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La pérdida Osea acelerada puede desencadenar empa@ssis,
una enfermedad esquelética caracterizada por unarmesistencia
Osea y riesgo aumentado de fractura. Es la enfednmétabdlica mas
prevalente entre la poblacion femenina ya que afatt35% de las
mujeres espafolas mayores de 50 afos, y por lo égniin problema
de salud publica muy importante.

El tipo de osteoporosis mas frecuente es la ostesis
posmenopausica, una enfermedad multigénica quais@a icon la
retirada de la proteccion estrogénica. No obstanpesar de que todas
las mujeres aceleran su tasa de pérdida 6sea amerlapausia, no
todas desarrollardn osteoporosis en el futuro. &as& hay que
buscarla en el pico de masa 0sea alcanzado pomugday que esta
determinado principalmente por factores genétittistoricamente,
los factores genéticos se han buscado en genesremug
metabolismo 6seo y en genes de diversas citoguresentemente,
se ha descrito la relacion que existe entre etreistinmune con la
pérdida O0sea, debida a la deficiencia estrogégican la regulacion
O0sea basal. De hecho, se ha relacionado la paxiéip de células T,
células B, monocitos, incluso de células dendsticaon la
osteoporosis. En este trabajo de Tesis Doctordiasestudiado la

asociacion a masa 0sea de genes importantes egtafdatismo 0seo,

como RUNX2 y otros genes relacionados con el sistema inmune,

como OCIL, CD40 y CD40L en una poblacibn de mujeres
posmenopausicas.
Debido a que la principal causa de la osteopoessla deficiencia

estrogeénica, el tratamiento mas utilizado para pstalogia ha si

18



terapia hormonal sustitutiva (THS) mediante la amsbiacion de
estrogenos. Pese a los efectos beneficiosos dd3aeh el hueso, se
ha descrito diversos efectos adversos, como el @onea el riesgo de
cancer de mama o alteraciones cardiovascularehajudevado a la
busqueda de alternativas terapéuticas a la TH®e ta# alternativas
terapéuticas utilizadas actualmente, encontramosnpgestos
agonistas del receptor de estrogenos, como los ladmhes selectivos
del receptor de estrogenos (raloxifeno) y fitoegros (genisteina), y
también extractos vegetald&Sithicifuga racemosga

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se hadiesio,
comparativamente, el efecto sobre la pérdida desdug
microestructura 0sea, mediante micro-TC, de la ainacion del
estradiol, el raloxifeno y la genisteina en el matvariectomizado
como modelo animal de pérdida ésea. Asimismo, t@mise ha
evaluado en una poblacién pequefia de mujeres pogduasicas, el
efecto sobre el metabolismo 6seo de un extractprapandlico

vegetal deCimicifuga racemoséRemifemin).
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Introduccion

1.1.FISIOLOGIA DEL HUESO
1.1.1. El tejido éseo y sus funciones
El tejido 6seo es un tejido firme, duro y resigteque, junto con

el cartilago, forma el esqueleto de los vertebradbstejido 0seo
desempenia tres funciones (Cohen, Jr. 2006):

1. Mecanica: mantiene el peso corporal y funci@raaapoyo
y lugar de las inserciones musculares para la locam. Multiplica
la fuerza de los musculos que mueven al esqueleto.

2. Protectora: resguarda a Organos vitales de a@smmos y
alberga al sistema hematopoyético (médula 6sea).

3. Metabdlica: actia como reserva de iones y nlegra
especialmente fosfato y calcio, para el mantenitoiede la

homeostasis sérica, que es imprescindible pariada v

1.1.2. Tipos de hueso y estructura

Como organo, en el esqueleto pueden distinguirsetigos de
huesos segun su forma: los huesos planos (huedosrdleeo,
escapula, mandibula e ilion) y los huesos largb&(tfémur, himero,
etc.). Estos dos tipos de huesos se originan ar mhatdos tipos
distintos de desarrollo, intramembranoso y endo@néunque el
desarrollo y el crecimiento de los huesos largoseatidad implica
ambos tipos de procesos.

La exploracion externa de un hueso largo pone defiesto dos
extremos mas anchos o epifisis, un tubo mas o nalidrico en el

medio llamado diafisis, que contiene la cavidad uteddonde se
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aloja la médula 6sea hematopoyética, y una zordedarrollo entre
ambos sectores llamada metafisis (figura 1.1) k&l&008). En un
hueso largo en desarrollo, la epifisis y la megfigue se originan en
dos centros de osificacion independientes, estparagas por una
capa de cartilago, la placa epifisgtambién denominada cartilago de
crecimiento), que se trata de una capa de célulalfepativas y
matriz cartilaginosa en expansion responsable dekimiento
longitudinal de los huesos; se calcifica y se reetira
completamente y es sustituida por hueso al findl pdgiodo de
crecimiento.

Existen dos superficies 0seas en las que el higdcer contacto
con las partes blandas: una superficie externaati@nperiostio, que
rodea a la superficie del hueso, y una superfitggma o endostio, una
membrana que tapiza a la cavidad medular y quéecené las células
osteoprogenitoras (Figura 1.1) (Clarke 2008).

Los huesos poseen zonas con diferente densidagidte dseo que
se diferencian macroscopica y microscopicamentéreas de hueso
mas compacto, conocido como hueso cortical, y zdeasueso mas
esponjoso, conocido como hueso trabecular (Figutd (Clarke
2008).
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- CARTILASO ARTICULAR

EPIFISIS

. HUESO
g ESPOMIDSD

L_,.. BIAFISIS

I__ CAVIDAD
MEDULAR

_ HUE 3D
COMPACTO

PERIOSTIO

Figura 1.1.Representacion esquética de un corte
longitudinal de un hueso

El hueso cortical esta formado por una capa espa$ensa de
tejido calcificado. Constituye la mayor parte dediafisis de los
huesos largos asi como la parte externa de toddsukesos del cuerpo
El hueso cortical o compacto se forma mediante leanaasculares
que invaden el hueso desde las superficies peadgtendostica. La
unidad estructural es la osteona o sistema haneegjae consta de
laminillas 6seas dispuestas de forma cilindrica mgean al canal

vascular o canal harvesiano (Figura 1.2) (Clarkg82@roff & Romer
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2009). Las osteonas se conectan con las adyace@snte unos
canales transversales llamados canales de Volkrbandiafisis
contiene la cavidad medular donde se aloja la maédidea
hematopoyética. A medida que el hueso cortical sgrca a la
metéfisis y la epifisis, se va haciendo cada vez fin@ y el espacio
interno pasa a estar ocupado por una red de thiakédinas
calcificadas; se trata del hueso trabeculas trabéculas se disponen
formando multiples celdas en forma de panal (Figlid) y los
espacios contenidos en estas trabéculas finaséanatan ocupados
por médula 6sea hematopoyética y son adyacentes @avidad
medular de la diafisis. Las trabéculas se orieptaglominantemente
de forma perpendicular a las fuerzas externas para soporte
estructural (Clarke 2008; Proff & Romer 2009). Isaperficies 0seas
de las epifisis que forman parte de la articula@sét@n cubiertas por
una capa de cartilago articular que no se calcifica

El hueso cortical y el hueso trabecular estan castog por las
mismas células y los mismos elementos matricigdesp presentan
diferencias estructurales y funcionales. La priacigliferencia
estructural es cuantitativa: el 80-90 % del volurdenhueso cortical
esta calcificado, mientras que sélo lo esta el 392 del hueso
trabecular estando el resto ocupado por médulg vasas sanguineos
y tejido conjuntivo. El resultado es que el 70-831&da superficie de
contacto con las partes blandas se halla en lafgupeésea endostal,
lo que lleva a la principal diferencia funcionakrenambos tipos de

hueso; el hueso cortical desempefia principalmeniague no de
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forma exclusiva, una funcion mecanica y protectargntras que el

hueso trabecular realiza principalmente una funoiétabdlica.

Figura 1.2. Microfotografias electronicas del huesmortical
(izquierda) y trabecular (derecha)

El concepto de microarquitectura describe en esttimbecular el
entramado de trabéculas y en el cortical su paadsid

1.1.3. Formacion del hueso

Durante la embriogénesis, el hueso se forma por \das
diferentes: osificacion intramembranosa y osifiGagndocondral. En
ambos casos son los osteoblastos los encargadasatenacion ésea
(ver mas adelante). En la osificacién intramembsano los
osteoblastos se diferencian directamente de latasé@hesenquimales.
En la osificacion endocondral las células mesengi@sm se

diferencian primero en condrocitos que terminararméndo
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cartilago. Después de esta diferenciacion, y umzala® condrocitos
han madurado, las células mesenquimales circurslaatdiferencian

en osteoblastos, que terminaran formando huesce(GCdn 2006).

1.1.4. Composicion del hueso

El hueso es un o6rgano muy dinamico. Est4d formado
principalmente por tejido 0seo, un tipo de tejidonjantivo
especializado que esta formado por una matriz @ldtrar, con gran
actividad metabdlica, y por elementos celularess lcaialidades
biomecanicas del hueso dependen de la calidad gniaagion
espacial de estos componentes (Mgetral. 2000).

1.1.4.1. Matriz extracelular

La matriz extracelular es especialmente abundangsee tejido y
estd formada por un componente organico (proteinasun
componente inorganico (sales minerales). Aunquestéms huesos no
son iguales en tamafo y forma, su composicion aaires similar
siendo de un 25% de agua, un 45% de sales mingralas30% de

materia organica.

1.1.4.1.1. Componente organico

El principal componente organico de la matriz eoghalar es el
colageno tipo |, que supone aproximadamente el 86%a matriz
Osea organica. Ademas de colageno, dentro del aoenp® organico

de la matriz también encontramos proteinas no eok®) (10%), que

26



Introduccion

son principalmente glucoproteinas y proteoglicaddgunas de estas
proteinas no colagenas destacables son la oste@ne@SN),
osteocalcina (OC), osteoprotegerina (OPG), ostdo@mor{OPN) vy
sialoproteinas (BSP) (Young 2003; Gundberg 2003rn&edez-
Tresguerres-Hernandez-Giet al. 2006). Estas proteinas son
extremadamente anidnicas por lo que tienen una ggpacidad de
fijar aniones y se cree que desempefian un papeiriampe en el

proceso de calcificacion de la matriz.

Colageno

Es la proteina mas importante de la matriz 6seairfistizado por
los osteoblastos en forma de procolageno, queassfarmara en
colageno tipo | para formar fibrillas que se eriearan entre si para

conferir resistencia al estrés mecanico.

Osteonectina (OSN)

Es una glicoproteina con gran afinidad por el cahégtipo |, por
el calcio y por la hidroxiapatita. Representa él2fe las proteinas no
colagenas. Se cree que interviene en la regulagda adhesion entre
la matriz y las células. En el hueso es necesarialp mineralizacién

normal.
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Osteocalcina (OC)

Es una proteina no colagena de gran importancia éarmacion
de hueso nuevo. Su sintesis es dependiente datéamivas K y D.
Presenta afinidad por el calcio y capacidad reguiadiurante la
mineralizacion. Es sintetizada por el osteoblagtor o que sus
niveles séricos sirven como indicador de la actidide estas células.
También se sintetiza por el osteocito al ser saloet fuerzas

mecanicas que estimulan la remodelacion 6sea.

Osteopontina (OPN)
Se trata de una glicoproteina capaz de unirsalabcy que tiene
una elevada afinidad hacia la hidroxiapatita. Juega papel

importante en la mineralizacién del hueso y enifiedcion.

Sialoproteinas del hueso (BSP)
Las BSPs estan involucradas en la mineralizacgdmaevo hueso

y la calcificacion del tejido esquelético.

1.1.4.1.2. Componente inorganico

La matriz 6sea posee abundantes sales mineraleforera
cristalizada, en particular, en forma de cristaleshidroxiapatita o
fosfato calcico (3C#4PO4)(OH),), algo de carbonato célcico y
pequefias cantidades de magnesio, fldor y sodiondRdez-
Tresguerres-Hernandez-Giét al. 2006). Todas estas sales se

encuentran distribuidas a lo largo de la reticuia fprma el colageno
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y se disponen en la misma direccion que éstastdeepo por el que
estas sales se depositan y cristalizan se denamlicificacion. Esta es
una propiedad que hay que destacar ya que, a rdifarele otros
tejidos conjuntivos, la matriz del tejido 6seo &ela capacidad de
calcificarse.

Aunque la dureza del hueso se debe a sus compsmaimterales,
sin la existencia de la reticula de colageno ebbwseria fragil. Las
fibras de colageno y otras proteinas no colageeda ohatriz aportan
flexibilidad y resistencia a la tension. Si faltas fibras de colageno,
o éstas fueran defectuosas, se producen enfernsedamro la
osteogénesis imperfecta (huesos de cristal). Si,ep@ontrario, se
eliminaran las sales minerales del hueso, éstétadauuna estructura

flexible y esponjosa.

1.1.4.2. Componente celular

El tejido 6seo es un tejido dinamico formado poa poblacion de
células funcionalmente diferenciadas que son nedessapara
mantener la estructura 0sea, la mecéanica del hpésdomeostasis
mineral. El hueso esta sometido durante toda sa aidna continua
renovacion, es decir, experimenta un proceso aomtite resorcion y
formacion Osea y las células que participan en gsieeso son los
osteoblastos, osteocitos, células de revestimiesuperficial y
osteoclastos. La mayor parte de la actividad cetdaencuentra en las
superficies éseas, sobre todo, en el endostio,edehthueso esta en

contacto con la médula 6sea.
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1.1.4.2.1. Osteoblastos

El osteoblasto es la célula responsable de laupodagh de los
componentes de la matriz (colageno y sustanciaafuedtal) y se
localiza en las superficies 6seas (Mackie 2003nbién se encarga
de controlar la generacion y actividad de los adéstos (ver mas
adelante).

