribuyendo a
incrementar la diferenciaciéon de los condrocitos, su proliferacion, asi como la
formacion de cartilago en el callo. Asi, en la primera fase, tras la aparicién del
hematoma en el sitio de la fractura, PTH seria capaz de estimular la
proliferacion de condrocitos, su diferenciacion y la formacion de cartilago en el
callo blando. Posteriormente, cuando este callo se osifica se forma un puente
de tejido 6seo inmaduro entre los extremos 6seos (callo duro). En esta etapa,
PTH parece estimular la proliferacion de células osteoprogenitoras, la
produccion de fosfatasa alcalina, de proteinas de la matriz 6sea y la formacién
de hueso. Finalmente el tejido 6seo inmaduro es remodelado a hueso lamelar,
restaurando la forma, estructura y propiedades mecanicas del hueso. En esta
etapa PTH actuaria estimulando la osteoclastogénesis y por consiguiente el

proceso de remodelado.

Nosotros hemos investigado en este campo utilizando animales de
experimentacion grandes, con un sistema de consolidacién 6sea parecido al
humano, en condiciones osteoporéticas, con un modelo de osteosintesis de la
fractura mediante fijacion externa que permite una consolidacion secundaria y
utilizando ensayos biomecanicos y analisis densitométricos que nos permitira

un mayor acercamiento a la realidad clinica.
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e Animal de experimentacion

La oveja como modelo de experimentacion en osteoporosis ha sido

ampliamente estudiada

25025 Es un modelo adecuado para estudiar la

osteoporosis por varias razones:

la pérdida ésea producida por la deficiencia de estrogenos esta bien
documentada®,

los perfles hormonales de las ovejas son temporal vy
cuantitativamente parecidos a los de la mujer®*2°°,

la produccién de osteocalcina por los osteoblastos ha sido
claramente documentada en el modelo experimental de las ovejas®”®,
el tamafo de las ovejas permite reproducir un modelo de fractura
adecuado para estudiar la consolidacion 6sea’’>?°°,

las ovejas son ddciles y relativamente faciles de manejar y permiten
su estabulacion en grupos de 2 6 mas animales sin producirles

estrés?°6-2%8,

La osteoporosis primaria en ovejas es poco frecuente. En edades

adultas el factor limitante de la supervivencia es la salud dental. La pérdida

dental conduce a la inanicién y muerte de estos animales. La osteoporosis se

puede conseguir mediante la ovariectomia de estos animales. Se ha

demostrado que la pérdida 6sea en las ovejas tras ovariectomia, medicacién

esteroidea y dieta pobre en calcio y vitamina D es comparable a la osteoporosis

humana con respecto a los cambios en la densitometria, estructura y fuerza

osea

19,250
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Hay estudios que demuestran la disminucion de la densidad 6sea en la

cresta iliaca en ovejas tras la ovariectomia®>>2%°,

Hornby254

estudia la densidad mineral 6sea (DMO) mediante mediciones
con un densitometro 6seo del cuerpo entero en ovejas ovariectomizadas y en
ovejas operadas sin ovariectomizar como control. Miden la DMO antes de la
intervencién quirurgica y en diferentes semanas hasta 113 después de la
intervenciéon quirdrgica. La DMO del cuerpo entero de las ovejas
ovariectomizadas se redujo significativamente en comparacion con las ovejas
ovariectomizadas a partir de la semana 15 tras la cirugia y se mantuvo hasta el

final del estudio. Ademas estos autores demuestran que el tratamiento con

estradiol previene la pérdida 6sea en las ovejas ovariectomizadas®>*.

Turner® demuestra un aumento de las fosfatasas alcalinas especificas
del hueso en ovejas a los 6 meses de la ovariectomia, indicando un aumento
del recambio 6seo, similar a lo que ocurre en la menopausia humana. También
miden la densidad mineral 6sea en las vértebras lumbares observando una

disminucién de la misma en las ovejas ovariectomizadas.

Newton®' defiende la validez de la oveja como modelo de estudio de la
osteoporosis al demostrar mediante biopsias de cresta iliaca la disminucion del
volumen y del grosor de las trabéculas dseas al afo de la ovariectomia.
También demuestran el aumento de la osteocalcina como reflejo del aumento

de la reabsorcién 6sea.

Jiang'® analiza mediante densitometria 6sea, pruebas biomecanicas y
Resonancia Magnética la microestructura del hueso trabecular del cuello

femoral en ovejas ovariectomizadas. A los 6 meses de la ovariectomia las
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ovejas presentaban una disminucién de la densidad mineral ésea, una
disminucién de la resistencia biomecanica y un deterioro de la microestructura
del hueso trabecular del cuello femoral con respecto al grupo control. En el
grupo de ovejas ovariectomizadas que fueron tratadas con calcitonina no se

produjeron estos cambios en el hueso trabecular femoral.

Hemos encontrado muy pocos trabajos que estudien la consolidacién de
las fracturas en animales con osteoporosis tratados con PTH y todos ellos

utilizando la rata como animal de experimentacion.

Andreassen en 2001 estudio los efectos de la administracion de PTH 1-
34 a dosis de 200 pg/kg/dia en ratas ancianas para intentar demostrar que la
PTH también seria eficaz en sujetos en los que ya de por si dicha
consolidacion esta disminuida. Tras provocar una fractura tibial vy
osteosintetizarla con aguja K intramedular, estudi6 la consolidacion alas 3y 8
semanas de curacion. Realizaron estudios morfométricos, biomecanicos
mediante flexion a 3 puntos y densitométricos con tomografia computerizada
cualitativa periférica. A las 3 semanas, las ratas tratadas con PTH 1-34
mostraron un incremento de la resistencia maxima del 160% y un aumento del
volumen del callo del 208%. A las 8 semanas, los callos tratados con PTH 1-34
incrementaron su resistencia en 270% y su rigidez en 130% y el volumen
externo de los callos tratados aumenté un 135%, y el contenido mineral 6seo
aumentd el 388%. Los autores concluyen que el tratamiento con PTH 1-34
mejora la consolidacion 6sea en animales en los que dicha consolidacién esta

disminuida por la edad.
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Nozaka'®®

es el primero que evaliua el efecto de la PTH tras una
osteotomia en hueso esponjoso de la rata ovariectomizada. El tratamiento con
PTH 1-34 incrementd el volumen de hueso esponjoso y la superficie osteoide
en el grupo de ratas ovariectomizadas y en el grupo de ratas no
ovariectomizadas. PTH disminuyd los parametros de resorcién 6sea (superficie
erosionada, superficie osteoclastica y numero de osteoclastos) en las ratas
ovariectomizadas, pero no en las normales. El tratamiento con PTH incrementé

la consolidacion tras la osteotomia del hueso esponjoso tanto en las ratas

ovariectomizadas como en las no ovariectomizadas.

Komatsu'®®

utilizé ratas osteoporoticas tras ovariectomia, y les realizé un
defecto cortical en la diafisis femoral, tras el cual formaron 5 grupos de
animales y los trataron con PTH 1-38 a dosis de 0, 3, 10 y 30 y/kg/dia, durante
5 semanas. En los estudios biomecanicos de flexion a 3 puntos, soélo la dosis
mas alta de PTH (30 ug/kg/dia) aumenté significativamente la fuerza del callo
con respecto al grupo control. En los estudios histomorfométricos se confirmé
que la PTH estimula la formacién de hueso inmaduro en los defectos y en los
espacios intramedulares, pero no en el periostio. En resumen, se produjo un

efecto dosis-dependiente con el tratamiento con PTH en la reparacion de un

defecto cortical en ratas ovariectomizadas.