Morfologicamente, el osteoblasto activo presenta nicleo
redondo grande situado en la base de la célula leatado opuesto de
la superficie 0sea. Se caracteriza por tener umagpale Golgi
prominente, situado entre el nucleo y el apice aledlula, y un
reticulo endoplasméatico grande, lo que refleja ka actividad
biosintética y secretora de esta célula. Los ofdstis presentan unas
prolongaciones citoplasmaticas en la cara secrdiia célula que se
extienden hasta el fondo de la matriz y sirven ddema de
comunicacién entre células. La membrana plasmédgtasteoblasto
se caracteriza por ser rica en fosfatasa alcdlis# enzima es uno de
los primeros marcadores del fenotipo osteoblasties por ello por lo
gue la concentracién de fosfatasa alcalina en sseratiliza como
indice de la formacion o6sea. Ademas, los osteadasambién
expresan en su membrana receptores para la panather(PTH),
receptores para las prostaglandinas, receptoregeésicos y
receptores para la vitamina D3 (Yamaguethal. 2000), factores que,
entre otros, actuaran estimulando al osteoblasts @partado de
remodelado 6seo). Por el contrario, otras molécatdsaran como

inhibidores del osteoblasto, como es el caso deddgoides (Figura
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1.3). Los osteoblastos también expresan variasaulale de adhesion
(integrinas) y receptores para citoquinas. En smionena también
expresan citoquinas propias, como el factor eséinte de colonias
(CSF) y el ligando del receptor del activador @ekdr nuclear kappa-
B (RANKL) que, como se verd mas adelante, es urtorffac
imprescindible para la diferenciacion de los odesios (células
encargadas de destruir hueso). También segregaopostegerina
(OPG), un receptor sefiuelo de RANKL capaz de inlgbformacion
de osteoclastos (ver en remodelado 6seo) (Yamagtiahi2000). Asi
pues, los osteoblastos se caracterizan por la @gprde proteinas de
matriz, como el colageno, por tener una elevadaidatl fosfatasa
alcalina, y por su respuesta a factores osteotm§p(bormonas y
citoquinas). Todos estos factores relacionadosetmsteoblasto son
caracteristicos del fenotipo osteoblstico y suresipn varia a
medida que las células progenitoras se diferencmaduran y

sintetizan matriz (ver mas adelante).

pPGe, PTH
Inhibicion:

GHh
To Ty \ X Corticoides
N r’e

Estimulacién:

TGF-
1,25(0H),D; —»

Estrogenos —>

Enzimas: Integrina Componentes de la matriz:
Fosfatasa alcalina Matrices proteicas
Colagenasa Osteonectina
Colageno tipo |
Glicoproteinas

Osteoide

Figura 1.3. Representacion esquematica de urobktsto.
Factores que actian estimulando o inhibiealdasteoblasto.
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Como ya se ha comentado, los osteoblastos soras&atretoras
encargadas de sintetizar matriz 6sea no mineralizdEhominada
tejido osteoide. Este tejido suele durar unos &6 dproximadamente,
tiempo que transcurre desde que el osteoblasttigata matriz hasta
gue sucede el proceso de calcificacion. Los oststdd actian
siempre sintetizando matriz tras un proceso derciEsp 6sea (ver
remodelado 6seo0) y nunca van solos sino que aedaonjunto, es
decir, forman grupos de células sobre la superfieldhueso (100-400
células por lugar de formacion 6sea). Normalmeatesdedor del
osteoblasto se suelen encontrar células mesen@sinaativadas o
preosteoblastos. Cuando el osteoblasto finalizacsuidad secretora,
podra seguir dos vias: transformarse en céluleedestimiento o en

osteocito (Manolagas 2000c)(ver mas adelante).

- -

V3
OSTEOBLASTOS

b2 Y

Figura 1.4. Imagen de un osteoblasto al microscdpeion de
hematoxilina- eosina)
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Los osteoblastos se originan a partir de célulasdrena
mesenquimales (Komori 2003) (células madre estesnale la
médula 6sea o células madre mesenquimales deb tegidjuntivo).
Estas células progenitoras, adquieren el compronesdiferenciarse
hacia una determinada estirpe celular debido anfmencia de
estimulos. Los estimulos actian como mediadoresotepromiso de
las células madre progenitoras, de modo que depeohalide qué
estimulo reciban estas células, se podran difeermcia estirpes
diferentes como osteoblastos, condrocitos, adip®citioblastos,

células estromales o fibroblastos (Katagiri & Taksthi 2002)

Célula progenitora R ety Células especificas
pluripoiente de tejide
.r'r_:.l ]
e OSTEOBLASTO
-
{ A
o —-—-—'—'\M}-—r ) MIOBLASTO
_'—_‘_'—_f SN S e %
: CONDROCITO
L
L ";
i ADIPOCITO

Figura 1.5.Esquema de la diferenciacion de las leéluprogenitoras
mesenguimales a células especificas de tejido sgiggstimulo recibido.
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En el caso de los osteoblastos, las células prmgasiadquieren
el compromiso de diferenciarse hacia la estirpecgginica debido a
la influencia de factores de crecimiento localema@das proteinas
morfogénicas 6seas (BMP), factores de transcripcamo Runx2 y
Osterix, las proteinas Wnt y expresion de RANKLe qatuardn como
factores de diferenciacién osteoblastica inducidaduroliferacion de
las células precursoras (preosteoblastos) y sureddeacion a

osteoblastos maduros.

Proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs)

En el proceso de diferenciacion de los osteoblagixisten
diversos factores de crecimiento involucrados. deoellos son las
proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs). Estasteipas
pertenecen a la familia del T@HMiyazono et al. 2010) cuyos
miembros son factores implicados en la prolifenacdiferenciacion y
muerte de algunos tejidos. Las BMPs se encuentrda matriz 0sea
no calcificada y se cree que los responsables densesis son los
propios osteoblastos. En vertebrados, estas pasteion los Unicos
factores de crecimiento capaces de inducir la fordmade hueso. En
concreto, las BMPs regulan la diferenciacion odésiiza ya que
inducen la expresion de factores de transcripaolucrados en la
diferenciacion del osteoblasto como, por ejemplonX2, Osterix y
proteinas Wnt (ver mas adelante). La sefal d&8MBs se inicia a
través de su unidén a receptores transmembranasdesteoblastos.

Esta union desencadena la fosforilacion de unageipes del
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citoplasma, llamadas Smad, que se encargan dansdticcion de la
sefal de las BMPs hacia el nacleo y, consecuenterss produce la
activacion de los factores de transcripcion rel@milms con la
diferenciacion del osteoblasto (Wrana 2000; KatajirTakahashi

2002). Prueba de la importancia de esta familiprdeeinas es que los
ratones deficientes en BMPs presentan anomaliksestructura y en

el desarrollo del esqueleto.

Runx2 y Osterix

Runx2 (runt-related transcription factor 2)también llamado
Cbfal (Core-binding factor al)es el factor de transcripcion mas
importante para la diferenciacion de los osteobtastomo ya se ha
visto, las encargadas de estimular la expresionRdex2 en el
osteoblasto son las BMPs. Runx2 induce la expredéuliferentes
genes diana implicados no solo en formacion ésewa gen de la
fosfatasa alcalina, osteopontina, sialoproteinaglageno vy
osteocalcina, sino también genes implicados eneehmbio 0seo
como RANKL, OPG y colagenasa. Runx2 cumple todegéguisitos
de un factor de transcripcidbn implicado en la dif@iacion
osteoblastica, entre ellos, el expresarse tempram@nen células de la
estirpe osteoblastica (Ducy 2000). En esta fasecddulas tienen el
potencial de diferenciarse en osteoblastos o edrgoitos, aunque
poco a poco la capacidad de diferenciarse en comosose va
perdiendo y finalmente se impone la diferenciacgmsteoblastos

gracias a la accion de Runx2. Experimentos reagawn ceélulas
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mesenquimales de ratones deficientes en Runx2, ienant su
potencial para diferenciarse espontaneamente epoaitis Yy
condrocitos (Kobayashet al. 2000; Komori 2006). También se ha
demostrado que ratones deficientes en Runx2 peesefaita de
osificacion tanto endocondral como intramembrandshido a una
deficiencia en la diferenciacion de osteoblastoar(@loset al. 1997,
Otto et al. 1997; Komoriet al. 1997b). Todo ello indica claramente
gue Runx2 es esencial para la diferenciacion dedasas precursoras
en osteoblastos e inhibe su potencial para difeaesgen adipocitos o
condrocitos. Hay que decir también que mutacioneseste gen
provocan la aparicion de displasia cleidocraneak enfermedad
autosémica dominante que se caracteriza por aresnai nivel
esquelético y alteraciones en densidad mineral (deadloset al.
1997).

Tras Runx2, existe otro factor de transcripci@mido Osterix
(Osx), cuya actividad es esencial para la difea@n osteoblastica.
Al igual que Runx2, la inactivacion de Osx en rarprovoca
letalidad perinatal debido a ausencia completa skeoblastos y
formacion Osea (Nakashimaet al. 2002; Karsenty 2008).
Curiosamente, Runx2 se expresa en células mesealggiohe ratones
deficientes en Osterix, mientras que Osterix nexg@esa en células
deficientes en Runx2. Esto demuestra que la expre Osterix esta
regulada por Runx2 en la cascada de diferenciaoginoblastica
(Nishio et al. 2006) por tanto, Osterix es el segundo factor de

transcripcion esencial para la diferenciacion dstestica tras Runx2.
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Todo parece indicar que Runx2 es necesario pagirdirlas células
mesenguimales progenitoras al estadio de preoastoblinhibiendo
su diferenciaciéon a condrocitos y adipocitos, mentque Osterix
actuaria dirigiendo a los preosteoblastos hacifada de osteoblasto
inmaduro, eliminando completamente el potencialdiderenciacion
hacia condrocitos o adipocitos (Mundlesal. 1997; Komori 2006).
Las células mesenquimales de ratones deficient€starix, también
se diferencian en condrocitos. A diferencia der&snes deficientes
en Runx2, cuyo esqueleto esta totalmente no minadal, los ratones
deficientes en Osterix presentan mineralizaciéno séh huesos
formados por osificacion endocondral. Esto demaesiie Osterix no
es necesario para la formacion de condrocitos.

Por tanto, Runx2 y Osterix son dos elementoseclam la
diferenciacion osteoblastica ya que contribuyen pabceso de
diferenciacion mediante la activacion de genessguexpresan en el

osteoblasto maduro.

Wnt

Las proteinas Wnt pertenecen a una familia de imadeque
participan en procesos de embriogénesis y orgaesgesntre otros.
Actualmente se sabe que desempefian un papel moytamie en la
osteoblastogénesis y formacion de hueso (Westeradodl. 2004;
Yavropoulou & Yovos 2007; Kubotat al. 2009). Estas proteinas, se
unen a receptores de membrana, como por ejempl®5Lw-

density lipoprotein receptor-related proteir), lesencadenando una
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cascada de sefalizacion intracelular que llevasintesis de factores
de transcripcion los cuales activan la expresiordiflerentes genes
implicados en diversos eventos celulares, comataoblastogénesis,
entre otros. L& catenina es una de las moléculas implicadas en la
cascada de sefalizacion que induce la activaciorfadmeres de
transcripcion que regulan la expresion de genedidatgos en la
osteoblastogénesis (Yavropoulou & Yovos 2007). &a Hescrito
mutaciones en receptores de la via Wnt asociadosmdios en la
densidad mineral 0sea y fracturas. Por ejemplo,aomtes en el
receptor LRP5 que implican pérdida de funcion, aaussteoporosis,
mientras que mutaciones que inducen una ganancidumzon,
conducen a fenotipos de ganancia de hueso (Ricletrds 2008;
Kubota et al. 2009). Se han encontrado factores que inhiberida v
Wnt, como por ejemplo Dickkopf-1 (Dkk-1), que irftere en la via
Wnt uniéndose directamente al receptor LRP5 e irapith, por tanto,
la union de Wnt al receptor (Yavropoulou & Yovo9ZD También se
sabe que los osteocitos secretan una proteinad&aestlerostina que
bloquea la accion de Wnt en la membrana resultanda inhibicion
de la osteoblastogénesis (Yavropoulou & Yovos 20difat & Ng
2009).

El proceso de formacion del osteoblasto se pueddiden tres
fases: proliferacion, diferenciacion y maduracignmineralizacion.
En cada fase se produce la expresion de diferefaewres
caracteristicos del fenotipo osteoblastico comdéatasa alcalina, que

es un marcador precoz de los preosteoblastos pajuéo estara
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aumentado en las fases iniciales de proliferacidisminuira durante
la diferenciacién; el colageno, que también seesgdurante la etapa
de proliferacion hasta la fase de maduracion, disygndo su
expresion en la fase de mineralizacion; la ostetp@nque alcanza
una concentracion maxima durante la diferenciagidtra durante la
mineralizacion; las sialoproteinas, que se expresaons osteoblastos
maduros; osteocalcina, que se expresa en la faseirdgalizacion
(Nakashima & de 2003; Cohen, Jr. 2006; Fernandeggirerres-
Hernandez-Gikt al. 2006).

1.1.4.2.2. Osteocitos

Los osteoblastos, como ya se ha visto, sintetimatriz o tejido
osteoide que tras unos dias mineralizara. Estaznea calcificada
no es inerte desde el punto de vista metabdlieesdpta unas células
llamadas osteocitos que se encuentran incrustatas @ndo del
hueso, situadas en pequefias lagunas osteociticashéTateet al.
2004).

Originariamente, eran células formadoras de h{esteoblastos),
que se quedaron atrapadas en la matriz 6sea ga® mlismas
produjeron y luego se calcificaron (Manolagas 2Q@0wthe Tateet
al. 2004). No obstante, pese a ser antiguos osteobjaskpresan
algunas proteinas de membrana especificas.

Estas células presentan una morfologia caractaisposeen
numerosas prolongaciones celulares largas que est&ontacto con

prolongaciones celulares de otros osteocitos yitamdon células que
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revisten la superficie ésea (osteoblastos o céldéasevestimiento)
(Noble & Reeve 2000). Estas prolongaciones se argardurante la
formacién de la matriz y antes de su calcificaciénman una red de
conductillos finos que estan presentes en todaafsizndsea y cuya

funcién es la comunicacion intercelular.

Figura 1.6. A la izquierda, imagen al microscopie k& superficie de un
hueso. Se observa a los osteoblastos (Ob) sintetizasteoide (Os) y como
los osteocitos (Ot) quedan incrustados en la maisea. A la derecha,
reconstruccion tridimensional de un osteocito itusen una seccion de
hueso.

Todos los datos aportados hasta la fecha sugiesrencgando
existe alguna “lesién” en el hueso, son los ostesdbs encargados
de comunicarlo a los osteoblastos a través de estdsngaciones
para asi, iniciar el proceso de formacion 0sea l{kgmet al. 2009).

Entre la membrana plasmética del osteocito y lpiprmatriz ésea

se encuentra el espacio periosteocitico. Este iespeiste tanto en las
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lagunas osteociticas como en la red de conductifi@sté relleno de
liquido extracelular que esta relacionado congbflle iones calcio
desde el hueso.

La morfologia de los osteocitos varia segun su gdadactividad
funcional. Un osteocito joven posee la mayoriaadedaracteristicas
ultraestructurales del osteoblasto del que proyiepero ha
experimentado una reduccién del volumen celulae Yadmportancia
de los organulas implicados en la sintesis de iorade (reticulo
endoplasmico rugoso y aparato de Golgi). Un osteanias viejo,
situado a mayor profundidad en el hueso calcificamesenta estas
reducciones todavia mas acentuadas y, ademas, nfaresma
acumulacion de glucégeno en el citoplasma (Knothie dt al. 2004;
Hadjidakis & Androulakis 2006). Se ha demostrade gstas ceélulas
pueden sintetizar matriz ésea nueva en la superfiei las lagunas
osteociticas, que posteriormente puede calcificarsainque
histéricamente se han considerado capaces de rbabssl hueso
calcificado de la misma superficie, esto se ha tmresdo
recientemente. El destino de los osteocitos esfagocitados y
digeridos junto con los otros componentes del hueswmante la
resorcion O0sea osteoclastica, o sufrir apoptosisoitile Tateet al.
2004).

1.1.4.2.3. Células de revestimiento

Tras el periodo secretor, el osteoblasto puedevertirse en

osteocito (matriz calcificada) o en una célulaaestimiento.
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En el caso de las células de revestimiento, logobtistos
adquieren una forma aplanada y se disponen en fdemmaonocapa
sobre superficies 0seas inactivas recubiertas @ariazncolagena no
calcificada que ellos mismos sintetizan. Estaslaglde revestimiento
tienen funcién de proteccion de las superficiesa®s&ormaran el
endostio, que separa la superficie 6sea y la mgdubéen quedaran
directamente debajo del periostio en las supesfitimeralizadas.

Las células de revestimiento también facilitan rabajo a las
células encargadas de la resorcion Osea llamadssoctastos
(Manolagas 2000c) (ver mas adelante). Los ostdoslasn incapaces
de degradar la matriz coldgena no calcificada, gree que son las
células de revestimiento las que sintetizan colaggely degradan esta
matriz antes de que los osteoclastos actuen (Mga®la000c). Las
células de revestimiento limpian los restos degené que dejan los
osteoclastos tras su actuacion, e inician la foibnade hueso

depositando una fina capa de matriz colagena neralinada.

1.1.4.2.4. Osteoclastos

El osteoclasto es la célula responsable de ladiésodsea y se
encuentra en las superficies Oseas calcificadaeniral de unas
estructuras llamadas lagunas de Howship que seaforobmo
resultado de su propia actividad resortiva.

El osteoclasto es una célula gigante multinucléadaontiene de
4 a 20 nucleos). Los ndcleos varian dentro de snaicélula (Figura

1.7 y figura 1.8); algunos son redondos y eucrarogfiy otros tienen
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un contorno irregular y son heterocromaticos. Edptasma tiene un
aspecto “espumoso" y contiene muchas vacuolas. sias eélulas
destacan abundantes aparatos de Golgi que quedquesios
alrededor de los nucleos de manera caracterisimabién poseen
abundantes mitocondrias y vesiculas de transpoargadas de
enzimas lisosémicas.

La zona de la membrana plasmatica del osteockstoontacto
con la superficie 0sea, presenta unos plieguesiqulos que dan un
aspecto de borde rugoso y que recibe el nombreodie ken cepillo
(Figura 1.7). El borde rugoso que queda en el ceggta rodeado de
un anillo de actina que sirve para unir la célula auperficie 6sea y
crear una zona de cierre hermético formandosel asingpartimento
de resorcion 0sea. La union de la célula a la ma#rirealiza mediante
receptores de integrinas (Figura 1.7) del osteticlgse se unen a
secuencias especificas de las proteinas de lazmb&i membrana
plasmatica de la zona del borde rugoso contienteipas que también
se encuentran en la membrana de los lisosomas gnelgg, una
ATPasa de protones y un canal de cloro especifisponsable de la
acidificacion del compartimento extracelular deore®n Osea. La
membrana plasmatica basolateral del osteoclasiocaen bombas de
sodio-potasio, intercambiadores de HEOI- e intercambiadores de
Na'/H*, ademas de varios canales idnicos (Vaanahah 2000).

Los osteoclastos también expresan en su membramNKRAel
receptor del factor estimulante de colonias de afagos (M-CSF),

que son dos factores implicados en la diferenamcde los
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osteoclastos (ver mas adelante), ademas del reakpta calcitonina,
gue es capaz de inactivar rapidamente al osteockddemas, también
expresan receptores para diversos factores quearactiien
estimulando al osteoclasto, como la PTH, la IL{l,TRFa, entre
otros, o bien inhibiéndolo, como los estrogenoa gdlcitonina, entre

otros (Figura 1.7).

Enlirmalacitn Sl CoF Inhibicion

CATE
TRAP

Figura 1.7. Imagen superior: Representacion esquieadle un osteoclasto

y factores que acttian estimulando o inhibiendo &dala 6sea. Imagen

inferior: Detalle del borde rugoso del osteoclastoenzimas sintetizados
(CATK: catepsina K; TRAHDsfatasa acida tartrato resistente) para iniciar
la resorcion.
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Es posible encontrar hasta cuatro o cinco osteoslan la misma
zona de resorcion, pero habitualmente sélo hay andos. El
osteoclasto inicia la resorcion sintetizando ensginisosomicas
(Figura 1.7) como la fosfatasa acida tartrato tesie (TRAP), la
catepsina K (CATK), la colagenasa, etc., que seuarican en el
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y muchesiculas de
transporte. Estos enzimas se segregan a travélsodi# rugoso al
compartimento extracelular de resorcion 0sea. telootasto acidifica
el compartimento extracelular mediante la secredénprotones a
través de la membrana del borde rugoso (medianteb&a® de
protones) y asi, ya puede iniciar su actividad.

Figura 1.8. Imagen al microscopio de varios ostastds resorbiendo hueso
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Durante el proceso de resorcién, en primer lugerctistales de
hidroxiapatita se movilizan por la hidrolisis de sulace con el
colageno (proteinas no colagenas) y se disuelverlpoedio acido.
Posteriormente, las fibras colagenas residualesligieren por la
activacion de la colagenasa inactiva o de las satap en un pH
acido. Las enzimas, ahora en un pH Optimo, degratten
componentes de la matriz; los residuos de estatihgeextracelular
se interiorizan, se transportan a traves de ldaélse liberan en la
region basolateral, o se liberan durante los pesiate recaida de la
zona de cierre hermético.

Como consecuencia de la actividad del osteocksstidberan a la
circulacion muchos productos procedentes de laadegion del
hueso. Estos productos se utilizan clinicamente ocamedidas
indirectas de la resorcién 6sea en los seres husr(@eomas adelante
enMarcadores bioguimicos de remodelado §seo

El osteoclasto proviene de células madre hematdipagéde la
estirpe mononuclear/fagocitica (Boye al. 2003). Su diferenciacion
exige los factores de transcripcion PU-l y MiTflas fases iniciales,
lo que compromete a las células precursoras atitpesnielocitica.
Después, se necesita la presencia del factor datiorude colonias de
macrofagos (M-CSF), sintetizado por células esttesygara atraer a
las células a la estirpe monocitica y que puedalifgnar y expresar
en la superficie celular el receptor RANK, un facttave para la
diferenciacion del osteoclasto. Una vez los prectdstos han

expresado RANK, necesitaran la presencia de divguiha, RANKL,
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gque como ya hemos visto, es producida por las alul
estromales/osteoblastos y que se trata de un fagtoescindible para
la diferenciacion del osteoclasto. La union RANKRAMRK provoca
en el preosteoclasto una serie de cambios comtruetesacion del
citoesqueleto, formacion de uniones estrechas Entnembrana basal
y la superficie 6sea y la creacion del compartimele resorcion, que
lo llevaran a iniciar el proceso de resorcion 0ggaesta fase también
se exige la expresion del factor asociado al recegel factor de
necrosis tumoral-6 (TRAF6), factor nuclear kapp&NBKB) y c-Fos,
todos ellos transductores de la sefial de RANK emtetior de la
célula. Por tanto, RANK, RANKL y M-CSF son, clarame tres
factores clave para la diferenciacion del ostetzlga que seran los
encargados de asegurar el compromiso de las c@ldasrsoras hacia
la estirpe osteoclastica y hacia su diferenciafiitad.

Pese a provenir de la linea mononuclear/fagocititas
osteoclastos han perdido la expresion de algunosptares de
membrana aungque mantienen la expresion de alguross ademas de
expresar receptores especificos (RANK vy calcitoniiastas células
también presentan receptores estrogénicos. Actngnse cree que el
osteoclasto experimenta apoptosis después de lmndsgcresorcion,
proceso favorecido por la deficiencia estrogenicpg posiblemente
explica la mayor resorcién 6sea después de unalgotmamia o de la

menopausia.
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1.1.5. Remodelado 6seo

El esqueleto es un 6rgano metabdlicamente active ge
encuentra sometido a una continua renovacion artgw |de toda la
vida (Hadjidakis & Androulakis 2006). Este fenOmet@nominado
remodelado 6seo (Frost 1990), consiste basicaneenta sustitucion
de hueso viejo por hueso nuevo en el mismo lugatoarico, y se
produce tanto en el hueso cortical como en el haedmecular. El
remodelado 6seo se lleva a cabo por unas estracamatomicas
llamadas “unidades basicas de remodelado” (BMU)aEsanidades
estan formadas por un frente de osteoclastos quaradegradando el
hueso viejo, seguido de un grupo de osteoblastas agtdan
sintetizando hueso nuevo u osteoide. La vida m#glias BMU es de
entre seis y nueve meses y pueden existir variad) Bidtivas al
mismo tiempo en diferentes localizaciones del dstiueDe hecho, se
cree que en el adulto existen entre 3-4 millones BdéU en
funcionamiento en un determinado momento.

Las principales funciones del fenomeno de remaodetzseo son
sustituir el tejido 6seo envejecido o lesionado tefido nuevo para
conservar la integridad estructural, y mantendrlaeostasis mineral
asegurado los niveles de calcio en sangre necegaai@ el correcto
funcionamiento celular.

El remodelado 6seo es un proceso ciclico que aatestcuatro
fases sucesivas (activacion, resorcion, inversidarmpacion), en las

gue son necesarias las interacciones entre osséambhlaosteoclastos.
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La fase de activacion se cree que se inicia capaaicion de una
lesion en el hueso (microfractura) o a partir dgialtipo de estrés
(Raisz 1999; Clarke 2008; Henriksenal. 2009) mecéanico o quimico,
que provoca la muerte de los osteocitos en la dehhueso afectada
generando una serie de sefales osteoclastogéRibB¥K(L y MCSF)
gue provocaran la aparicion de la BMU. El procesactivacion de la
BMU se inicia con el reclutamiento de los precuesorde los
osteoclastos desde la circulacion hacia el hueliopwliferaran y se
diferenciaran hasta fusionarse y formar grandadagmultinucleadas
gue constituyen los osteoclastos maduros. Estes@astos maduros
se anclaran a la superficie del hueso e iniciasafage de resorcion
mediante la secrecion de ione$ Yde enzimas lisosomales, como
TRAP, catepsina K o colagenasa, que degradaramatidzndsea. Ante
la presencia de los osteoclastos, las células estimiento de la
superficie del hueso sufrirdn una retraccion pacdifar el acceso de
los osteoclastos hacia el hueso. Como resultadd di@ la resorcion
osteoclastica, se generan unas cavidades en ab luesreciben el
nombre de lagunas Howship, en el caso del huebedutar, o canal
Harvesiano en el caso del hueso cortical. El pamdesresorcion suele
durar entre 2 y 4 semanas y finaliza con la apaptoe los
osteoclastos. Una vez finalizada la resorcion, melyre una fase
inversa en la cual la superficie 6sea queda cuabipdr células
mononucleares y osteocitos que se encargaran galfifos restos de
hueso que queden en las cavidades, ademas de izamtet

proteoglicanos con el fin de crear la linea de ceawdn sobre la que
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se depositara el hueso nuevo. Por tanto, estaséagata basicamente
de una etapa de transicién o acoplamiento enti@staresorcion y la
fase de formacion 6sea. En esta ultima fase dekpoode remodelado
0seo los precursores de los osteoblastos, indupiolofactores como

IGF-1, BMPs, Runx2, entre otros, se diferenciararosteoblastos y
actuaran sobre las cavidades de resorcion depdsit@minas de

hueso nuevo no mineralizado llamado osteoide, faguna semana
sufrira el proceso de mineralizacion. Una vez frsala la fase de
formacion, una gran parte de los osteoblastos r&nfrapoptosis

mientras que el resto se transformaran en célelas\stimiento o en

osteocitos.

Fase inversa

bl ol " ?'-.'\ - ':-
d 4 -— A
N 1 K

Figura 1.9. Fases del remodelado 6seo:a) hueso egoso; b) fase de
activacion; c¢) fase de resorcion; d) fase de foridac e) fase de
mineralizacién
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1.1.5.1. Regulacion del remodelado 6seo

El remodelado 6seo es el proceso encargado deuraselq
renovacion del hueso manteniendo el equilibrioesids fenbmenos
de resorcidn-formacion Osea y conservando asi lkzgridad
estructural del hueso y la homeostasis minerabagnismo. Se sabe
gue alteraciones en este equilibrio pueden deevaenfermedades
O0seas como osteoporosis (ver mas adelante) u esieppor tanto, es
necesaria la existencia de un sistema de regulgciérse encargue de
mantener el balance entre ambos procesos. Asi poEemos
encontrar dos tipos de regulacion del remodeladm:0gno a nivel
sistémico, encargado de controlar las funcionesiodéitas del hueso,
y otro a nivel local, encargado del control de Iasciones

estructurales del hueso

1.1.5.1.1. Regulacion sistémica del remodelado 6seo

Las funciones metabdlicas del esqueleto estamatadas por una
serie de hormonas entre las que destacan las hasnoathciotropas
como la paratohormona (PTH), la 1,25dihidroxivitaei D3 o
calcitriol y la calcitonina, las hormonas sexualéss hormonas

tiroideas, hormonas de crecimiento y los glucocortes.

PTH
Es el regulador mas importante en la homeostasisalcio. Esta
hormona es secretada por la glandula tiroidea @iaedproduce un

descenso en los niveles de calcio en el organismeekfin de actuar
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sobre los depésitos de calcio que existen en edhyedisminuir la

pérdida de calcio renal e intestinal. En el rindnPTH induce la
reabsorcion de calcio, la eliminacion de fosforesyimula la sintesis
de calcitriol o 1,25 dihidroxivitamina D3 (formata@ de la vitamina
D) el cual, al mismo tiempo, inducira la absorcitincalcio intestinal
a través de unas bombas de calcio dependienteg#taseina D3 (0

calcitriol o vitamina D3). En el caso del hueso,A&H activa la
resorcion 0sea por los osteoclastos de forma ictdirestimulando a
los osteoblastos quienes, en presencia de la harmexpresan
RANKL vy otras citoquinas disparando la diferenaiecosteoclastica
y, por tanto, la resorcién 6sea (Gryal. 1999; Moronyet al. 1999;

Lee & Lorenzo 1999; Manolagas 2000c; Henrikstral. 2009) Se
sabe que una administracion de PTH de forma cadeunduce la
resorcion 6sea de acuerdo con lo que se acaba sieibile Sin

embargo, la administracion de forma intermitentePdéd induce la
formacion de hueso, por lo que en la actualidacbssidera a la PTH
un posible agente anabdlico (Rubet al. 2002). Este doble
comportamiento de la PTH refleja la complejidad mhelcanismo de

accion de la hormona.

1,25 dihidroxivitamina D3 o calcitriol

Se trata de la forma activa de la vitamina D. Layon fuente de
sintesis de calcitriol en el organismo es el ritdmparte del rifidén, el
organismo también sintetiza calcitriol a partir ddementos

procedentes de la dieta en forma de provitaminas sydfriran una
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serie de transformaciones en el higado y en ehiifasta dar la forma
activa de la vitamina D. A nivel cutaneo tambiénisex una
produccion de calcitriol. Los rayos ultravioleta ldeluz solar actuan
sobre las provitaminas induciendo su transformaerdnalcitriol.

El calcitriol sera el encargado de regular la seation del calcio a
nivel renal e intestinal y, en el hueso, estimaleglsorcién ésea ya que
promueve la diferenciacion de los osteoblastosmdduracion de los
osteoclastos. Todas estas funciones las realizalaboracion con la
PTH. También estimula la expresion de IL-6 e ILgdr las células

estromales y osteoblasticas (Manolagas 2000c).

Calcitonina

De forma contraria a la PTH y al calcitriol, quee sintetizan ante
un descenso de calcio en el organismo, la cala&oas una hormona
gue sera secretada por la glandula tiroidea arts niveles elevados
de calcio en el organismo. La calcitonina actG&od®ma directa sobre
los receptores de los osteoclastos inhibiendo korcedn osea
inducida por la PTH. Asimismo, esta hormona actidbiendo la
reabsorcion de calcio en el rifion. De este modacdkitonina

consigue ejercer un efecto hipocalcemiante.