Kim'® estudia el efecto de dos dosis de PTH (1-84) 15 y 150 p/kg/dia en
fracturas tibiales de ratas ovariectomizadas, estabilizadas con una aguja
intramedular. Los animales no ovariectomizados presentaron un callo pequefio,
formado por una densa red de hueso trabecular. Las ratas ovariectomizadas

sin tratar o tratadas con 17 estradiol presentaron un callo con mucho menos
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tejido esponjoso y con mucha mas cantidad de médula fibrosa y cartilago. Los
animales tratados con PTH (1-84) mostraron callos mas grandes, con mayor
porcentaje de volumen de hueso trabecular y del volumen total de hueso

trabecular en el area del callo, comparable a las ratas no ovariectomizadas.

Bostrom'®” estudia el efecto de la administracién intermitente del RS-
66271 (un analogo de la PTHr P(1-34)) en conejos con capacidad disminuida
de consolidacion de las fracturas debido a tratamiento corticoideo cronico. Los
autores concluyen que el tratamiento con PTHr P puede mejorar la
consolidacion de las fracturas en conejos con dicha capacidad de curacién
disminuida debido al tratamiento corticoideo, y sefialan una via de investigacion

en humanos, en sujetos con una capacidad de consolidacién disminuida.

Gabet® estudid en ratas ancianas ovariectomizadas el anclaje de
implantes de titanio en la metéfisis proximal de la tibia, y como el tratamiento
durante 8 semanas con PTH 1-34. Todos los parametros uCT (densidad 6sea,
grosor trabecular, numero de trabéculas y densidad de su conectividad) fueron
estimulados por la PTH de manera dosis-dependiente. En los ensayos
biomecanicos, los tres parametros medidos (fuerza maxima, rigidez vy

tenacidad) aumentaron significativamente de manera dosis-dependiente.

No existe una evidencia clara sobre si las complicaciones que se
producen durante la consolidacién de una fractura osteoporética son atribuibles
a problemas de fijacién del material de osteosintesis en el hueso osteoporético
0 si son debidas al posible retraso de la consolidacion en pacientes ancianos.
En modelos de fractura en animales, la consolidacién 6sea requiere mayor

tiempo en los animales de mayor edad®**?*°. Existen pruebas contradictorias
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respecto a si la pérdida de masa 6sea provocada por la ovariectomia supone
un impedimento adicional a la consolidacién. Algunos estudios en animales
demuestran una consolidacion deficiente, sobre todo en las fases iniciales'"2°
mientras que otros estudios no detectan esta caracteristica®®’. Las diferencias

en cuanto a la fecha de la ovariectomia, edad de los animales y factores

dietéticos hacen las comparaciones y conclusiones dificiles de interpretar®*®.

Una caracteristica muy importante de nuestro estudio y que lo diferencia
del resto de los trabajos antes citados es el hecho de analizar la consolidacién
O0sea en un animal grande como es la oveja, con un sistema de reparacién
o6sea muy similar al que ocurre en humanos (a diferencia de los roedores), y
hacerlo en animales osteopordéticos, que sabemos puede dificultar la reparacion

de la fractura.

* Modelo experimental de fractura

Para el modelo de fractura hemos elegido un sistema no rigido que de
lugar a una consolidacién secundaria ya que la mayoria de los tratamientos
actuales de las fracturas en pacientes osteoporéticos buscan la consolidacién

osea por segunda intencién formando un callo 6seo externo®®.

El modelo de osteotomia tibial estabilizada mediante un fijador externo
es el modelo de fractura experimental mas establecido y utilizado en la

bibliografia para el estudio de la consolidaciéon dsea en animales grandes?>

218,247,262
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Goodship en 1985 utilizé este modelo de fractura experimental en la tibia
de ovejas para estudiar la influencia de la carga mecanica sobre la
consolidacion de las fracturas. En un grupo de animales aplicé un fijador
externo de elevada rigidez, realizd6 la osteotomia y dejo un espacio
interfragmentario de 3 mm. En el otro grupo de ovejas, el fijador externo era
periddicamente desbloqueado y se aplicaba una determinada carga axial a la
fractura, demostrando que esto era beneficioso para la consolidacion de la
fractura’®. Posteriormente, Goodship ha continuado estudiando este tema
publicando otros trabajos sobre el efecto del entorno mecanico en la
consolidacion de fracturas, utilizando este mismo modelo

experimental’’:78:80.105.118

Hantes?'* también utiliza este modelo de fractura del tercio medio de la
disfisis de la tibia en ovejas para estudiar el efecto de la aplicacién transésea
de ultrasonidos de baja intensidad en el sitio de la fractura, mediante un
transductor colocado en el extremo de un tornillo colocado 1 cm proximal a la
osteotomia, demostrando que estos aceleran el proceso de consolidacion 6sea

en este modelo experimental de fractura.

Estos autores y otros que han utilizado este modelo de fractura han
experimentado en ovejas no osteopordticas. Nosotros hemos utilizado el
modelo en ovejas osteopordticas, desarrollando por tanto, un nuevo modelo de
fractura experimental valido para el estudio de la consolidacion 6sea de
fracturas osteopordticas. Por el momento no tenemos constancia de que se

haya utilizado este mismo modelo en otras publicaciones.
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En este modelo experimental de fractura, la distancia entre los extremos
de la osteotomia debe ser de 3 mm, porque en ausencia de este espacio y con
un adecuado contacto y aposicion de los fragmentos, la fractura puede
consolidar demasiado rapido, evitando de esta manera el poder evaluar la

influencia de cualquier farmaco'%2+76-78.80.105.118.175

En humanos se tarda de 1 a 4 afios en completar el remplazo del callo
de fractura en hueso maduro funcionalmente competente y 32 semanas para
completar la remodelacion del callo de fractura en la diafisis de la tibia de
perros®’. En las ratas la unién radiografica se consigue a las 4 semanas'®. En
las ovejas el tiempo de consolidacion en el modelo de fractura en tibia
estabilizada con un fijador externo y con un gap de 3 mm ha sido estudiado por
varios autores demostrando que la consolidacion biomecanica, radiolégica e

107.200201 En 19 semana 6 el callo

histologica se consigue a las 9 semanas
adquiere sus dimensiones maximas y desde la semana 6 a la 9 se produce el
proceso de remodelacion del callo 6seo®’. Estos plazos han sido estudiados

en ovejas normales no osteopordticas.

Nosotros hemos elegido las 8 semanas como tiempo de sacrificio para
poder observar si el tratamiento con Hormona Paratiroidea puede alterar el
proceso de formacion y remodelacion del callo 6seo, teniendo en cuenta que el
hecho de que las ovejas sean osteoporéticas puede enlentecer el proceso de

consolidacién de las fracturas.

Al realizar el estudio densitométrico de la zona de fractura tanto de los
huesos del grupo Control como del PTH (figura 37), observamos que el tejido

mas abundante era el correspondiente a la isodensidad 2 (azul) que
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comprende un rango de densidades medio-bajas y el menos abundante era el
correspondiente a la isodensidad 4 (naranja) que comprende las densidades
mas elevadas. Es decir, que en el callo de fractura, en el momento que hemos
sacrificado a nuestros animales, esta formado por una gran cantidad de tejido
poco denso y muy poco tejido de elevada densidad lo que equivale a una fase
de consolidacion de la fractura en la que predomina el hueso inmaduro y sélo
una pequena parte de él se ha transformado ya en hueso maduro denso. Estos
hallazgos confirman que el momento que hemos elegido para estudiar los
callos de fractura, al sacrificar a las ovejas a las 8 semanas, es un buen
momento para analizar la repercusion de LA PTH en la fase de remodelacién

del callo.