Estrogenos
Los estrogenos desempefian un papel fundamentalelen
metabolismo del hueso. Tanto los osteoblastos domosteoclastos

son ceélulas dotadas de receptores estrogénicoslopague los
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estrogenos ejercen un efecto directo sobre eshalmséSe sabe que
los estrogenos actian sobre los osteoclastos amgibi su
diferenciacion, mientras que en los osteoblastosmelsn su
proliferacion y disminuyen su apoptosis (Hadjida&isAndroulakis
2006). Con la instauracion de la menopausia, deaiti deficiencia
estrogénica, se produce una activacion del remoddlaeo en la que
prevalece la resorcion frente a la formacion, dero en una
considerable pérdida 6sea (ver mas adelanteOsteoporosis y
deficiencia estrogéniga Estos hechos confirman que los estrégenos

ejercen un efecto antirresortivo sobre el hueso.

Hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas actian sobre el metabolidetchueso
activando el remodelado 6seo tanto a nivel dedarcgdn como de la
formacion dsea. La pérdida 6sea se producira depwta de la
eficacia en la respuesta de los osteoblastos. ©uariste alguna
alteracion en los niveles de estas hormonas, canel e€aso del
hipertiroidismo, el remodelado 6seo conduce apedida 6sea por
aumento en los niveles de citoquinas resortivakgiioset al. 1997;
Raisz 1999).

Hormonas de crecimiento
Tanto la hormona de crecimiento (GH) como el fact®
crecimiento insulinico (IGF-1) son dos factores amantes en la

formacion del hueso. En la edad adulta regulanotdetresorcion
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como la formaciéon 6sea por lo que son determinapas el
mantenimiento de la masa 6sea (Raisz 1999; Had§idak
Androulakis 2006). Pese al importante papel querdpsiian en el
hueso, su mecanismo de accién no esta totalmelstada. Se sabe
gue IGF-1 estimula la diferenciacion osteoblastdanolagas 2000c)

y se relaciona con la fase de acoplamiento emabdelado dseo.

Glucocorticoides

Los glucocorticoides son necesarios para la diteaeron de las
células éseas durante el desarrollo (Reid 1998).e8ibargo, tras el
nacimiento, la funcién de estas hormonas revieztdréndose en la
inhibicion de la formacion 6sea por lo que favoranda perdida 0sea
(Advaniet al. 1997).

Ademas, los glucocorticoides pueden inducir indaeente la
resorcion 0sea mediante inhibicion de la absordércalcio a nivel

intestinal.

1.1.5.1.2. Regulacion local del remodelado 6seo

En la regulacion local del remodelado 6seo ingr@n un elevado
namero de factores que se encargan de controlarfulasiones
estructurales del remodelado 6seo. La mayorialde bn citoquinas
y factores de crecimiento que actian sobre laslaséldel hueso
estimulando sus funciones.

Entre los factores estimuladores de los oste@dasabe destacar

una gran variedad de citoquinas como la IL-1, qaeue factor
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activador de los osteoclastos maduros; la IL-3, g@sémula la
diferenciacion de los precursores osteoclasticbst, 113 y 10 que
inhiben la maduracion osteoclastica; IL-6 estimyeecursores
hematopoyéticos; IL-11 estimula la produccion deNRA por los
osteoblastos; IL-12 e IL-18 inhiben la formacionadéeoclastos.

Ademas de estas citoquinas, otros dos factoresstaahr son el
factor de necrosis tumoral (TNJ; que esta implicado en la
diferenciacion de los precursores monociticos eogieoclastos, y el
factor estimulador de colonias de macrofagos (MXC&ke atrae a las
células hacia la estirpe monocitica para que pugqmaliferar y
expresar RANK, que serd el ultimo factor clave pardiferenciacion
del osteoclasto. A parte de todos estos factordsctiores de la
osteoclastogénesis, hay otros factores que inh@d&rmacion de los
osteoclastos como es el caso deyINGreyet al. 1999; Katagiri &
Takahashi 2002).

Entre los factores estimuladores de los osteasaby que
destacar a las proteinas morfogenéticas del his?4Bg) y al TGFB.
Las BMPs, como ya se ha visto, regulan la difesamién
osteoblastica ya que inducen la expresiéon de festde transcripcion
involucrados en la diferenciacion del osteoblastma, por ejemplo,
Runx2, Osterix y proteinas Wnt. En cuanto al Tise trata de un
factor implicado en la inhibicion de la apoptosistemblastica v,
ademas, estimula la apoptosis de los osteoclasto® mue favorece

la formacion 6sea.
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1.1.5.1.3. Sistema RANK-RANKL-OPG

A pesar de todos estos factores involucrados eeglalacion del
remodelado 6seo (citoquinas y factores de crectmjgrecientemente
se ha descubierto un sistema de citoquinas progidaeso que es
vital para la homeostasis esquelética; estas éitaguson RANKL,
RANK, vy la osteoprotegrina (OPG) (Manolagas 200Bbkrcia-Pérez
& Cano 2003; Jarret al. 2003; Wuttkeet al. 2003a; Wuttkeet al.
2003b; Seidlova-Wuttket al. 2003b)

RANKL (receptor activator of nuclear factor KB ligah@s una
proteina de membrana que se expresa en osteoblastdslas del
estroma en respuesta a inductores de resorcion ¢se® los
glucocorticoides, IL-1, TNF, PTH, etc. La expresid® RANKL por
los osteoblastos coordina el remodelado 6seo ya igoke la
apoptosis de los osteoclastos y estimula su dif&eidn y activacion
induciendo asi la resorcion 6sea. Se trata, pto,tde un promotor de
la diferenciacion y activacion del osteoclasto. rGrparte del
conocimiento sobre la funcion de RANKL se ha oldera partir de
estudios con animales. Asi, la administracion deNRRA al raton
induce un aumento en el nimero de osteoclastoa yatable pérdida
O0sea. Por el contrario, ratones deficientes en RIAIgKesentan una
ausencia de osteoclastos, osteopetrosis y problemasl sistema
inmune (Laceet al. 1998).

RANK (receptor activator of nuclear factor KEs un receptor de
membrana que se expresa en preosteoclastos y enclastos

maduros. Es el unico receptor de sefalizacion RANKL. La unidn
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de RANKL con RANK, junto con M-CSF, es una sefiatasaria y
suficiente para generar osteoclastos (Figura {M@holagas 2000b;
Garcia-Pérez & Cano 2003). En el caso de los medsistos, la
union RANK-RANKL induce su diferenciacion a osteastbs
maduros, mientras que en los osteoclastos madurdace la
activacion y la prolongacion de su supervivencitulios con ratones
han puesto de manifiesto como la deficiencia en RANduce
osteopetrosis provocada por una ausencia totalstaastos y de
resorcion 6sea. Todos estos datos demuestran ghKRA& RANK
son dos citoquinas clave para la diferenciacioiodeosteoclastos y
para que se inicie la resorcién 6sea, por tantoptkraccion entre
ambos tipos celulares, osteoblastos y preosteos|astra esencial en
el proceso de diferenciacion.

En el hueso, la osteoprotegerina (OPG) es unaipeotsoluble
perteneciente a la familia de los receptores deiofade necrosis
tumoral (TNFR). Es producida por los osteoblastoséjulas del
estroma (Figura 1.10) en respuesta a factoresrestitivos (TGB,
BMP, etc.), aunque actualmente se cree que la migrte de
sintesis de OPG en la medula ésea son las célu(Ba®e & Xing
2008). Esta proteina no permanece unida a la membdel
osteoblasto sino que es secretada. Funciona comecaptor sefiuelo
para RANKL, compitiendo con RANK en la union a RANKPor
tanto, la OPG es un potente inhibidor de la fordmacie osteoclastos.
El balance entre RANKL y OPG representa el prifoiggerminante

del niumero y de la actividad osteoclastica. Essidan ratones han
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demostrado como la sobreexpresion de OPG indu@opetrosis
mientras que su deficiencia induce osteoporosisey.at al. 1998;
Theill et al. 2002; Boyce & Xing 2008).

Precursor osteoclasto Osteoclasto
( J . .
/ Diferenciaciéon
_—
M-CSF RANK ‘{ OPG
o
RANK-L RANK-L PGE.

IL-11

1,25(0OH),D,

PTH
Osteoblasto/células del estroma SENALES

Figura 1.10. Sistema RANK-RANKL-OPG: el osteoblastpresa RANKL

en respuesta a a inductores de resoraéea lL-11,PTH...). RANKL se une
a RANK (expresado por el osteoclasto) y, en paate M-CSF, inducira

la diferenciacion del osteoclasto iniciando la reson Osea. La

OPG;,sintetizada por el osteoblasto, se unird a RANiara impedir su

union a RANK e inhibir la resorcio 6sea.

1.1.5.1.4. Regulacion del sistema OPG/RANKL

Existen numerosos factores de crecimiento, horsjocitoquinas
y farmacos que actian modulando la expresion deKRAnNo OPG
en las células 0seas (Theolegteal. 2004). La expresion de RANK
sin embargo, se ve minimamente afectada por esttwds y se cree

gue realmente es controlada por los niveles de RANRPG.
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Muchas de estas moléculas modulan el sistema RASGRG
activando la expresion de RANKL y disminuyendo,cesi todos los
casos, la expresion de OPG. Asi, la mayoria deh@snonas
calciotropas y citoquinas resortivas (calcitriolTH? IL-1, IL-6,
TNFa) activan la expresion de RANKL en los osteoblastos
disminuyen la expresion de OPG, favoreciendo parntotala
osteoclastogénesis y la resorcion O0sea. Sin embasgia situacion
puede ser revertida por la OPG cuya expresion isefagorecida por
la accion de citoquinas antiresortivas (¥NHL-4, etc.) y actuara
inhibiendo la osteoclastogénesis inducida por RANKEarnset al.
2008). Por tanto el ratio OPG/RANKL sera un faateterminante en
el metabolismo 0seo.

El sistema RANKL-OPG también es modulado por kisogenos
y por el sistema inmune (ver mas adelante @steoporosis y
deficiencia estrogénicay en Osteoporosis y sistema inmune:

Osteoinmunologia

1.1.6. Marcadores bioquimicos de remodelado 6seo

Como resultado de la actividad conjunta del odtstd y del
osteoclasto durante el remodelado éseo, se gensranserie de
metabolitos y productos bioquimicos que pasan aideulacion
sanguinea. Son los llamados marcadores de remodétsd. Estos
marcadores son de gran utilidad ya que mediantetrminacion se
puede evaluar la tasa de resorcion y formacién §sqaor tanto,

reflejan el proceso de remodelado 6seo en su donj(Riggs &
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Melton, Il 1986; Riggset al. 1998). Los marcadores se clasifican
normalmente en marcadores de resorcion o de fodmadsea,
dependiendo de si son metabolitos generados enroglegp de
resorcion o producidos durante la sintesis de humeswyo, o bien

enzimas o proteinas secretadas por los osteoctagimsosteoblastos.

1.1.6.1. Marcadores de formacion 6sea

Estos marcadores son reflejo de la actividad bkistica de
formacion de hueso nuevo. Entre éstos cabe memcolaafosfatasa
alcalina total (FA), un enzima localizado en latpagxterior de la
membrana celular de los osteoblastos. Aunque seesxEn varios
tejidos, su actividad total sérica representa forefgalmente la suma
de las actividades del hueso, del higado y, en meredida, del
intestino. Hay varios factores que afectan a lat¢tal, como el sexo,
la edad y el estado hormonal. Tanto en el hombmeoagen la mujer la
FA total se incrementa sobre los 50 afios, presdotaiveles mas
altos en mujeres postmenopausicas que en premescgSchiele
et al. 1983). Sin embargo, se ha descrito que, si ndarngmento en
la isoenzima hepatica a causa de un proceso patoldg FA total
mantiene un valor aceptable para evaluar el reaagg®o (Weavest
al. 1997; Minisolaet al. 1998), y que existe una alta correlacion entre
la FA total y la especifica de hueso (Takaha&shal. 1997). Por ello,
en la actualidad se prefiere utilizar el isoenzéseo, la FA especifica
de hueso (FA dsea), un enzima osteoblastico queciparen la

formacion y mineralizacion del hueso, durante loales es vertida a
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la circulacién. Los nuevos inmunoensayos para ladB@a casi no
poseen reaccién cruzada con el enzima hepaticdo gue la FA dsea
aparece como un marcador sensible del aumentemedelado 6seo
postmenopausico.

La sintesis de la osteocalcina (OC) se incremeaua la
mineralizacion y con la diferenciacion osteoblastic se correlaciona
altamente con formacion 6sea (Cham¢sal. 1985). Se trata de una
pequefia proteina especifica del osteoblasto, esnrésiduos de acido
y-carboxiglutamico (Gla) que le proporcionan unalex elevada por
el calcio, siendo la proteina no colagena mas amiaddel hueso.
Tras su sintesis, dependiente de vitamina K, urta pa incorpora a la
matriz 0sea, pero otra pasa a la circulacion dgueele determinarse
mediante inmunoensayo (Browemhal.1984). La OC sérica es mayor
en niflos que en adultos, correlacionandose conelacidad de
crecimiento. La OC posee una vida media muy coda gliminacion
renal es muy rapida, por lo que los valores sériaozhien se ven
incrementados cuando existe fallo renal (Cheatrag. 1983).

Recordar que el coldgeno tipo I, el mayoritarioebrhueso, se
forma por la asociacion de tres cadenas polipet$digie constituyen
la molécula de procolageno, sintetizada por logaidastos. Esta
molécula, tras ser liberada, sufre una escisiGsusrextremos amino y
carboxiterminal, dando como resultado la formaciéria molécula de
colageno y de los pro-péptidos amino y carboxi-teates del
colageno tipo | (PINP y PICP, respectivamente)og&shetabolitos

generados durante los procesos de formacion dsabhyeque luego
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pasan a la circulacién sanguinea, constituyen ditdnde actividad

osteoblastica.

1.1.6.2. Marcadores de resorcion 0sea

Durante el proceso de resorcion 6sea y como coeseicude la
rotura del colageno 6seo tipo |, se genera una dermetabolitos que
pasan a la circulacién. Algunos de estos metalsotitm aminoacidos
modificados libres como la hidroxiprolina, la gatssl-hidroxilisina,
la deoxipiridinolina (Dpy) y la piridinolina (Pyrp unidos a péptidos,
ya sea al segmento amino-terminal del colagenceldpéptido, NTX)
o carboxi-terminal (C-telopéptido, CTX).

La piridinolina (Pyr) y la deoxipiridinolina (Dpygon vertidas a la
circulacion cuando se resorbe hueso. Dpy es ralatwnte especifica
de hueso, mientras que Pyr también se encuentrarmrs tejidos
(ligamentos y tendones). Estas estructuras sarfilpror el rifidn sin
degradarse, ya que no son metabolizadas (Rejgsl. 1998),
excretdndose en la orina unidas a proteinas (60%) forma libre
(40%). Se han venido determinando mediante cromeiagliquida
de alta eficacia (HPLC) aunque los nuevos enzimomoensayos de
las piridinolinas entrecruzadas sustituyen y mejoeata técnica y
estan disponibles para la determinacion de PyrylDpes o unidas a
péptidos como el CTx y el NTx, tanto en suero camarina (Bonde
et al. 1994) . Estudios cinéticos de calcio sobre fordragi resorcion
0sea muestran que estos dos metabolitos entrecsizad

correlacionan altamente con la resorcion (Weavet. 1997).
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La fosfatasa acida es un enzima lisosomal queneeeatra en
hueso, aunque también en préstata, plaguetas0cdos, etc.
Recientemente se ha descubierto una isoforma sddtaenzima,
TRAP 5b, que es secretada solamente por el oss¢oclzabiéndose
observado en estudios recientes una correlaciéatimagentre niveles
séricos de TRAP 5k densidad mineral 6sea (DMO) (Halleehal.
1999).

1.1.6.3. Variabilidad de los marcadores de remodeda 0seo

Las condiciones que deberia presentar un marced@modelado
0seo para ser considerado idéneo (ser especifitmeo, reflejar el
estado de todo el esqueleto, correlacionarse codidase de los
cambios en DMO, y no depender de variables comoritosos
circadianos, la dieta, la edad, el sexo, el cicenstrual, la funcion
hepética y la tasa de aclaramiento renal) no seonpkdas en su
totalidad por ningin marcador. Los diferentes ndwoas presentan
distintos grados de variabilidad intra e interindiral en los diferentes
estudios llevados a cabo, variabilidad en la qu@itén influyen las
diferencias entre las poblaciones estudiadash®ita de la muestra,
las caracteristicas del ensayo y la duracion dabes(Delmaset al.
1997; Hannon & Eastell 2000). Por todo ello, todas posibles
fuentes de variabilidad y su impacto sobre resoffachdividuales
deben ser tenidas en cuenta antes de evaluar sliniso.

Diversos estudios indican que el recambio Osecersgientra

elevado durante la menopausia (Ebebbgl. 1996; Riggst al. 1998;
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Garnero & Delmas 1999). Los telopéptidos del calégearecen ser
los marcadores que mejor discriminan entre mujepes- Yy
postmenopausicas (Ebelieg al. 1996; Goraiet al. 1997; Hoshincet
al. 2000).

1.1.6.4. Utilidad clinica de los marcadores bioquiimos de
remodelado 6seo en osteoporosis

La determinacion de los marcadores de remodelado én suero
u orina presenta como ventaja que, ademas deckddarealizar, es
barata y no supone riesgo para el paciente. Loslasvde estos
marcadores reflejan el estado del metabolismo éseon momento
determinado por lo que se pueden considerar conoborés
predictivos de alteraciones en el metabolismo ésew es el caso de
la osteoporosis. También informan sobre los efedtsas terapias,
por lo que proporcionan una informacion util a agptazo sobre la
eficacia de los tratamientos (Christiansgnal. 1990). Pese a ello,
estos marcadores no tienen la suficiente fuerza gdaterminar el
estado de la masa 0sea ni para el diagnosticoaitdaporosis.

En la Ultima década se estd dedicando un imuerésfuerzo a
desarrollar y mejorar indicadores bioquimicos deadelado 6seo
para identificar a la poblacion con riesgo de sufrsteoporosis
(Slemendaet al. 1987; Johanseet al. 1988; Hanseret al. 1991;
Garnero & Delmas 1997), realizar un diagndstico piemo, Yy
monitorizar el efecto de las terapias de una foramada y comoda
(Garnercet al. 1994; Chesnut, liét al. 1995).
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1.1.7. Densidad mineral 6sea (DMO)

Ademas de los marcadores bioquimicos utilizadoa paaluar el
estado del metabolismo 0seo, el estudio de la d&thsnineral ésea
(DMO) nos ayuda a evaluar el estado de la masa &e#rata del
parametro que refleja la cantidad de masa 6searggomen de un
individuo. La DMO esta determinada por el pico dasm 6sea
alcanzado sobre la tercera década de vida y pasdade pérdida ésea.
Actualmente se considera como el estandar de seogbaliagnostico
de la osteoporosis y el riesgo de fractura ya quemasa 0sea baja
supone uno de los factores mas importantes pai@daicion de
fracturas por fragilidad del hueso (Cautyal. 2005). También es util
para la monitorizacion de un tratamiento y evakiareficacia en la
ganancia de masa 0sea.

La técnica mas utilizada para la medicion de la@Ms la
absorciometria dual de rayos X (DXA) que se baska ettencién de
una imagen digitalizada del hueso en funcion datémuacion que
sufren los rayos X al atravesar el tejido 6seoc&acteriza por ser
una técnica no invasiva y ofrecer una evaluacid@tipa del estado
0seo. El inconveniente que presenta es que escuaitdélenta en
revelar cambios, ya que refleja variaciones en dasillad 6sea
ocurridas durante afios y no muestra el recambi®m @Gse un
determinado momento, a diferencia de los marcadwoggiimicos de
remodelado 6seo

En la practica clinica, la DMO se suele medir eas d

localizaciones anatémicas donde asientan la mayaeidracturas
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osteoporoticas, columna lumbar y fémur proximabigl & Fogelman

2009). La medicion en la columna se suele reaéintne las vértebras
L2 a L4, mientras que en el fémur se suelen reatigliciones en el
cuello femoral, en el trocanter y en el trianguovilard.

Fémur izquierdo Densidad dsea Referencia: Total
3 DMO {gfem™) Ad T-Score

q I a — i
0,76 Oseapenia e R
0,64 ¥
052
0,40

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Edad (afios)
1 2 3
DMO Adulto-Joven Ajust. a edad
Regién (g/cm?) (%) T-Score (%) 2Z:Score
Cuella 0,784 80 -16 79 -1,7
Wards 0,607 6 23 el
Troc. 0,670 85 11 81 -1,5
Diafisls 1,050 = = = -
Totzl 0,856 86 1.2 83 -1,5
Columna AP Densidad Gsea Referencia: L2-L4
s ”" DMO (g AJ T-Score
1,56
144
1,32
k2 120
1,08
0,95 0steopania
i 0,84
0,72
0,60
L4 20 3 40 S0 60 70 80 90 100
N Edad (aiios)
1 2 3
DMO Adulto-Joven Ajust. a edad
Region (gicm?) (%)  T-Score (%) Z-5core
L2 0,936 78 7 78 22
2 0,994 83 -1,7 82 -18
L4 0,989 82 1,8 82 -1,8
L2-14 0,975 81 19 81 =1,9

Figura 1.11. Resultados de una densitometria al dieeadera y a
nivel de columna lumbar.
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Una vez obtenidos los valores hay que interpagafara ello se
hace una comparacién de los valores de DMO obterido el valor
medio de DMO en la poblacion de la misma edad yo,sex
estableciendo el numero de desviaciones estandarseualeja del
valor medio tanto en sentido positivo (por encineh whlor medio)
como en sentido negativo (por debajo del valor njedis lo que se
conoce como Z-score (Blake & Fogelman 2009).

Uno de los objetivos del estudio de la masa O0seeosocer el
riesgo de fractura que tiene un individuo. Hay tgreer en cuenta que
este riesgo aumenta con la edad, por lo que de aigndo hay que
introducir este factor cuando se realiza una demsitria. Para ello se
utiliza otro parametro, la T-score, que comparBNO obtenida con
otro valor de referencia, el valor medio que presda poblacion
adulta joven del mismo sexo, estableciendo, deinmisnodo que la
Z-score, las desviaciones que se presentan coectesp ese valor de
referencia (Blake & Fogelman 2009).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha dstato un
valor umbral de DMO para mujeres de raza blancadmsn el valor
T-score a partir del cual se establecen los sitegediagnésticos
desitométricos (Blake & Fogelman 2009):

T-score mayor de ormal

T-score entre —1 y —2Bsteopenia
T-score menor o igual a —2(steoporosis
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Hay que tener en cuenta que, aunque todos lost@laesros del
mercado estan basados en el mismo sistema, exisiggciones
especificas entre unos y otros que pueden creaacitines en el valor
de la medicion de la masa 6sea. Debido a elloasecteado formulas
de conversion que permiten dar valores de DMO dataada con el
objetivo de unificar los valores de DMO obtenidam adiferentes
sistemas (Huet al. 1997; Luet al.2001).

Actualmente, la aplicacion de la densitometriaisgtd a casos
clinicos de alto riesgo y para la monitorizacion lde respuesta
terapéutica. Segun la OMS, las indicaciones de ¢itgdde la masa
Osea serian:

- Mujeres mayores de 65 afos

- Situaciones clinicas de alto riesgo (menopausi@ogre
enfermedades cronicas asociadas a osteoporosis,
corticoterapia crénica o hiperparatiroidismo)

- Deformidades vertebrales y osteopenia radioldgica

- Historia de fracturas no traumaticas

- Monitorizacién de respuesta terapéutica

En todas estas situaciones, a excepcion de los @asdos que
existan circunstancias asociadas a pérdidas rapelasasa 6sea, no
se recomienda realizar mediciones de la masa Gsqmerndos de
tiempo inferiores a un afno ya que durante eseviiltetas variaciones

que se puedan producir en la masa 6sea no sortatdéscy serian
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equivalentes al porcentaje de variacion implicitolae propia técnica
(1-2%) (Patekt al. 2000).

Por tanto, a partir de los datos densitométricoscon la
informacion adicional proporcionada por los marcaddioquimicos
de remodelado 6seo, podemos evaluar el estadondasia 6sea de un
individuo (normal, osteopenia u osteoporosis) adigyue el riesgo de

fractura y la eficacia de un tratamiento.

1.20STEOPOROSIS

Como ya se ha visto en apartados anteriores, sbheg un tejido
dinamico sujeto a un continuo remodelado 6seo dgrme tcomo
objetivo renovar el esqueleto dafiado. Este procdsbe estar
controlado de forma que exista un equilibrio entesorcion y
formacion 6sea. Cuando este equilibrio se rompeareagn

condiciones patoldgicas como es el caso de |lapstesis.

1.2.1. Definicion de osteoporosis
Por consenso, la osteoporosis se define como nfeneedad

esquelética caracterizada por una resistencia dsmainuida que
predispone a una persona a un riesgo aumentadaaierd (Ammann
& Rizzoli 2003). La resistencia Osea refleja funéatalmente la
integracion de densidad y calidad 6seas. La deshsidea viene
expresada como gramos de mineral por area o volugean un

individuo concreto viene determinada por el picomiesa dsea y por

la cantidad de pérdida Osea. La calidad Osea sSeraefq la
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arquitectura, recambio, cumulo de lesiones (miactfras) y
mineralizacion. Cuando a un hueso que tiene afagadesistencia se
le aplica una fuerza inductora, aparece la fractp@a tanto, la

osteoporosis es un factor determinante en el ridedoactura.

1.2.2. Epidemiologia

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica ¢éssafrecuente.
Afecta tanto a hombres como a mujeres, aunqueesfai es mas
elevado en mujeres. Segun criterios de la OMS, remafencia se
estima en un 30% en mujeres caucasicas y en unrB#amenes
caucasicos mayores de 50 afios, y asciende ha&@%tiren mujeres
de mas de 70 afios (Hermoso de Mendoza 2003; Lab@).2Bor
tanto, segun estos hechos, es logico encontrar ayomindice de

fracturas osteopordticas en mujeres que en varones.

1.2.3. Etiopatogenia, factores de riesgo y clasificion de la
osteoporosis

La etiopatogenia de la osteoporosis es desconodaidaien
diversos estudios epidemiolégicos han identificadwa serie de
factores de riesgo para esta patologia (Tabla(Cdryanza-Lireet al.
2002).
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Tabla 1.1. Factores de riesgo para la osteoporosis

Modificables No modificables
Act|V|daq fisica escasa: Edad
sedentarismo
Escasa ingestidn de calcio Sexo (mujer)
Dieta hiperproteica Genética
Tabaco Menopausia
Abuso de alcohol Hipogonadismo
Abuso de café Enfermedades Endocrinas
Corticoides Enfermedades Reumatoldgicas
Inmunosupresores Enfermedades Nutricionales
Anticoagulantes Enfermedades Digestivas
IMC: indice de masa corporal. Neoplasias

Asi pues, segun la causa productora de la ostesipppodemos
diferenciar dos tipos de osteoporosis (Hermoso deddza 2003):
1. Osteoporosis primaria o involutiva.

2. Osteoporosis secundaria.

1. Osteoporosis primaria o involutiva

Es el grupo de osteoporosis mas frecuente. Existsntipos de
osteoporosis involutiva:

- Osteoporosis idiopatica juvenil y osteoporosss atlulto joven:
Afecta a nifios o adultos jévenes de ambos sexo$uc@dn gonadal
normal. La osteoporosis idiopatica juvenil es @stbrno raro, que se

inicia generalmente entre los 8 y los 14 afios eoaplaricion brusca
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de dolor éseo y de fracturas con traumatismos noisirgl trastorno
remite espontaneamente en un periodo corto de denya
osteoporosis idiopatica del adulto joven se obsenvaarones jovenes
y mujeres premenopausicas en las que no se obsirgan factor
etiolégico. La evolucién en este caso es variabieqgae no suele
producir un fuerte deterioro en el paciente.

- Osteoporosis posmenopausica o tipo I: se proéac&a mujer
como consecuencia de la deficiencia estrogénicaonfleva una
pérdida 0sea acelerada que afecta principalmeritaesio trabecular.
Existe un aumento en el riesgo de fractura, sobde & nivel de
vértebras y extremidad distal del brazo (Riggs &tbte 111 1986).

- Osteoporosis senil o tipo Il: se produce en andExos como
consecuencia de la pérdida de masa Osea que sacer@or el
proceso de envejecimiento. Es un proceso de péddieia mas lento y
afecta tanto a hueso trabecular como cortical. frasturas mas
frecuentes se producen a nivel de la cadera (R8gddelton, Il
1986).

2. Osteoporosis secundarias

Este tipo de osteoporosis viene derivada por algém tipo de
alteracion como puede ser enfermedades (hipenmmdiimo,
hipertiroidismo, anorexia nerviosa, hipogonadisma@saulino, o

malabsorcion, etc.) o tratamientos (glucocorticsjde
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1.2.4. Diagndéstico y tratamientos

La osteoporosies una enfermedad asintomética hasta la aparicion
de complicaciones (fracturas), por lo que resuligilddiagnosticarla
en estadios anteriores a la aparicion de la fractiua Unica técnica
que existe actualmente para el diagnostico deflrrardad antes de
gue se manifiesten sus complicaciones es la demsita (véase
epigrafe 1.1.7). Como ya se ha comentado con aritid, la OMS
ha establecido un valor umbral de DMO para mujdeesaza blanca
basado en el valor de T-score a partir del cuales@blece el
diagndstico desitométrico de la osteoporosis cuaabigaciente
presenta un valor T-score menor o igual a —2,5ideismnes estandar
del valor umbral (Blake & Fogelman 2009).

Una vez diagnosticada la osteoporosis, la admagisin de un
tratamiento adecuado para cada paciente tendra cbjetivo evitar o
prevenir la aparicion de fracturas (Kleerekoper &0CEntre los
tratamientos disponibles en la actualidad, cabtadas el ranelato de
estroncio, los bifosfonatos, los estrégenos o taralpormonal
sustitutiva (THS), los moduladores selectivos ds leceptores
estrogénicos (SERMS) y los fitoestrégenos y extsacegetales.

1.2.4.1. Ranelato de estroncio

El ranelato de estroncio es un farmaco anabobzquné actua, por
un mecanismo aun desconocido, incrementando la afmém e
inhibiendo la resorcibn OGsea. Varios estudios mrekres han
demostrado que produce una reduccién de riesgaueleas fracturas
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tanto vertebrales como de cadera, y un incrementta edensidad
mineral 6sea. Se emplea a dosis de 2 g/dia en ethaadn Unica

nocturna, antes de acostarse (Kleerekoper 2006).