¢ Eleccion de PTH

Hemos administrado en nuestro modelo la hormona completa de 84
aminoacidos, con una dosis diaria de 100 microgramos en inyeccién
subcutanea, comenzando al dia siguiente de producir la fractura vy
manteniéndola hasta la fecha del sacrificio del animal. Esta dosis es
comparable a la utilizada en humanos para el tratamiento de la osteoporosis en
la prevencion de las fracturas'®. En nuestro caso la dosis ajustada por peso
seria de 2 ug/kg/dia. En los estudios experimentales existe una gran

variabilidad'®%?

, utilizando tanto la molécula completa de 84 aminoacidos, como
la fraccidn aminoterminal de los primeros 34 llamada también Teriparatide

(PTH 1-34) y con dosis que varian desde 0,75 pg/kg/2 dias hasta dosis de 200
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pg/kg/dia, aunque la mayoria de los estudios utilizan dosis mucho mas altas

que las utilizadas en la practica clinica.

e Caracteristicas mecanicas

En los trabajos experimentales sobre la consolidacion ésea se utilizan
distintos métodos de valoracidn como son las mediciones radiograficas, la
histomorfometria, la medicion de la densidad mineral, la medicion de
marcadores analiticos, los ensayos mecanicos y recientemente Ia
microtomografia computerizada. De todos estos métodos, las investigaciones
mecanicas son probablemente los mejores medios disponibles para valorar el
efecto de una droga en el foco de fractura ya que la resistencia mecanica
depende de muchos factores como la masa 6sea, la arquitectura
tridimensional, la calidad 6sea, incluyendo la composicion quimica y tamafio del
cristal, su forma y cristalinidad, la composicion quimica y estructura de la matriz
no mineralizada, especialmente del colageno, la viabilidad osteocitica y su
recambio. Ninguno de los métodos citados anteriormente mide todos estos
parametros. Por ello la medicion de la resistencia mecanica parece que es la
medida mas fiable del callo de fractura ya que proporciona informacion sobre el

comportamiento global del tejido en reparacion®®°061:120.123.125182,218,263,264

El empleo de ensayos mecanicos en el estudio de la evolucién del
proceso de consolidacion de fracturas proporciona un método para la obtencién
de informacion objetiva de forma cuantitativa. Tanto en la practica clinica como
a nivel experimental se han empleado ensayos mecanicos in vivo para realizar

seguimientos de la evolucion del callo de fractura, obteniendo valiosa
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informacion no solo para caracterizar el proceso, sino lo que es mas
interesante, para ayudar en la decisién del momento de retirada del sistema de
fijacion. Experimentalmente se emplean también ensayos in vitro realizados
sobre especimenes anatémicos que, aunque no permiten el estudio de la
evolucion hasta llegar al estadio de reparacion en el que se encuentran,
proporcionan una informacion mas real eliminando la variabilidad debida a
parametros no controlados en los ensayos in vivo, relacionados principalmente

con la interposicién de las partes blandas y el tono muscular.

Los trabajos publicados en la literatura sobre el efecto de la PTH en la
consolidacion de las fracturas son muy variables porque utilizan distintas
secuencias hormonales, a distintas dosis, con distintas formas de
administracion, en modelos experimentales de fracturas variados y también son
distintos los métodos de medicién. En la tabla 42 se recogen los ensayos
biomecanicos realizados por los distintos autores y comprobamos que la
mayoria emplea ensayos de flexibn a 3 puntos con las desventajas ya
comentadas al subestimar el médulo de Young y la falta de uniformidad del

momento de flexion?%226:2%7
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Tabla 42. Pruebas biomecanicas en los diferentes estudios experimentales, tipo

de ensayo y resultados

AUTOR FRACTURA TIPO
~ HORMONA | DOSIS ANIMAL RESULTADOS
(aho) SINTESIS ENSAYO
. g e Aumento resistencia max.
Kim (1999) 1-84 120”9/ k/E/ d/:, Efat\i:;ctomiza das K'alj!:'f“;'b'a' Flex. 3 p Aumento de la rigidez
Hg/kg/dia 9ul Aumento volumen del callo
Andreassen 60 pg/kg/dia Difisis tibial Aumento de la resistencia
(1999) 1-34 200 pg/kg/dia Ratas Aguja IM Flex.3p Aumento volumen y mineral éseo
Conejos con Cubito defecto Tmm Aumento de la resistencia
Bostrom (2000) PTH(RS-66271) 10 pg/kg/dia . dnJisona No fitacion Torsion Aumento de la rigidez
pre ) Aceleracion de la consolidacion
. Diéafisis femoral L. Aumento de la resistencia
Holzer (1999) 1-34 80 pg/kg/dia Ratas Aguja IM Torsion No aumento de la rigidez
" . Diéafisis femoral - Aumento de la resistencia
Nakajima (2002) | 1-34 10 pg/kg/dia Ratas Aguia IM No lo indica Aceleracion de la consolidacion
e Aumento de la resistencia
Didfisis femoral Aumento de la rigidez
Seebach (2004) 1-34 60 pg/kg/dia Ratas Fl_Jador e_)fterno Flex. 3 p Aumento volumen y mineral seo
Distraccion ) R
(posterior normalizacién)
Andreassen Diafisis tibial Aumento de la resistencia
1-34 200 pg/kg/dia Ratas ancianas . Flex. 3 p Aumento de la rigidez
(2001) Aguja IM . .
Aumento volumen y mineral éseo
1-34 Aumento de la resistencia
Andreassen ) . Difisis tibial Aumento de la rigidez
(2004) ;/;3;00 clic 1-31 60 uglkg/dia Ratas Aguja IM Flex-3p Aumento volumen y mineral seo
4 Callo mecanicamente igual
. g Aumento de la rigidez
Alkhiary (2005) 1-34 goug/k/ﬁ/d/:; Ratas 'I(':\)lauf!le'\;emoral Torsién Aumento par torsor
Hg/kgidia 9yl No aumento volumen
10 pg’kg . .
g Aumento de la resistencia (30 pg/kg)
(Kz%rgg;subara 1-34 g%d/se/rkn) Ratas 'I(':\)lauf!zlfl\;emoral Flex. 3 p No aumento volumen
Ho'kg vl Aceleracion de la consolidacion
(3d/sem)
Nakazawa . Diéafisis femoral .
(2005) 1-34 10 pg/kg/dia Ratas Aguja IM No Aumento precoz cartilago en callo
0,75 pg/kg No aumento resistencia ni rigidez ni
} (2d/sem) Diéfisis femoral tenacidad
Manabe (2007) 1-34 7,5 pg/kg Monas adultas Placa atornillada Flex-3p Disminucion del volumen
(2d/sem) Acelera maduracién del callo
Diéafisis femoral Aumento volumen
Kakar (2007) 1-34 30 pg/kg/dia Ratas . No Aumento precoz cartilago en callo
Aguja IM -
Maduracién precoz del callo
. Diéfisis tibial No aumento resistencia ni rigidez
Gardner (2007) 1-34 30 pg/kg/dia Ratones Aguja IM Flex. 4 p Aumento vol. y osteoide (PTH+carga)
. PP - Torsién s
- 10 pg/kg/dia . Metéfisis distal tibia i Acelera consolidacion
Tsiridis (2007) 1-34 +OP1loc 40 pg/kg/dia Conejos Fijador externo aC;irar;presmn No diferencias en estudio biomecanico
PP Aumento volumen hueso esponjoso
. Ratas Defecto metéfisis tibial . .
Nozaka (2008) 1-34 100 pg/kg/dia . ) . No Aumento superficie osteoide
ovariectomizadas Cerclaje alambre Acelera consolidacion
3 pg/kg/dia e Aumento de la resistencia (30 pg)
Komatsu (2009) | 1-38 10 pg/kg/dia E\f;ﬂzctomiza das zg%gg:::g‘;gemora' Flex. 3 p Aumento de la rigidez
30 pg/kg/dia Aumento del tamafio y densidad.
Aleksyniene Diafisis tibial
(20093)/ 1-34 25 pg/kg/dia Conejos Fijador externo Flex. 3 p
Distraccion
40 pg/kg Artrodesis espinal Flex. 3 p Aumento de la resistencia
Abe (2007) 1-34 (5d/sem) Ratas Autoinjerto cresta Manual Aumento volumen y mineralizacion
Hashimoto 1-34 10 pg/kg/dia Injerto vascularizado - Aumento de la resistencia y contenido
(2007) Zolendronato 100 pg/kg/dia Ratas Aguja IM No lo indica mineral
Skripitz (2000) 1-34 60 pg/kg/dia Ratas Camara 6sea No Aumento hueso trabecular camara
- . . Fuerza Aumento del par torsor
Skripitz (2001) 1-34 60 pg/kg/dia Ratas Implante éseo extraceion Aumento fuerza de extraccion
Skripitz (2005) 1-34 60 pg/kg/dia Ratas Implante éseo Z)l:ter;zc?:ién Aumento contacto 6seo con implante
5 pg/kg/dia - .
. Ratas . Fuerza Aumento fuerza maxima, rigidez y
Gabet (2006) 1-34 25 uglkg/dia ovariectomizadas Implante 6seo extraccion tenacidad