1.2.4.2. Bifosfonatos

El mecanismo de accion de los bifosfonatos es t@mppero
predomina sobre todo la inhibicion de la actividetieoclastica. Son,
por lo tanto, potentes antirresortivos. Los bifosftms tienen una
absorcion débil por via oral. Tomados por la maji@espués de
ayunar toda la noche, su biodisponibilidad es iofeal 1%. Aunque
actualmente existen varios bifosfonatos en faseéedarrollo, los méas
utilizados en la actualidad son Alendronato, Risedto e
Ibandronato; el Alendronato tiene efecto positivabre la DMO
lumbar y femoral, y disminuye el riesgo de fractukeertebral, no
vertebral y de cadera. Deben seguirse estrictanlaat@ormas de
administracion para evitar lesiones esofagicas,oygye su baja
absorcion intestinal hace que sea muy importantsunistracion en
ayunas; Risedronato también tiene efecto positivbres la DMO
lumbar y femoral. Asimismo, disminuye el riesgo @®actura
vertebral, no vertebral y de fémur. Se debe adtnamigambién en
ayunas. La eficacia terapéutica de ambos farmasosimilar; en
cuanto al Ibandronato, ademas de reducir la aparide fracturas
vertebrales, tiene la posibilidad de su adminigiracnensual, lo cual
podria aumentar la adherencia al tratamiento pde piel paciente
(Kleerekoper 2006; Delaney 2006).
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1.2.4.3. Estrégenos

La deficiencia estrogénica es un importante fagdéoriesgo para la
osteoporosis (ver mas adelante €@wsteoporosis y deficiencia
estrogénicy y por ello durante muchos afios los expertos han
recomendado la utilizacion de la terapia hormonatittiva (THS),
con estrogenos solos o asociados a gestagenos, womnatamiento
de primera linea para prevenir la pérdida de huwumsoa mujer
posmenopausica (Kleerekoper 2006). Los estrOgentsra en un
principio aumentando y después manteniendo la masea,
reduciendo la incidencia de fracturas (Cawdéwl. 1995). Pese a los
beneficios que supone la administracion de estagysabre el hueso,
la publicacion de varios articulos provenientedadeestudios HERS
Il 'y, sobre todo, del WHI, cuestionaron la segulidde la THS
(Rossouwet al. 2002). Precisamente, en el estudio WHI se observo
que la THS produce una reduccién del riesgo dédurras (cuando se
analizaban éstas en su totalidad, es decir, vattghite cadera), pero
en el mismo articulo se indicaba un aumento eresyo de padecer
cancer de mama y enfermedades cardiovascularesell®pren la
actualidad, ha cambiado radicalmente su perfilrdsquipcion y no es
aconsejable prolongar el mencionado tratamientétahass de tres
afos después de la menopausia, siendo su indichcidamental el
control del sindrome climatérico, y no el tratanende la
osteoporosis. Después de la publicacion de esthalies, se ha

observado una importante reduccién de la presénpde la THS
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buscando alternativas terapéuticas como es eldm$os SERMSs, de

los fitoestrégenos y de otros extractos de origeagetal.

1.2.4.4. Moduladores selectivos de los receptorestregénicos
(SERMS)

Son compuestos con una elevada afinidad por loepteres de
estrogenos, actuando como agonistas o antagodisstas estrogenos
dependiendo del tejido diana (Riggs & Hartmann 2083i, en los
receptores localizados en utero y mama ejercerfamoeantagonista,
protegiendo del cancer de mama y endometrio, naigrque en los
receptores del hueso tienen un efecto agonista oy, tpnto,
antiresortivo, asi como en el perfil lipidico, slentambién protector
cardiovascular. Por tanto, se trata de un tratamiéhdneo para
prevenir la osteoporosis en mujeres posmenopausicagalmente
disponemos Uunicamente del raloxifeno, aunque mudabtoss se
encuentran en fase de estudio. El raloxifeno tiefeetos positivos
sobre la masa 0sea lumbar y femoral, y disminuyesfjo de fractura
vertebral y no vertebral, aunque no ha demostrdi@acg]a en la

prevencion de fracturas de cadera (Kleerekoper)2006

1.2.4.5. Fitoestroégenos y extractos vegetal€dricifuga racemosa)
Se trata de un grupo de sustancias de origenaleget presentan
una estructura quimica similar a la del estradistrfgeno endodgeno).
Esa similitud estructural permite su union a reoceyst de estrégenos y
ejercer asi funciones estrogénicas o antiestrogenft/sui 2006).
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Existen tres tipos de fitoestrégenos: isoflavonagmestanos vy
lignanos, aunque los mas conocidos son las isofls/d_a genisteina
y la daidzeina son las isoflavonas mas estudiadas.

Debido a los efectos beneficiosos que ejercefiitimsstrogenos a
nivel del sistema cardiovascular, a nivel del hugste los sintomas
climatéricos, y también debido a su baja toxicidactualmente los
fitoestrogenos son una alternativa terapéuticarl&lia.

Ademas de los fitoestrogenos, existe otros compsdmsados en
extractos vegetales como los derivados @enicifuga racemosa
(Remifemir®), entre otros (Geller & Studee 2006). EI Remiferam
un farmaco basado en el extracto isopropandlicoCdmicifuga
racemosgCRi). Se presenta como tratamiento natural alternatileo a
terapia hormonal ya que existen estudios que harosteado que no
presenta efectos adversos sobre uUtero o mama yreguee los
sintomas climatéricos de forma tan eficiente cow® éstrogenos
(Jarryet al. 2003; Wuttkeet al. 2003a; Wuttkeet al. 2003b; Seidlova-
Wuttke et al. 2003b). La terapia basada en extractosCaricifuga
racemosa(CR) es nueva en nuestro medio pero viene siendo usada
desde hace muchos afios en otros paises como Caluadie se
encuentra registrada por las autoridades sanitgrig® donde la

Cimicifuga racemosas originaria.

La mayoria de los pacientes con osteoporosis degga otras
enfermedades que pueden derivar en esta patolsigia, que la
pérdida 0sea se produce, principalmente, debidosald los factores

que se han nombrado anteriormente: la menopausiael y
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envejecimiento. Hay que destacar que en los Ultiafios, el sistema
inmunoldgico y los factores genéticos relacionadosla osteoporosis
han adquirido gran importancia en el ambito de pstalogia (ver
mas adelante e@steoporosis y sistema inmune: Osteoinmunolggia

enOsteoporosis y factores genétizos

1.30STEOPOROSIS Y DEFICIENCIA ESTROGENICA
1.3.1. Pérdida 6sea y edad

El aumento de la masa 0sea en humanos se prodscde da
infancia hasta la pubertad y esta relacionado toreeimiento 6seo y
el incremento en las hormonas sexuales. El picammage masa 6sea
se alcanza alrededor de los 20-30 afios. A parsteedad, tanto en
hombres como en mujeres, se inicia una etapa dededatdo 6seo en
la que, gracias al equilibrio entre resorcion ynfacion Osea, se
mantienen constantes los niveles de masa Osea.étdida del
equilibrio en el remodelado 6seo se produce erotartos 50 afios y
provocara una clara disminucion en los niveles dearbsea (Looker
et al. 1998) (Figura 1.12.).

Segun estudios epidemiolégicos, esta pérdida aseeiada a la
edad se produce, inicialmente, a nivel de huedmedtidar, mientras

que la pérdida de hueso cortical se produce mds.tar
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Edad de maxima pérdida 6sea
Hombres

DMO

Mujeres

Hueso Cortical
------ Hueso Trabecular

Figura 1.12. Variacién de la DMO con la edad.

1.3.2. Pérdida 6sea y deficiencia estrogénica

En el caso de las mujeres, la pérdida 6sea expaamea
fuerte caida, respecto a los hombres, tras la naeistp debido a la
disminucién en los niveles de estrogenos, afectanidaipalmente al
hueso trabecular y desencadenando asi la apadeiéa osteoporosis
posmenopdausica y un aumento en el riesgo de fea(ffigura 1.12.).

La disminucion de la DMO que se produce con lacteicia
estrogénica en la menopausia (natural o quirargicagl efecto
protector de los estrdgenos sobre la pérdida deandasa y la

incidencia de fracturas, demuestran claramentel#&ion que existe
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entre la deficiencia estrogénica y la pérdida dgaggset al. 1998;
Compston 2001; Balasch 2003). Sin embargo, el n&oanpreciso
de accidn de los estrogenos sobre el hueso naseetodavia.

El descubrimiento de receptores de estrogenosierdiulas del
hueso (osteoblastos y osteoclastos) sugirié ursbleo via de
actuacion directa de los estrogenos sobre el higamman 2002). La
deficiencia estrogénica provoca un desequilibrioetrremodelado
0seo con un predominio de la resorcion Osea. Hitilma década se
ha propuesto que los efectos directos que ejeragefigiencia de
estrogenos sobre el hueso se deben a cambios emtésis de
determinadas citoquinas y factores reguladoredagsopropias células
del hueso (Manolagas & Jilka 1995; Pacifici 1996).

1.3.2.1. Alteracién en los niveles de citoquinad (1, IL-6 y TNF a)

La principal consecuencia de un aumento en lo®lesvde
citoquinas en el microambiente del hueso, debida deficiencia
estrogénica, es un incremento en el numero de adagtos y una
mayor tasa de osteoclastogénesis, una mayor addivide los
osteoclastos maduros y un aumento del tiempo agenaetia de estas
células (Pacifici 1998). Adem4s, este incrementoeemimero de
citoquinas también induce una mayor actividad ddéstica con el
objetivo de intentar compensar la pérdida Osea gae esta
produciendo.

Entre todas las citoquinas reguladas por estrogdrays que
destacar a IL-1, IL-6 y TN Estas tres citoquinas inducen resorcion
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Osea y diversos estudios han demostrado que sesidprdisminuye
con la administracion de estrégenos (Manolagas @0Q@ IL-1 y el
TNFa son dos citoquinas con un elevado poder resoatinivel local
y, ademas, actdan como inhibidores de la formadésgsa (Pacifici
1996). Ya en 1987, Pacifici y colaboradores deraostr que cultivos
de monocitos de mujeres con OTP poseen nivelek-tleaumentados
(Pacifici et al. 1987; Manolagas 2000c). También se demostré una
produccion aumentada de IL-1 y T&lfpor monocitos de mujeres
ovariectomizadas, y que estos niveles disminuian sai les
administraban estrégenos (Manolagas 2000c). En neato
ovariectomizados, también se producia un aumeniosniveles de
IL-1 y TNFa vy, tras el tratamiento con inhibidores de la I-INFa,
disminuia de la pérdida 6sea inducida por la ovtoieia (Kitazawa
et al. 1994; Ammannet al. 1997). Ambas citoquinas dirigen la
formacion de osteoclastos ya que estimulan la fprakion de los
precursores osteoclastogénicos. Ademas, indueexplasion de otras
citoquinas que regulan la diferenciacion de los cym®ores
osteoclastogénicos en osteoclastos maduros comKRAMNofbauer
et al. 1999), IL-6 y M-CSF. Por tanto, IL-1 y TNFson dos factores
necesarios para inducir la secrecién de factoredifdeenciacion de
los osteoclastos, por lo que pequeiios cambiosseniVeles de estas
citoquinas provocaran grandes cambios a nivel derdduccion de

osteoclastos.

En cuanto a la IL-6, se trata de un potente famsteoclastogénico

sintetizado por las células estromales y osteabéésen la deficiencia
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estrogénica. Actla a través de sus receptoresR)LeStimulando la
osteoclastogénesis de las células precursoras é¢anbamanos como
en ratones (Pacifici 1998). Diversos estudiosdemostrado como la
administracion de estrogenos disminuye la sin@sigsta citoquina
en células estromales u osteoblastos de medula dseaaton
(Spelsberget al. 1999). Ademas, la utilizacion de anticuerpos
neutralizantes de IL-6 previenen la osteoclastagjénieducida por la
deficiencia estrogénica en ratas ovariectomizadidiea(et al. 1992).
Ratones ovariectomizados deficientes en IL-6 noesupérdida 6sea
debida a la deficiencia estrogénica.

Por tanto, segun los numerosos estudios realizaskospuede
concluir que IL-1, IL-6 y TNE son tres factores clave implicados en
la osteoclastogénesis y en la resorcion 0sea asscala deficiencia
estrogénica.

Ademas de las citoquinas que acabamos de ver, & €Potra
citoquina cuya expresion también se ve reguladalgsmiveles de
estrogenos. Como ya se ha visto, la OPG es urefudribidor de la
osteoclastogénesis ya que al actuar como recegiiae® de RANKL
impide su unibn a RANK inhibiendo asi la diferewgim de los
osteoclastos y la resorcion 0sea. Existen estugieshan demostrado
que los estrogenos inducen un aumento en la exgpreld OPG en
cultivos de osteoblastos humanos y como este efles@parece con la

administracion de antagonistas estrogénicos.
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Asi pues, se puede concluir que los estrogenoarrddan un
papel muy importante en la homeostasis 0sea yudefgiencia esta

asociada a la aparicion de la osteoporosis posraesma.

14 OSTEOPOROSIS Y SISTEMA INMUNE:
OSTEOINMUNOLOGIA

La principal causa de osteoporosis es la defi@ede estrégenos
(Osteoporosis involutiva tipo I) que ocurre en lanopausia (Riggst
al. 1998). Como ya se ha visto, esta deficiencia iadutaumento en
la actividad de los osteoclastos como consecueiecaumentos en los
niveles de citoquinas inflamatorias (IL-1, IL-6, ).

Desde hace tiempo se sabe que algunos estadnfiageaicion se
acompafan de pérdida 0sea. Sin embargo, ha sids é@itimos afios
cuando se ha descubierto que algunos miembrodgstieinga inmune,
como la célula T, estan implicados en este prodespérdida 6sea,
sintetizando citoquinas resortivas como RANKL (Thet al. 2002) o
TNFa, entre otras. No obstante, las células T tambiécretan
citoquinas que inhiben este proceso tales comoylAN-12, IL-18 y
TGF-8. Aunque la mayor parte de los estudios se haizagal en el
raton y no en el humano, todos estos hechos muoestra clara
relacion entre el sistema inmune y el metabolism@op por lo que
recientemente se ha acufiado el término “osteoinlogia para
reflejar este nexo de unidn entre ambos sistemaer{& Choi 2000).
Respecto a las células B, también se sabe quesaxpRANK en su
membrana (Theilket al. 2002).
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Se sabe que los estrogenos también regulan ensishmune y a
las células T. Sin embargo, hace relativamente patmws que los
investigadores han encontrado una relacion entsesieima inmune y
la pérdida 6sea por deficiencia estrogénica. Laicidetia de
estrogenos induce un aumento en los niveles deyliNtetizado por
la célula T que provoca al mismo tiempo una may@sgntacion
antigénica y un incremento en la activacion decklslas T. Estas
células T activadas secretan RANKL, que activa ctireente al
osteoclasto, y TNd& que induce la expresion de RANKL por las
células estromales y osteoblastos, por lo que estiaacion
desembocard finalmente en un aumento en la osstogénesis y en
la pérdida 6sea (Weitzmann & Pacifici 2006). Apayareste modelo
esta el hecho de que el ratén deficiente en células pierde hueso
tras la ovariectomia (Cenat al. 2000). No obstante, quedan por
contestar cuestiones referentes a los aumentas enveles de células
T y de IFNy descritos ya que hay datos que no apoyan estos
resultados (Arron & Choi 2000; Takayanagial. 2000; Garcia-Pérez
et al. 2006b). A pesar de que el modelo es valido eatéhr todavia
hay que demostrar su validez en el humano (Weitang&arPacifici
2006).