75 pg/kg/dia
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Son numerosos y también muy variados los estudios biomecanicos
realizados en animales, desde el estudio por flexion manual de una artrodesis

vertebral, a la fuerza de extraccién de un implante colocado en tejido éseo.

Asi, Abe (2007) estudié el efecto del tratamiento de PTH 1-34 a dosis de
40 pg/kg/dia en un modelo de artrodesis espinal en ratas, colocando autoinjerto
de cresta iliaca, traté a un grupo de animales con PTH y a otro con placebo, y
sacrificando a los animales en los dias 14, 28 y 42 tras la cirugia. Basandose
en un test de palpaciéon manual, observé que el grupo tratado con PTH alcanzé
la fusion antes que el grupo de control y el estudio radiografico mostré que se
formé una masa de fusidbn mas densa y mayor en los animales tratados con
PTH comparado con el grupo control. En el estudio con microtomografia
computerizada 3D mostré en los animales tratados con PTH una reabsorcion
mas precoz del injerto y una masa de fusion mayor que en el grupo control. En
el estudio microestructural, el volumen trabecular y los parametros de
conectividad de la masa de fusion fueron significativamente mayores en el
grupo de PTH que en el grupo control. EI examen histolégico mostré que el
grupo tratado con PTH tenia un mayor porcentaje de aposicion mineral, de
superficie mineralizada y de superficie de osteoclastos, comparado con el

grupo control.

Skripitz (2000) mostr6 en ratas que el tratamiento con PTH 1-34 a dosis
de 60 pg/kg/dia incrementa la formacién de una red de hueso trabecular y la
densidad del hueso regenerado en el interior de una camara 6sea de titanio

implantada en tibia proximal de forma tiempo-dependiente.
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En 2001 Skripitz en otro estudio observa que el tratamiento en ratas con
PTH 1-34 durante 4 semanas mejora la fijacion en tibia proximal de implantes
roscados de acero ftriplicando la fuerza del par torsor de extraccién y
duplicando la fuerza de extraccion con respecto al grupo control. El autor
concluye remarcando que la fijaciéon de un implante depende de la densidad del
hueso adyacente y puede ser considerado como el resultado final de la
respuesta de consolidacién a una fractura ocasionada por el implante, y por
tanto el tratamiento con PTH podria mejorar la fijacion de los implantes

ortopédicos.

En una publicacion posterior?®®, el mismo autor compara la fijacién de
dos implantes con rugosidades diferentes (acero inoxidable y cemento PMMA)
implantados en metafisis proximal tibial de ratas y tratadas con PTH 1-34 a
dosis de 60 pg/kg/dia con un grupo control, sacrificando a los animales a las 2
y 4 semanas. El tratamiento con PTH incrementé de forma significativa el
porcentaje de contacto 6seo con ambos implantes a las 2 y 4 semanas
comparado con el grupo control. El los animales tratados con PTH las
trabéculas 6seas adyacentes al implante disminuyeron en numero, haciéndose
mas gruesas, con un incremento en la masa 0sea en el area adyacente al

implante, comparado con el grupo control.

* Ensayos mecanicos
Nosotros hemos realizado dos tipos de ensayos mecanicos:

- Flexion a 4 puntos (no destructivo)
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- Torsion (destructivo)

Como ya se ha comentado en el epigrafe de Material y Métodos el
ensayo de flexion a cuatro puntos se ha utilizado en muchos estudios para
evaluar las caracteristicas mecanicas de huesos largos®?'#?*%°_Su principal
ventaja respecto al ensayo de flexidn a tres puntos es que la carga no se aplica
directamente sobre el hueso consiguiéndose un momento de flexién uniforme a
lo largo de toda la muestra®®’. Ademas al realizar las mediciones en 12 planos
diferentes podemos evaluar la rigidez en distintos planos ya que al haber
realizado la osteosintesis de la fractura con un sistema de fijacion externa
pueden aparecer diferencias en los valores de rigidez obtenidos, tal y como se
ha confirmado en nuestras observaciones

Posteriormente sobre las mismas muestras también hemos realizado un
ensayo de torsién destructivo que nos permite obtener informacion sobre la
resistencia del callo de fractura ya que la fuerza aplicada alcanza el punto de
rotura del hueso. Este ensayo es un método estandarizado y también ha sido
empleado por otros autores?'%%3%241:26 Este tipo de ensayo también permite

calcular los parametros de rigidez y tenacidad.

¢ Ensayos de flexion

Los resultados de los ensayos de flexidbn a cuatro puntos realizados en
esta Tesis no muestran diferencias significativas en ninguno de los parametros
estudiados (indice de rigidez, indice de area e indice de planitud) entre el grupo

Control y el tratado con PTH, tal y como se muestran en las figuras 24, 25 y 26.
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A raiz de estos datos cabria esperar que los callos tratados con PTH tengan un

comportamiento mecanico de flexién similar a los del grupo control.

Al analizar el perfil polar de rigidez en los huesos osteotomizados, el
grupo tratado con PTH muestra unos valores mayores de rigidez con una elipse
mas aplanada que la del hueso control sobre todo en los planos 2-8 y 3-9 en
los que el grupo PTH presenta una mayor rigidez (figura 22). Puede que este
hecho esté relacionado con la configuracion y zona de implantacion del sistema
de fijacion externa utilizado para la osteosintesis de la fractura (monolateral en
cara anteromedial de la tibia) que afecta tanto a los huesos tratados con PTH
como a los del grupo control. No hemos encontrado ningun trabajo sobre el
efecto de la PTH en la consolidacién de las fracturas que haya estudiado este

parametro.

En los huesos no operados al analizar el perfil polar de rigidez, hemos
encontrado que la rigidez es muy similar en los dos grupos (figura 23). Los
hallazgos del perfil polar de rigidez en los huesos no operados no muestran
que el tratamiento con PTH varie las propiedades mecanicas de flexion en el

hueso osteoporético.

En la bibliografia publicada la mayoria de los autores utilizan modelos de

flexion a 3 puntos.