85



Introduccion

1.5. OSTEOPOROSIS Y FACTORES GENETICOS
1.5.1. Factores ambientales y genéticos determinasten la masa
Osea

A pesar de que la menopausia o0 la ovariectomiaerarella
pérdida de masa Osea en todas las mujeres pordoaniemos ya
vistos, hay que preguntarse por qué unas mujerssrrgdan
osteoporosis y otras no. Ya en 1989 se conocialapiéiijas de
mujeres osteoporoéticas poseen menor masa 0seapraheblemente
la osteoporosis posmenopausica ocurre, preferentemesn las
mujeres que no han adquirido mucha masa 6sea gnveatud
(Seemaret al. 1989). La respuesta a la pregunta es que, adegrias d
procesos descritos anteriormente desencadenadosl piéficit de
estrogenos, el pico maximo de masa Osea alcanzador@o a la
tercera década de vida es determinante en estagiatona vez que
falla la funcion ovarica.

Existen diversos factores ambientales determisaate la masa
0sea de un individuo ya que influyen tanto en e phaximo de masa
O0sea como en la tasa de pérdida 0sea. Algunosatefastores son:

- Habitos nutricionales: los habitos dietéticos somym

importantes  prevenir pérdida Osea. Dos de los

micronutrientes mas importantes son el calcio y la

vitamina D (Nieves 2005) . La ingesta de lacteos y
derivados es muy importante para el hueso ya gndaso
fuente principal de calcio. Una ingesta escasa ali@og

tanto en la edad juvenil como en la posmenopassa,
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asocia a una mayor prevalencia de osteoporosis y/o
fracturas. Alteraciones nutricionales en personag (
presentan anorexia nerviosa, desnutricion o cohl@mas

de malabsorcion provocan una mayor prevalencia de
fracturas.

Actividad fisica: el ejercicio fisico guarda undamon
directa con la masa Osea. Aunque se desconoce el
mecanismo parece ser que el estrés mecanico autaenta
masa Osea. Las primeras evidencias se obtuvierdosde
problemas osteoporéticos que sufrian los astrogauta
debido a la falta de actividad fisica por la indgdez. La
actividad fisica también influye en el alcance gieb de
masa Osea en la infancia y adolescencia (Krageal.
1993) . Parece ser que también contribuye a unamen
pérdida 6sea en la menopausia (Uusi-Bhal. 1998).
Consumo de tabaco: es un factor de riesgo para la
osteoporosis ya que se ha demostrado que inhibe la
actividad osteoblastica. Ademas, los fumadoresesusér
personas delgadas lo cual influye también a nieellad
masa 0sea (Yuhagt al.1999).

El alcohol: a dosis elevadas es la causa mas frexuke
osteoporosis secundaria en el varon, y en los alicois
existe un mayor riesgo a padecer cualquier fractura
(ademéas de la osteoporosis, en ellos son mas friesukas

caidas y los accidentes de todo tipo) (Sampson)2002
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- Féarmacos: se han asociado varios farmacos a atteesc
del metabolismo mineral 6seo. Entre ellos destdoan
glucocorticoides, la causa mas frecuente de ostesiso
secundaria a farmacos. Otros medicamentos que puede
afectar al hueso son las sales de litio, los amgisivos, la
heparina, la vitamina A vy, posiblemente, incluso la
sobredosificacion de antinflamatorios no ester@deo
(AINE). Por el contrario, las tiazidas ejercen uecto

protector sobre el metabolismo 6seo.

Pese al efecto de todos estos factores ambienthlpigo de masa
0sea que se alcanza sobre los 25-30 afos de edadl@mmente
controlado por factores genéticos, por lo que leamorosis es
claramente una enfermedad multifactorial. Estu@insgemelos han
demostrado que el 60-85% del pico de masa 6sea meedcxplicada
por factores hereditarios (Peacatlkal. 2002).

1.5.2. Estudios de asociacion a DMO de polimorfiseqSNPs) en
genes candidatos

Raramente la osteoporosis (0 la osteopetrosig] essultado de
mutaciones en genes Unicos, aunque hay algunoglegromo en la
osteogénesis imperfecta (Ralston 2003; Baldock éinan 2004). La
variacion genética normal en los rasgos compleaocla DMO
generalmente no es debida a mutaciones deletérgas &
polimorfismos comunes que producen cambios switela funcién o
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expresion de un gen. Ello implica que deben exigénes de DMO”
cuyas variaciones determinarian las diferenciagimdividuales en la
DMO. Dichas diferencias pueden manifestarse dersivéorma; por
ejemplo, como diferencias en el pico de DMO alcdozdras
completar el periodo de crecimiento, o como difei@n en la
velocidad de pérdida de masa 6sea con la edadaftor los factores
genéticos representan un papel determinante eaglaacion de la
estructura del esqueleto y en la DMO (Ralston 2@@2)nanera que
los diferentes fenotipos estaran determinadosqsoefectos de varios
genes junto con el efecto de los factores ambestal

Se han realizado numerosos estudios con el fendentrar genes
susceptibles de regular la masa 6sea. La idemiificade genes
asociados a fenotipos complejos como la osteomorssicomplejo a
pesar de que la DMO posee una heredabilidad ele¥siadios de
ligamiento a lo largo del genoma humano han ideatib varios loci
génicos que muestran ligamiento a la DMO de cadeda columna
como 2p23-24, 14q31-34, 22q12-13 1p36, 2p23, 1yA{12-13 o
6pll (Ralston 2002; Zelzer & Olsen 2003). Sin embarestas
regiones son muy grandes (aproximadamente 50 cMpngienen
entre 20 y 70 megabases de ADN con varios centedargenes, por
lo que el estudio de cada una de ellas requieréosuecursos.

La mayor parte de los estudios han consistido stndms de
asociacion a DMO de polimorfismos en genes canasga&s decir, de
genes relacionados en vias clave del metabolisem &8s genes mas

estudiados han sido los que regulan el metabol&seo y los genes
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de las citoquinas que acabamos de describir. Déohéms mas
estudiados hasta la fecha son el gen para el oraggta vitamina D
(RVD), el gen para el receptor de estrogenos,geelpara el colageno
tipo 1l-alfa-1 (COL1Al1). Los mas ampliamente usadas el
polimorfismo Spl de COLIAl, Fokl y Bmsl del gen RVD
(Efstathiadotet al. 2001; Bragaet al. 2002; Khoslaet al. 2004). Otros
genes estudiados son el gen para el factor devassto similar a la
insulina tipo | (IGF-1), el gen para el receptol péptido relacionado
con la PTH (prPTH ), el gen de la IL-6, el del TGE-en gen para el
receptor de andrégenos, el gen de la apolipopatéjrel gen de la
aromatasa (cypl9), los genes para las proteinafogeoéticas de
hueso (BMPs), el gen de la calcitonina y para saptr, el gen para
el receptor de leptina, el de la osteoprotegema, (Ralston 2002;
Ralston 2003; Zelzer & Olsen 2003; Baldock & Eisn2804) (Tabla
1.2)
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Clasificacion _ Localizacion
_ _ Gen Candidato _
Bioldgica cromosémica
VDR 12912-14
ER« 6925
ERB 14q22-24
Hormonas CT 11p15
CTR 7921
calcicotrépicasy [ pTH 11p15
receptores PTHR:I. 3p22‘21
CYP19 15921
GCCR 5031
CASR 3913-21
AR Xq11-12
TGF-p1 19913
, . IL-6 7p21
Citoquinas, factores IGE-1 12q22-24
de crecimientoy | IL-1RA 2914
receptores OPG 8g24
P TNF-o 6p21
TNFR2 1p36
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Clasificacion Localizacion
Gen Candidato
Bioldgica cromosomica
COL1Al 17q21-22
Proteinas de la COL1A2 7922
matriz 6sea BGP 1925-31
MGP 12p13-12
AHSG 3927
ApoE 19913
MTHFR 1p36
P57(KIP2) 11p15
HLA-A 6p21
Miscelanea PPARy 3p25
FRA-1 11q13
RUNX-2 6p21
Klotho gene 13912
WRN (Werner 8p12-11
syndrome gene)

Tabla 1.2. Genes candidatos mas estudiados paaadaiacion con DMO

Hay que sefialar que hay muchos mas genes por @anatimo

genes implicados en la diferenciacion, activaciérappoptosis del

osteoblasto y osteoclasto, proteinas morfogenétieblsueso (BMPSs),

factores de transcripcion, etc., y que hasta ldhaeno se han
relacionado con DMO ni fractura (Zelzer & Olsen 2P0

El nimero tan elevado de genes candidatos hacsegemgan que

definir estrategias de busqueda. En la presents $esestudid la

asociacion a DMO de diferentes genes

relacionados el
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metabolismo 0seo y el sistema inmune. Estos garesrfRUNX2
OCIL, CD40y CD40L

1.5.2.1. RUNX2

El gen RUNX2 (Runt-related transcription factor 2)fue
seleccionado porque, como ya se ha dicho anteriaeneodifica para
un factor de transcripcion involucrado en la difefacion
osteoblastica por lo que, variaciones genéticagsta@ gen podrian
inducir cambios en la DMO. Ademéas, mutaciones ete agen
provocan la aparicion de displasia cleidocraneak enfermedad
autosoOmica dominante que se caracteriza por aresnai nivel
esquelético y alteraciones en densidad mineral (deadloset al.
1997).

1.5.2.2. OCIL

El gen OCIL (Osteoclast Inhibitory Lect)p también llamado
LLT1 (Lectin Like Transcript-Ly cuyo nombre oficial es Clec2€-
type lectin domain family 2, membe) fle seleccionado para el
estudio de asociacibn a DMO porgue codifica para kectina que
inhibe la diferenciacion osteoclastitavitro. Ademas, este gen esta
relacionado con el sistema inmune ya que estanéest expresa en
células B y en osteoblastos y su expresion en alBl inhibe la
produccion de IFN por las células NK (Kartsogiannet al. 2008;
Rosenet al. 2008).
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1.5.2.3. CD40 y CD40L

CD40y CD40L son dos genes implicados en una amplia variedad
de respuestas inmunes e inflamatorias. CD40 egrotaina que se
expresa en las células B y en otras células prasersts de antigenos
como macrofagos o células dendriticas. CD40L, e$igahdo de
CD40 y se expresa temporalmente en las célulagiVadas. Estos
dos genes se seleccionaron para el estudio de auia@én a
osteoporosis debido a su relacion con el sistemmaune y por los
datos existentes previamente en la literatura £gle se describe una
relacion entre el sistema CD40 y CD40L con el nataimo 6seo.
Estos datos describen a la célula B como prindigaite de OPG en
la médula 6sea. Ademas, se describid que ratonisedees en
células B presentan menor DMO y peor microarquitactjue ratones
normales, elevados niveles de resorcion 0sea ynamor sintesis de
OPG, rompiéndose el equilibrio RANKL-OPG a favorRIBNKL. La
misma situacion se producia en ratones deficiem€D400 CD40L
Por otro lado, los datos obtenidos de estudiosuemahos describen
como los nifios afectados por el sindrome Hiper Igivha
inmunodeficiencia primaria causada por mutaciomesl genCD40L,
presentan osteopenia. Ademas, las células T des esfims, no
expresanCD40L y tienen un elevado poder osteoclastogénico pese a
tener un produccion normal de RANKL (Lépez-Granagloal. 2007;
Li et al.2007).
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1.5.3. Estudios de asociacién de genoma completdNGs)

Hasta hace relativamente poco tiempo, los estutkogsociacion
han estado limitados a pequefas regiones del geqamaontienen
genes candidatos o que han sido identificados wewlies familiares
de ligamiento. Gracias a los avances del HapMa@3R@& las nuevas
técnicas de genotipado y a la recoleccion de cektartas amplias y

mejor caracterizadas, se han podido desarrollar elstsidios de

asociacion de genoma complgtBenome-Wide Association Studies

(GWAS)).Los GWAs se pueden definir como estudios a loolatg

todo el genoma humano de polimorfismos con el Bnidentificar

asociaciones entre ciertos fenotipos o enfermededesvariaciones
genéticas especificas. En el caso de la osteopprosi GWAs se
estan basando en la busqueda de variantes enagowados a DMO
y a fractura 6sea (Richarag al. 2008; Styrkarsdottiet al. 2008;

Styrkarsdottiret al. 2009). Pese a la revolucién que ha implicado
aplicacion de este tipo de estudios en el camptadgenética, los
estudios GWAs presentan un bajo poder estadistiaargmente
alcanzan a explicar su pequefio efecto sobre lacién de la DMO
aunque pueden proporcionar nuevos datos dentrcodgdlejo mundo
de la osteoporosis.

Asi pues, se puede decir que la identificacionraatarizacion de
genes implicados en la osteoporosis y fenotiposiados, no sélo
contribuirda a un mejor conocimiento de la fisiopagda de la
osteoporosis, sino también al desarrollo de diagusmejores, a la

prevencion y a diseflar mejores estrategias dentiatéo para esta
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patologia. Una consecuencia inmediata de la imyeestin genética
sobre la osteoporosis es el descubrimiento de g&wmesos o
inesperados y de su implicacion en los mecanisnmédicos que
determinan la masa 6sea. Aunque la traslacion ciréca de los
resultados de los estudios sobre genética dedapmtosis aun esta en
sus fases incipientes, es de esperar su aplicammrdos éareas
principales: prediccion de la respuesta al tratatojesobre todo los
polimorfismos relacionados con las enzimas que lmoézan los
farmacos antirresortivos o formadores y fundamemgate, la
identificacién de sujetos en riesgo, mediante éacion de algoritmos
gue incluyan desde factores ambientales (edadguamo, etc.),
marcadores bioquimicos de remodelado 6seo (NTx, ERxetc.) y
como no, varios polimorfismos genéticos fuertemesdeciados a
DMO.
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Objetiso

Los objetivos generales de esta Tesis Doctoral gon,una
parte, la identificacion de nuevos genes implicagoka fisiopatologia
de la osteoporosis en general y de la posmenopaesiparticular, y
por otra evaluar el efecto, en distintos modelos, tchtamientos
(agonistas del receptor de estrégenos o extraegstales) sobre la
microestructura Osea, sobre el metabolismo 0seo,sislema
cardiovascular y el sistema inmune.

Son objetivos especificos:

1. Estudio de la asociacibn de polimorfismos en genes
candidatos, seleccionados del sistema inm@i»Q, CD40L,
OCIL) y 06seo RUNX2, con la calidad 6sea determinada
mediante densitometria mineral O0sea, en una cohdete
mujeres de Valencia, la mayoria de las cuales soimrax
posmenopausicas.

2. Efecto de un extracto isopropandlico @enicifuga racemosa
(Remifemin) sobre el metabolismo 0seo y el sistema
cardiovascular en mujeres posmenopausicas.

3. Efecto de varios tratamientos agonistas del recepi®
estrogenos (estradiol, raloxifeno y genisteina) resolel
metabolismo ¢6seo y sistema inmune en el raton
ovariectomizado (OVX).