Asi, Andreassen®' compara en ratas el efecto de dos diferentes dosis (60
y 200 pg/kg/dia) de PTH 1-34 con placebo en una fractura tibial a los 20 y 40
dias. Realiza estudio radiografico morfométrico y biomecanico (destructivo de
flexion a 3 puntos) y densitométrico del callo de fractura, y encuentra que la

dosis de 200 ug/kg/dia de PTH 1-34 aumenté de forma significativa los valores

202



DISCUSION

de resistencia y el volumen externo del callo de fractura tras 20 y 40 dias de
tratamiento, con respecto a placebo. La dosis de 60 u/kg/dia de PTH 1-34 sdlo
lo hizo de forma significativa tras 40 dias de tratamiento con respecto a
placebo. El contenido mineral &éseo del callo de fractura aumenté
significativamente en ambos periodos y con ambas dosis, siendo ademas
dosis-dependiente. En la tibia contralateral intacta ambas dosis aumentaron el
contenido mineral 6seo y la densidad mineral 6sea de forma dosis y tiempo

dependiente.

En un estudio posterior®® compara el efecto de tres analogos de PTH
(PTH 1-34; PTH 1-31 y monocyclic PTH 1-31) a dosis de 60 pg/kg/dia con
placebo en la consolidacion de una fractura tibial osteosintetizada con aguja
intramedular en ratas adultas y sacrificadas a las 8 y 16 semanas. Se
realizaron estudios morfométricos, biomecanicos de flexion a tres puntos
destructivos, y densitométricos del callo de fractura. A las 8 semanas, se
observo en los animales tratados con PTH (sin existir diferencia entre los tres
tipos de hormona) un aumento del 66% en la resistencia maxima, del 58% en la
rigidez maxima, y del 28% del volumen del callo y del 42% del contenido
mineral 6seo del callo con respecto a placebo. Al normalizar los resultados con
el volumen del callo, no se observan diferencias en la calidad mecanica del
callo 6seo. A las 16 semanas, no existieron diferencias entre los grupos
tratados y el grupo control en rigidez, volumen del callo ni calidad del callo, ni el
contenido mineral 6seo. Desde las 8 hasta las 16 semanas, en animales
tratados con PTH, la fuerza del callo y sus cualidades mecanicas continuaron
aumentando, y el volumen disminuy6 debido a la maduracién y remodelado de

éste. Los autores concluyen que el tratamiento con PTH mejora la resistencia
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mecanica del callo de fractura debido al aumento en las dimensiones del callo y
a su contenido mineral 6seo. Ademas, desde la 8% a la 16 semana el
remodelado de ese callo no se ve influenciado por el tratamiento previo con

PTH.

Komatsubara'® estudia en ratas el efecto en el callo de una fractura
femoral tratada con fijacion intramedular de dos dosis de PTH 1-34 (10 y 30
pg/kg/dia) cuando se administraba durante 3 semanas antes y se interrumpia
tras la osteotomia, o se pautaba antes y después de la osteotomia
manteniéndose el tratamiento hasta el sacrificio, y comparandolos con un grupo
control. El sacrificio se realizé a las 3, 6 y 12 semanas tras la fractura. Se
realizaron estudios radiograficos, de tomografia computerizada periférica
cualitativa, ensayos mecanicos de flexibn a 3 puntos y analisis histolégico e
histomorfométricos. A las 3 semanas la linea de fractura era visible en todos los
grupos; a las 6 semanas la linea de fractura todavia se observaba en casi
todos los fémures. A las 12 semanas, la fractura no era visible en ningun grupo.
No se observaron diferencias entre grupos. La densidad mineral ésea del callo
de fractura aumenté significativamente a las 12 semanas tras la fractura en los
grupos de tratamiento de 30 pg previa y 10 y 30 ug previa y posterior a la
fractura. No existieron diferencias entre grupos con respecto al area transversal
del callo. En los ensayos biomecanicos, la resistencia maxima, rigidez, y la
energia absorbida (tenacidad) no variaron significativamente entre grupos a las
3 y 6 semanas; sin embargo a las 12 semanas tras la fractura la resistencia
maxima en el grupo tratado con 30 p/kg/dia antes y después de la fractura fue
significativamente mayor que en el grupo control. Las propiedades materiales

intrinsecas como la tensibn maxima, modulo elastico y dureza no variaron
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significativamente entre los distintos grupos. En el estudio histologico se
observo que el area total del callo no varioé entre grupos, pero el porcentaje de
tejido 6seo de dicha area aumentd en los grupos tratados con PTH, asi como el
porcentaje de tejido lamelar de dicho callo, el ratio de formacidon Gseal/area

unitaria de callo y el numero de osteoclastos.

Los autores concluyen que el tratamiento con PTH incrementa la
resistencia mecanica del callo de fractura acelerando el remodelado de hueso
inmaduro a hueso lamelar y acelerando la formacion de nuevo hueso cortical
sin aumentar el tamafo del callo, lo que significa que el tratamiento con PTH
acelera el proceso natural de consolidacion y que la resistencia mecanica del
hueso remodelado fue significativamente mayor a las 12 semanas en los
animales tratados con PTH 30 pg/kg/dia. También demuestran que el
tratamiento previo con PTH no dificulta en el proceso de la consolidacién de la

fractura.

Manabe'®*

es el primero que estudia el efecto de la hormona
paratiroidea (PTH 1-34) en la consolidacion de fracturas en animales grandes
(monos) con un sistema de remodelado Haversiano. Para ello, compara dos
dosis de PTH 1-34: 0,75 pg/kg/dia y 7,5 ug/kg/dia, inyectados
subcutaneamente dos veces por semana y un grupo control, tras realizar una
osteotomia femoral y fijarla con una placa en monas cynomolgus adultas, y
sacrificarlas a las 26 semanas tras la fractura. El estudio radiografico mostré
una union completa en todos los grupos, independientemente del tratamiento.

En los estudios biomecanicos de flexion a 3 puntos, la tension maxima y el

modulo elastico del fémur fracturado fue significativamente mayor en el grupo
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tratado con una elevada dosis de PTH que en el grupo control. El area total del
callo y el porcentaje 6seo de dicha area fue significativamente menor en ambos
grupos de tratamiento con PTH que con el grupo control. El numero de
osteoclastos fue menor con ambas dosis de PTH que en el grupo control. La
porosidad del callo disminuye con el tratamiento de PTH de forma dosis-
dependiente. La densidad mineral ésea del callo fue significativamente mayor
en el grupo de dosis alta de PTH que en el control. Estos resultados sugieren
que el tratamiento con PTH disminuye el tamafo del callo y acelera la
maduracion de éste, aumentando el grado de mineralizacién del callo de
fractura, restaurando asi las propiedades intrinsecas tras una osteotomia
diafisaria de fémur en monos cynomolgus, aunque no existieron diferencias
entre grupos para los parametros estructurales (resistencia maxima, rigidez y

tenacidad).

Aleksyene®®

estudia los efectos de dos regimenes de tratamiento de
PTH 1-34 en un callo de fractura de la tibia de conejos, sometidos a distraccion
mediante un fijador externo. Tras realizar la fractura y comenzar la distraccion
en el 5° dia, realizan un alargamiento de 10 mm durante 10 dias (1 mm/dia) y
posteriormente mantienen el fijador durante 20 dias mas, para sacrificar a los
animales a los 35 dias. Durante la fase de alargamiento y consolidacion (30
dias) tratan al 1°" grupo con 25 ug/kg/dia de PTH 1-34; al 2° grupo con salino
durante los 10 dias de alargamiento y PTH 1-34 a dosis de 25 pg/kg/dia
durante los 20 dias del periodo de consolidacién, y al 3° grupo con salino
durante los 30 dias. En los dos grupos tratados con PTH los callos fueron

radiograficamente mas densos y mayores que en el grupo control. Los dos

grupos tratados con PTH tuvieron un volumen de tejido regenerado y un
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volumen en la mitad de la diafisis significativamente mayor que el grupo control.
Las dimensiones externas del callo regenerado fueron significativamente
mayores en los dos grupos de PTH que en el grupo control. Los callos tratados
con PTH tuvieron un mayor contenido mineral éseo y una mayor densidad 6sea
que el grupo control. En el estudio biomecanico la resistencia maxima de los
callos tratados con PTH fueron un 33% y un 30% mayores que el grupo control.
La tenacidad fue mayor en los grupos de tratamiento con PTH comparado con
el grupo control. La rigidez del callo fue un 13% y un 8% mayor en los grupos
de tratamiento con PTH que en el grupo control. No se encontraron diferencias
significativas entre los dos grupos de tratamiento con PTH en ninguno de los

parametros estudiados.

Seebach®®' estudié el efecto del tratamiento de PTH 1-34 a dosis
60ug/kg/dia en el callo de distraccién femoral en ratas adultas comparado con
placebo mediante flexion a 3 puntos. A los 20 dias el tratamiento con PTH 1-34
incrementd significativamente la resistencia maxima vy la rigidez del callo mas
del 50%. El volumen total del callo y su area transversal fueron mayores en el
grupo tratado con PTH, y la densidad mineral 6sea se incrementé en dicho
grupo un 24%. El andlisis histolégico mostré un aumento de la densidad 6sea
del 35% sin que se modificase el grosor trabecular. A los 40 dias de la fractura,
el tratamiento con PTH 1-34 incremento la resistencia maxima y la rigidez del
callo mas de 50%, sin modificar el maximo tensional ni el mddulo de
elasticidad. No existieron diferencias en el volumen del callo ni en su area entre

los grupos de tratamiento y control. La densidad mineral ésea del callo fue un
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11% mayor en los animales tratados con PTH. El analisis histologico mostré un
incremento en la densidad ésea del 23% y un gran incremento del grosor
trabecular del 114% en los callos de distraccién tratados con PTH. Los autores
hipotetizan que le tratamiento con PTH fue mas efectivo en el grupo de
distraccion de 20 dias porque se instaurd el tratamiento con PTH en el inicio de
la de distraccién (en el dia 7 tras la osteotomia), mientras que en el grupo de
distraccion de 40 dias se comenzd el tratamiento en el dia 27 tras la
osteotomia (cuando ya habia finalizado la distraccion hacia 10 dias). Sin
embargo, también podria deberse a que en el segundo grupo el callo ya fuese
mas maduro al llevar mas tiempo de evolucion y sus parametros se acercasen
mas a la normalidad, tras un periodo mayor de remodelacion. Los autores
también encontraron un aumento de las propiedades biomecanicas y de la
densidad mineral 6ésea del fémur contralateral intacto, aunque en mucha menor
medida que en el callo de distraccion, y teorizan sobre el efecto de PTH 1-34

es mayor en el hueso cuando se activa la respuesta reparativa.

El Unico estudio biomecanico mediante flexion a 4 puntos que hemos
encontrado es el de Gardner'®, que estudio el efecto sinérgico de la PTH y la
carga en la consolidacion de las fracturas en ratones, a los que les realizaba
una osteotomia tibial que fijaba con una aguja intramedular, y posteriormente
los dividié en 4 grupos, a los que tratd con aplicacién de cargas mecanicas
diarias, PTH 1-34 (30 ug/kg/dia), carga mecanica diaria + PTH a la misma
dosis, y grupo control; sacrificando a los animales a los 18 dias tras la fractura
para realizar estudios histolégicos, microtomografia computerizada y ensayos
biomecanicos de flexion a cuatro puntos. El grupo tratado con carga + PTH

incrementd la actividad osteoblastica y osteoclastica y fue el unico grupo que
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formo callos mas grandes, con mayor densidad y mayor porcentaje de volumen
0seo. El grupo tratado sélo con PTH formé mas osteoide en el callo que el
grupo control, indicando un aumento precoz de la actividad osteoblastica. Este
grupo mostr6 un mayor contenido mineral 6seo y volumen de hueso
comparado con el grupo control. El grupo tratado exclusivamente con carga
tuvo una mayor actividad osteoclastica que el grupo control. Estos hechos
apoyan la actividad sinérgica de la PTH y la carga en la consolidacion de las
fracturas. El estudio biomecanico de flexién a cuatro puntos no encontrd
diferencias significativas en la resistencia ni en la rigidez del callo entre los

grupos estudiados.

Asi observamos que la mayoria de autores que realizan ensayos de
flexion lo hacen a tres puntos y mayoritariamente (aunque no de forma
unanime) encuentran un aumento de la resistencia y de la rigidez de los callos
de fractura de animales tratados con PTH. Solo hemos encontrado un autor
(Gardner 2007) que realiza ensayos de flexién a cuatro puntos, y al igual que
nosotros no encuentra diferencias significativas en ninguno de los parametros
biomecanicos estudiados. En cuanto a los resultados descriptivos del perfil
polar de rigidez, como dijimos anteriormente, no hemos encontrado ningun
trabajo sobre el efecto de la PTH en la consolidacion de las fracturas que haya

estudiado este parametro.

¢ Ensayos de torsion

En cuanto a los ensayos a torsién, nosotros no hemos encontrado

diferencias significativas en ninguno de los tres parametros, par torsor,
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tenacidad y rigidez torsional (figuras 27, 28 y 29) entre el grupo control y el
grupo tratado con PTH.

Algunos autores también han utilizado ensayos a torsién como Holzer*®
que investigd el efecto en ratas de la administracién de PTH 1-34 a dosis de 80
Mg/kg/dia tras una fractura femoral a los 21 dias de evolucion. Observd un
aumento significativo de la resistencia del callo de fractura pero no un
incremento de la rigidez del mismo en los animales tratados con PTH
comparados con el grupo control. El estudio densitométrico mediante DEXA vy
la tomografia computerizada cuantitativa periférica confirmaron el incremento
de densidad dsea de los callos tratados con PTH comparados con control, pero
sus valores no llegaron a alcanzar significacién estadistica. En el estudio
histologico, los callos tratados con PTH mostraron una mayor osificacion

central que el grupo control.

Alkhiary'®® estudi6 el efecto del tratamiento de PTH 1-34 en ratas tras
realizarle una osteotomia femoral y sintetizarla con aguja intramedular. Para
ello realizé 3 grupos, a los que tratd con inyecciones diarias de 5 6 30 pg/kg/dia
de PTH 1-34 o placebo (control), durante un maximo de 35 dias. Estos grupos
fueron subdivididos en 3 subgrupos de animales, que se sacrificaron a los 21,
35 u 84 dias. Se realizaron estudios biomecanicos de torsion, analisis

histomorfométrico, radiografico y tomografia computerizada microcuantitativa.

En el andlisis radiografico cualitativo, a los 21 dias de tratamiento, sélo
los animales tratados a dosis de 30 pg/kg/dia mostraron un puente 6seo sobre

la fractura y la radioopacidad se incrementd con respecto al grupo control. A
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los 35 dias ambos grupos tratados con PTH habian mejorado la radioopacidad

y el callo medular.

En el andlisis radiografico microcuantitativo mediante tomografia
computerizada, a los 21 dias, el contenido mineral 6seo y la densidad de los
callos de animales tratados a dosis de 30 ug/kg/dia PTH 1-34 se incrementaron
significativamente con respecto al grupo control. A los 35 dias de tratamiento,
el contenido mineral éseo y la densidad de Ilos callos aumenté
significativamente en ambas dosis de tratamiento con PTH (5 y 30 pg/kg/dia)
con respecto al grupo control. A los 84 dias de curacion s6lo se mantuvieron
elevados significativamente ambos parametros en los animales tratados a dosis

mas alta de PTH (30 pg/kg/dia).

En el analisis biomecanico, en el grupo tratado con PTH a dosis de 30
Mg/kg/dia con respecto al grupo control, la rigidez fue significativamente mayor
a los 21 dias, y el par torsor maximo fue significativamente mayor a los 21, 35y
84 dias. No existieron diferencias biomecanicas de ningun tipo a dosis de 5

Ma/kg/dia.

En el analisis histolégico e histomorfométrico, no existieron diferencias
en el volumen de los callos. El porcentaje de cartilago del callo se incrementé
significativamente a los 21 dias para los animales tratados a dosis de 30
pag/kg/dia con respecto a los controles y en ambos grupos (5 y 30 pg/kg/dia) a
los 35 dias de curacidén, no existiendo diferencias en ningun grupo a los 84
dias. Respecto al porcentaje de tejido 6seo, fue significativamente mayor con
ambas dosis de PTH solo a los 35 dias de evolucién. En cuanto a la cantidad

de espacio vacio en el callo, se observd una disminucién significativa con
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respecto al grupo control con ambas dosis de PTH a los 35 dias de tratamiento.
No existieron diferencias en cuanto a la cantidad de osteoclastos con cualquier
dosis y en ningun periodo de evolucién, lo que sugiere segun los autores que la
administracion de esta droga acelera la consolidacion 6sea aumentando el
remodelado del cartilago y la formacion ésea, pero sin aumentar la resorcion

Osea.

Esto indica que la rigidez es una propiedad que se adquiere
precozmente, y la resistencia maxima se alcanza posteriormente. La falta de
efecto en las pruebas biomecanicas con la dosis mas baja (5 pg/kg/dia) podria
indicar que esta dosis no fuera suficiente para mejorar la consolidacion en este
animal, sin embargo el aumento en el contenido y densidad mineral 6sea a los
35 dias con esta dosis demuestra que mejord el desarrollo del callo. El
aumento del volumen de cartilago en el callo a los 21 dias a 30 pg/kg/dia
sugiere un efecto precoz de la PTH de la proliferaciéon de los condrocitos en el
periodo de consolidacion. La disminucion posterior del volumen de cartilago a
los 35 dias con ambas dosis sugiere una aceleracion de la osificacion
endocondral, que junto con la disminucion de espacios vacios en el callo a los
35 dias con ambas dosis sugiere una aceleracioén del proceso de consolidacion.
Otro aspecto importante de este estudio en que no se observé un aumento en
el diametro del callo ni en la densidad de osteoclastos, o que sugiere que el
efecto de la PTH fue mejorar la calidad del callo, ya que aumentaron las

propiedades mecanicas y estructurales sin un incremento en el area del callo.

Tsiridis'®® compard el efecto sistémico de la PTH con el efecto local de la

OP-1 en la consolidacion de una osteotomia cuneiforme metafisaria en tibia
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distal de conejos sintetizada con un fijador externo. Realiza el estudio con cinco
grupos: control (sin tratamiento) y en los otros cuatro grupos rellena el defecto
con fosfato tricalcico. De los cuatro grupos con fosfato tricalcico, en uno lo
mezcla con OP-1, en otros dos recibieron inyecciones diarias subcutaneas de
PTH 1-34 a dosis de 10 y 40 pg/kg/dia respectivamente y el cuarto sélo con
fosfato tricalcico. Tras sacrificar a los animales a los 28 dias, realizdé tomografia
computerizada cuantitativa periférica, histologia y estudios biomecanicos de
compresién axial y torsion. Observo que la OP-1 estimul6 la formacion désea
localmente y ambas dosis de PTH aceleraron la consolidacién sistémicamente
comparado con el grupo control y con el fosfato tricalcico aislado. Todos los
grupos habian consolidado a las 4 semanas, lo que indicé que el defecto no era
critico. Las tibias tratadas con bajas dosis de PTH mostraron mayor cantidad
de contenido mineral 6seo y area de seccion transversal que los otros cuatro
grupos. No existieron diferencias entre grupos en la densidad mineral ésea ni
en los momentos de inercia. En los ensayos biomecanicos solo el grupo OP-
1+TCP alcanzé significativamente un par maximo mayor que el grupo control.
En el estudio histoldgico, la presencia de hueso nuevo fue evidente en el grupo
OP-1+TCP, y en menor medida en el de bajas dosis de PTH, y estos grupos un
tejido 6seo mucho mejor organizado en el defecto que el resto de los grupos.
No existieron diferencias entre ambas dosis de PTH en ningun parametro

observado.

Como podemos comprobar los resultados de los ensayos de torsion en
ratas y conejos publicados por los diferentes autores son diferentes y en

ocasiones contradictorios, encontrando algunos un aumento de la resistencia y
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de la rigidez, otros un aumento sélo de la rigidez y otros no encontrando
diferencias en el estudio biomecanico a torsion.

Nosotros no hemos podido demostrar estos hallazgos en nuestro trabajo
con un animal de experimentacion distinto, no hemos encontrado diferencias
significativas en ninguno de los parametros de torsion estudiados (figuras 27,
28 y 29) mostrando, por lo tanto, los callos tratados con PTH 1-84 una
resistencia equivalente a la de los del grupo control.

Al analizar los efectos de la PTH 1-84 en los huesos no operados
mediante ensayos de torsidon, nosotros no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los parametros de torsién
estudiados (figuras 30, 31y 32).

En las graficas de perfil polar de rigidez de las tibias no operadas
encontramos una rigidez similar (figura 23) y en la medicién de areas en las
imagenes de TAC de la zona de osteotomia de las tibias no operadas (figura

21), no hemos podido observar diferencias estadisticamente significativas.

e Analisis densitométricos

A partir de las imagenes de TAC hemos realizado un estudio morfologico
y densitométrico del callo de fractura. Posteriormente estos hallazgos se han
estudiado en profundidad analizando el callo en su totalidad, calculando el
volumen y la densidad, asi como la porcién del callo en el plano de la zona de
fractura dividiéndola en 4 zonas de densidad progresiva, midiendo el volumen y
densidad media de cada una de ellas. Con ello podemos estudiar la distribucién
de las distintas densidades y evaluar si la composicién del callo de fractura se

ve alterada por el efecto de la PTH.

214



DISCUSION

En nuestro trabajo, los resultados de los ensayos densitométricos del
callo completo demuestran un volumen total del callo similar en ambos grupos
(figura 33) con una densidad media del callo de fractura muy parecida entre el

grupo control y PTH (figura 34).

En los ensayos densitométricos de la zona de fractura no hay diferencias
significativas en el volumen medio de las distintas isodensidades (figuras 38,
39, 40 y 41). En cuanto a las densidades medias de las distintas isodensidades
s6lo hemos encontrado diferencias significativas para la isodensidad 4 (figura
47) que es la zona de densidad maxima, siendo mayor esta densidad media en
los callos del grupo PTH. En el resto de isodensidades no encontramos
diferencias significativas en las densidades medias(figuras 43, 44, 45 y 46). No
hemos podido dar explicacion a esta unica diferencia en la isodensidad mas

alta y tampoco hemos hallado trabajos que lo estudien.

Si analizamos los trabajos publicados sobre el efecto de la PTH en la
consolidacion 6sea vemos que casi todos se realizan en animales pequenos

(ratas o conejos) y sélo un autor (Manabe'®*

) utiliza animales con un sistema
de consolidacion similar a los humanos (monas adultas). Los hallazgos de
estos autores muestran en general una aceleracion de la consolidacion, pero

con algunas diferencias entre si.

Andreassen en 2004 encuentra un aumento en el contenido mineral
0seo del callo de fractura dosis-dependiente y un aumento de las dimensiones
del mismo, con un comportamiento biomecanico similar al control al normalizar
los datos con el volumen del callo. Ademas el remodelado no se ve

influenciado por el tratamiento previo con PTH.
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Alkhiary'®® encontré un aumento en el contenido mineral éseo y en la
densidad en el lugar de la fractura dosis y tiempo-dependientes, sin aumentar
el volumen del callo ni la densidad de osteoclastos, lo que sugiere que la PTH
puede mejorar la calidad de dicho callo, ya que aumentaron las propiedades

mecanicas Yy estructurales sin un incremento en el area del callo.

Holzer®® no pudo demostrar diferencias significativas en la densidad

O6sea de los callos femorales de ratas tratadas con PTH.

Nakajima'®® por el contrario observé una aceleracion de la consolidacién
radiografica y un aumento significativo del contenido mineral éseo en el callo de

fractura femoral de ratas tratadas con dosis bajas de PTH 1-34.

O encontré una aceleracion del remodelado del hueso

Komatsubara'®
inmaduro a hueso lamelar, aumentando la formacion de hueso cortical, pero sin

aumentar el tamano del callo.

Kakar'® por el contrario encuentra callos mas grandes asi como una

maduraciéon precoz de los mismos.

Gardner'® también encuentra callos mas grandes, con mas densidad y
mayor porcentaje de tejido éseo, sin encontrar sin embargo diferencias en los

test biomecanicos.

Manabe'®*

como dijimos anteriormente es el unico autor que realiza su
estudio en monos, encontrando una disminucién del area total del callo, del
porcentaje 6seo y del numero de osteoclastos en los individuos tratados con

PTH, aumentando la densidad mineral, que el autor atribuye a una aceleracion
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de la maduracion, no encontrando diferencias significativas en los estudios

biomecanicos.

Kim (1999) estudia el efecto del tratamiento con PTH 1-84 en fracturas
tibiales de ratas ovariectomizadas y concluye que esta hormona aumenta el
tejido trabecular en el callo, aumentando su volumen, pero con un aumento de

la porosidad.

Bostrom (2000) estudia el efecto de un analogo de la PTH 1-34 en
conejos con una capacidad disminuida de la consolidacién debido a un
tratamiento corticoideo crénico, y encuentra que los animales tratados
mostraron una mayor intensidad radiografica, y una mayor area en el callo de
fractura, pero en el andlisis densitométrico no se apreciaron diferencias

significativas.

Andreassen® estudié en ratas ancianas los efectos de la administracion
de PTH 1-34 en la consolidacion de una fractura tibial, encontrando un
aumento del volumen externo del callo y de su contenido mineral éseo, y
concluyen que PTH mejora la consolidacion 6sea en estos animales de

avanzada edad.

198 estudia el efecto de PTH 1-34 tras una osteotomia en hueso

Nozaka
esponjoso en ratas ovariectomizadas y encuentra un aumento del volumen de
hueso esponjoso y de superficie osteoide, mejorando la consolidacién tras la

administracién de PTH tanto en animales ovariectomizados como en los que no

lo estaban.
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Aleksyniene®® realiza en conejos una osteotomia tibial, sometiéndola a
distraccion y obtiene un aumento de las dimensiones del callo y de la densidad

de éste en los sujetos tratados con PTH comparados con el grupo control.

Abe estudi6 el efecto de PTH 1-34 en un modelo de artrodesis vertebral
en ratas y encontré6 una masa de fusiébn mayor y mas densa con una mayor
mineralizacién, y con una reabsorcion mas precoz del injerto en los animales

tratados con PTH.

Hay que recordar de nuevo que excepto el estudio de Manabe'®,

realizado en monos, se trata de experimentos en animales pequefos (ratas o
conejos) y que estos animales realizan una consolidacion distinta a los
humanos, por lo que extraer conclusiones en comparacion con nuestros
resultados es dificil. Ademas los periodos de tiempo en los que se realiza el
estudio del callo varian enormemente, lo cual hace mas dificil el realizar

comparaciones entre si.

Nuestros analisis densitométricos revelan callos similares con una
densidad equivalente entre ambos grupos. Asi mismo, si estudiamos la
distribucion de las distintas isodensidades no hay diferencias en cuanto al
volumen o a la densidad media, excepto en la isodensidad 4. Esto lo podriamos
interpretar como que el tratamiento con PTH no altera la consolidacién de la

fractura ni la remodelacion ésea del callo fracturario.

Nuestros resultados contrastan con los obtenidos por la mayor parte de
los estudios experimentales, en los que casi uniformemente el tratamiento con

Hormona Paratiroidea mejora la consolidacién de la las fracturas. Pensamos
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que esta evidente disparidad de resultados se debe a la dosis de Hormona
Paratiroidea utilizada en nuestro estudio.

Nosotros hemos querido utilizar una dosis de 2 ug/kg/dia, similar a la
utilizada en la clinica diaria para el tratamiento de la osteoporosis y mucho
menor de las dosis utilizadas en estudios experimentales en las que se han
llegado a utilizar dosis 200 veces superiores. Este hecho debe hacernos
reflexionar lo alejados que estan en ocasiones dichos estudios experimentales

de su aplicacién posterior a la practica clinica en humanos.
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CONCLUSIONES

1.- La osteotomia tibial estabilizada mediante un fijador externo en
ovejas ovariectomizadas es un modelo de fractura osteoporética reproducible y
en el que la consolidacion se produce en unas condiciones parecidas a las
humanas. Por ello consideramos que es un buen modelo experimental para
estudiar el efecto de la Hormona Paratiroidea en la consolidacion de fracturas

osteopordticas.

2.- El tratamiento con Hormona Paratiroidea tras una fractura tibial en
una oveja osteopordética no modifica de forma significativa el area del callo de

fractura ni su volumen total a las dosis utilizadas.

3.- El comportamiento biomecanico de los callos tratados con Hormona
Paratiroidea no ha mostrado diferencias significativas con respecto al grupo

control, tanto en los ensayos de flexién a cuatro puntos como en los de torsion.

4.- El analisis densitométrico de los callos demuestra que ambos grupos
presentaron una densidad media similar y una distribucién dentro del callo en el
que solo la isodensidad mas alta fue mayor en el grupo tratado con Hormona

Paratiroidea.

5.- Atendiendo a las conclusiones 2, 3 y 4 podemos afirmar que en
nuestro modelo experimental de fractura osteoporética, el tratamiento con
Hormona Paratiroidea no modifica de forma significativa las caracteristicas del

callo éseo con respecto al grupo control.
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ESTUDIOS FUTUROS

ESTUDIOS FUTUROS

Debido a las limitaciones que hemos encontrado en nuestro trabajo, nos
planteamos realizar nuevos estudios con mayor numero de muestras para

evitar la dispersién encontrada, principalmente en los estudios biomecanicos.

Tampoco hemos podido realizar analisis histomorfométrico de la zona
del callo de fractura, ya que las pruebas mecanicas de torsiéon son destructivas
y las muestras quedaban muy danadas, siendo imposible utilizar estas
muestras para llevar a cabo un estudio histomorfométrico de calidad. El realizar
una serie para estudiar parametros histomorfométricos seria un excelente
complemento a este trabajo y podrian ayudarnos a interpretar mejor nuestros

resultados.

También seria interesante realizar un disefio de experiencias similar
pero ampliando el periodo de estudio con el fin de analizar si mejoran las
caracteristicas de resistencia mecanica y densidad mineral 6sea (DMO), como
se ha observado en otros estudios en los que se que utilizan las ratas como

animales de experimentacion.

Este mismo modelo experimental se ha utilizado para estudiar el efecto
de un farmaco utilizado para tratamiento de la osteoporosis (Zolendronato) con
un mecanismo de accién antirresortivo, contrario al mecanismo de accién de la
PTH. Nos planteamos en un estudio complementario comparar el efecto entre

dichos farmacos en la consolidacion de las fracturas.
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