4. Efecto de varios tratamientos agonistas del recepi®
estrogenos (estradiol, raloxifeno y genisteina) resola
microestructura o6sea en el raton OVX mediante

microtomografia  axial computerizada  (micrn-TAC).
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3.1. ESTUDIOS EN HUMANOS
3.1.1. Poblacion de estudio

Los distintos estudios de la presente Tesis Dalktoruestran
peqguefas variaciones en cuanto al tamafio muesspacialmente en
los estudios genéticos de asociacion a calidad ésemestra cohorte
de mujeres. Esto es debido a que, durante la aealiz del trabajo
experimental de la presente Tesis, se han estadgoorando nuevas
participantes en la cohorte. De esta forma, demdrdos estudios de
asociacion, el de menor tamafio poblacional eslegeeOCIL con un
tamafio de 500 mujeres (Pinedt al. 2008a), mientras que el de
mayor tamafio corresponde al del estudio sobretdsaiccion génica
entreCD40y CD40L (N=811). En cuanto al estudio del efecto de un
extracto isopropandlico d€imicifuga racemos4CRi) (Remifemin)
sobre el metabolismo 0seo y el sistema cardiovassel realizd con
un tamafio muestral de 82 mujeres. La descripcida geblacion del
presente epigrafe corresponde a la poblaciondimdds 811 mujeres.

La cohorte de mujeres que se ha estudiado enekemie Tesis
Doctoral se ha formado de entre las mujeres ataaddtre los afos
2005-2009 en la Unidad de Menopausia del Hospitdhic®
Universitario de Valencia, un centro que cubre i@a&irbana de clase
media, y que aceptaron participar en el estudio.gEneral, las
mujeres acudian a la consulta de menopausia poblepnas
relacionados con el climaterio. En todos los casestrataba de
mujeres sanas, de acuerdo a una exploracién figiceria y a una

analitica general basica, de origen espafiol, noedmehs Yy
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generalmente sedentarias. Los criterios de inatupdra las mujeres
con menopausia natural fueron un minimo de un @&iangenorrea y
niveles de FSH superiores a 40 Ul/ml en mujeresonesyde 40 afos,
mientras que en el caso de mujeres con menopauisiagica fue ser
sometidas a ooforectomia bilateral como minimo fin antes de
entrar en el estudio. Hay que indicar que en eldéstde la interaccion
entre CD40 y CD40L y su asociacion a calidad ésea también se
incluyeron mujeres pre- y perimenopdausicas comelé aumentar el
tamano poblacional y, por tanto, el poder estaxtisti de establecer si
la asociacion detectada entre genotipos de lossgeidd0y CD40L

con DMO, se daba también en este colectivo de emijer

Distribuciin estado menopausico de
1a poblacion
b PFemewprasics  E Panmespivacas W Premenonansicas

En este caso, se defini6 la premenopausia como eelodo
reproductivo anterior a la menopausia en el quméastruacion es

regular, y la perimenopausia, como el tiempo amtera la
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menopausia, cuando comienzan los eventos endamyinok,
bioldgicos y clinicos de aproximacion a la menopgug el primer
afo después de la menopausia.

Los criterios de exclusion fueron presentar algipo tde
inmovilidad parcial o total, padecer enfermedadedafylicas que
cursen con osteoporosis secundaria como artriis\aoide, cancer,
malabsorcién, etc., la toma de medicamentos queteafe al
metabolismo 6seo, como corticoides o0 anticonvussive la
denegacion del consentimiento informado. La tomauggementos de
calcio y de vitamina D3 no se considero un criteieeexclusion.

A todas las mujeres aptas para el estudio, sefi@sriaba del tipo
de estudio y se les pidi6 que leyeran y firmarancansentimiento
informado aprobado por el Comité Etico del Hospi@linico
Universitario de Valencia y la Fundacidon para laebtigacion del

mismo Hospital.

3.1.2. Poblacién para el estudio del efecto de unxtecto
isopropandlico deCimicifuga racemosaCRi) (Remifemin) sobre
el metabolismo 6seo y sistema cardiovascular

Como ya se ha comentado, para estudiar el efectm axtracto
isopropandlico deCimicifuga racemosqCRi) (Remifemin) sobre el
metabolismo 6seo y sistema cardiovascular, sez@tilina muestra
poblacional de 82 mujeres. Parte de las mujeres4@® sometidas al
estudio recibian 40 mg/dia del CfRiemifemin) via oralmientras que
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el resto de mujeres (N = 37) no recibian tratamielak seguimiento se

realizo durante un periodo de tiempo de seis meses.

3.1.3. Datos antropomeétricos y bioquimicos

Una vez que las mujeres aceptaban participar estetlio, se las
citaba nuevamente en ayunas y se les realizabadonave historia
clinica bésica incluyendo diferentes datos antragdoos, asi como
una analitica rutinaria de sangre y orina. En lstohia clinica se
reflejaba el estado menopausico (pre, peri, 0 pospausia), la edad
de la menarquia, la edad y el tipo de menopausitr@/quirdrgica),
los afios desde la menopausia (ADM), el numero dtagenes y
partos, el consumo de tabaco y de alcohol, y silese habia
administrado terapia hormonal, y la duracion dea,ésintes de
realizarse el estudio densitométrico. Asimismoasepesaba y media
para calcular el indice de masa corporal (IMC) caincociente entre
el peso (Kg) y la altufam).

A las mujeres participantes se les tomo una muekdrsangre al
inicio del estudio (basal) para la obtencién de ADlddra realizar
distintas determinaciones bioquimicas incluyendo rmomas
(estradiol, FSH, etc.), marcadores bioguimicos camailoio, fosforo,
CTx, FA, etc. y otros mas generales (lipidos, ghaccetc.) y para
realizar estudiosin vitro utilizando el suero de las mujeres.

Coincidiendo con la época de la obtencién de lasstnas

sanguineas, a las mujeres se les realiz6 un egfed&itométrico de
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cuello femoral y/o columna lumbar mediante absoneitsia fotonica
dual de rayos X (DXA, ver mas adelante).

En el caso de las mujeres a las que se les adrimisextracto
isopropandlico d&€imicifuga racemos@Remifemin) para estudiar su
efecto sobre el metabolismo 6seo y el sistema wadcular, y al
grupo de mujeres sin tratamiento alguno, se led&al extraer sangre
al cabo de 3 y 6 meses de haber iniciado o norégpite para poder
realizar las determinaciones bioquimicas oportungsara realizar

estudiosn vitro utilizando el suero obtenido de las mujeres.

3.1.4. Obtencion y procesamiento de las muestras

Las muestras sanguineas se obtuvieron por vendgyrentre las
8 y las 10 de la mafiana tras un periodo de tienmpayenas de
minimo 12 horas. Se obtuvieron dos tubos de sapgre cada
participante: uno con anticoagulante (EDTA sodidestinado al
aislamiento de células nucleadas para la obter@GADN Yy otro sin
anticoagulante para la obtencidon del suero para desintas
determinaciones bioquimicas y estudios vitro. Los tubos se
centrifugaron en una centrifuga clinica (Labofuge, Aeraeus
Sepatech, Alemania) a 3000 rpm durante 5 minutrs, la separacion
del suero y plasma. Posteriormente, las muestreaisée alicuotaron
en tubos eppendorf y se congelaron a -80°C hasteoelento de su
utilizacién en los distintos ensayos. Las céluemuperadas del tubo
anticoagulado se destinaron a la obtencion de AlAY.muestras de

orina se obtuvieron a partir de la recogida, erogubstériles, de la
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segunda orina de la mafana, el mismo dia que kxdr&aextraccion

sanguinea.

3.1.5. Determinaciones séricas

En suero se determinaron, mediante métodos denaruti
automatizados, los siguientes marcadores bioquéhteanetabolismo
0seo y de perfil lipidico: fosforo inorganico tof{ahg/dl), calcio total
(mg/dL), fosfatasa alcalina total (FA, U/L), glueogmg/dL),LDL
(mg/dL), HDL (mg/dL), colesterol (mg/dL), triglic&los (mg/dL), por
métodos espectrofotométricos mediante analizadotongtico
(OLYMPUS 5400). La PCR de alta sensibilidad (mg#)determiné
mediante inmunonefelometria (Dade Behring Marburgnb@,
Marburg, Alemania). Los niveles de fosfatasa atealosea (FAO,
pall) se determinaron mediante inmunoensayo por
quimioluminiscencia (DiaSorin, Inc.; Stillwater, MNUSA). Los
niveles de los telopéptidos carboxi-terminales caigeno tipo |
(CTx, ng/ml), de 25-hidroxicolecalciferol (25-OHtamina-D3,
ng/ml), de estradiol (pg/ml), de insulina (uU/mide osteocalcina
(ng/ml), de TSH (pU/mL), testosterona (ng/ml), d&HPintacta
(pg/ml) y de progesterona (mg/l) se determinarondiarge
electroquimioluminiscencia (autoanalizador E170 Mead Analyser;
Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Los nivelee
osteoprotegerina (OPG) se ensayaron mediante uBAEinistantaneo
(Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria). Los ico®ites de
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variacion intra e inter-ensayo para estos métodesoh menores del
8%.

3.1.6 Determinaciones en orina

En orina, se determinaron los niveles de los fexgos amino-
terminales del colageno tipo I, los llamados telijos amino-
terminales entrecruzados del colageno tipo | (NTwediante
enzimoinmunoensayo (Osteomark, Ostex InternatiGealttle, WA).
Los valores obtenidos en el andlisis fueron codagpara la dilucion
urinaria mediante la determinacion de la creatininaaria mediante
autoanalizador OLYMPUS AV 600 (Olympus AV 600, TokyLos
niveles de NTx se expresaron en nmoles de equiealate colageno
0seo por mmol de creatinina (nmol ECO/mmol Cr) (GaPérezet
al. 2003).

3.1.7. Determinacion de la densidad mineral 6sea

La densidad mineral 6sea (DMO) de la columna lunfb2-4) y
del fémur proximal se determind por absorciomdtyi@nica dual por
fuente de rayos-x (DXA) usando un aparato NorlaRd36 (Norland
Medical Systems Inc; Fort Atkinson, WI) o un aparaunar DPX
(GE Lunar Corporation, Madison, WI, USA). Los readbs de DMO
que proporcionan ambos equipos (calculados poofiware propio)
no son valores densitométricos de masa por volugyent), sino de
masa por superficie (g/én pero la correlacién con los valores reales

es muy buena, segun se desprende de los estudiexadttud
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realizados (1 a 2% de error). El software tambiémstra los valores
de T- y Z-score. La T-score es el numero de devrias estandar que
una determinada medida difiere de la media de lidapan adulta del
mismo sexo. La Z-score es el numero de desviacies&gdar que
una determinada medida difiere con respecto a ldiande la
poblacion de su misma edad y sexo. Para poder camizg DMO
obtenidas a partir de los dos densitometros utiizaen este trabajo
hemos calculado una DMO estandarizada (DMOe) deerdoua

algoritmos publicados previamente (Hial. 1997; Luet al. 2001).

DENSITOMETRO
Norland Lunar
DMOe
Cadera = 0.006 + (0.985xDMO) -0.023 + (0.939xDMO).
Columna = | 0.9743x(DM0O-0.969) + 1.04360.9683x(DMO-1.100) + 1.0436

3.1.8. Obtencion de células

En este trabajo se obtuvieron células de sangiinea para la
obtencion de ADN. Para ello se aislaron céluladeamdias de sangre
periférica a partir de sangre total tras la lidas hematies mediante
cloruro aménico (KHC® 10 mM, NH,CI 150 mM, EDTA 0.1 mM,
pH 7.4) y dos lavados posteriores con PBS (tampdfato salino
0.01M, pH=7.4) mediante centrifugacion (1200 rpmmbButos) en
centrifuga clinica (Garcia-Péretal. 2006b).
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3.1.9. Obtencién de ADN

La extraccion del ADN genomico se realiz0 a padtr células
nucleadas aisladas de sangre periférica (ver aloagaterior 3.1.8)
mediante un kit de extraccion de ADN gendmico (Resd
Extraccion ADN gendémico, REAL, Durviz, Valencia, [zgia)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevameeste método
consiste en una lisis celular mediante un deteegenidnico seguido
por un paso de precipitacion salina de las proseilh ADN se
obtiene del sobrenadante tras la eliminacion derateinas mediante
precipitacion con isopropanol. Tras un par de lagadon etanol al
70%, el ADN se resuspendié en tampén TE (10 mM, TkiaM
EDTA, pH=8) y se congeld a -80°C hasta su uso.

3.1.10. Cultivo de células MC3T3-E1 para la diferesiacion
osteoblastica

Para estudiar el efecto del CRi (Remifemin) soldee
diferenciacion osteoblastica, se utilizaron culsiee células MC3T3-
E1l incubados con sueros de mujeres tratadas oagamiento para
establecer si variaban los niveles de fosfatasalimdc (FA), un
marcador de diferenciacién osteoblastica. De lam@res incluidas
en el estudio se tomaron un total de 25 mujerdadas y 20 no

tratadas para este tipo de estudio.

Las células MC3T3-E1 son una linea celular preeddéstica
procedente de raton. Estas células presentan urfalogba similar a

los fibroblastos y crecen en forma de monocapa.céadas MC3T3-
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E1, se cultivaron en frascos de 75°qi@range Scientific, Waterloo,
Bélgica) con media-MEM (Invitrogen) suplementado con un 10%
de suero bovino fetal (libre de hormonas mediarisoion de
carbono activo) y 1% de penicilina/estreptomicinacendiciones de
37°C y 5% de C®

Cuando las células estuvieron a una confluencial@é%, se
lavaron los frascos con tampon fosfato salino (PESigma)
atemperado y se trataron con 1 ml de tripsina bXitfbgen, Gibco)
para despegar las células de la superficie detdraras dejar actuar
la tripsina durante 2 o 3 minutos a 37°C, se recogilas células, se
hicieron nuevamente dos lavados con PBS y se fiaytr{700-1000
rpm 5 min). El precipitado de células obtenido ssuspendié en
medioa-MEM y se sembraron 150.000 células/ pocillo ercadade
24 pocillos (Orange Scientific). Cada muestra (bgs@ meses) se
sembro por duplicado. Al llegar al 90% de confluanse afadio a los
pocillos el suero (5% del volumen del pocillo) dajenes tratadas con
Remifemin (basal y 3 meses) o suero de mujeresatamiento (basal
y 3 meses). Ademas, a las células se les afadidwelio-MEM) o
inductores de la diferenciacion osteoblastigalicerofosfato §-GP)
10mM y &cido ascorbico 50 pg/ml).

El cultivo se mantuvo durante 12 dias, cambiandmilad del
medio cada tres dias y afiadiéndose también suesovemdculo ¢-
MEM) o suero ma$-GP y acido ascérbico. Tras este periodo de 12
dias, se descarto el sobrenadante de cada paseillayaron las células
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con PBS y se lisaron con Triton 0.1% seguido deicacion y
centrifugacion (5 minutos a 10.000 rpm, 4°C) paliaiear el
precipitado. A partir del extracto celular obtenigmr lisis y
sonicacion, se determind la actividad fosfatasaliala.

3.1.11. Determinacion de la actividad fosfatasa atna

La determinacion de la actividad FA se realiz0 iaate un kit
comercial (ALP Reagent, THERMO Electron Corporatidnstralia)
que utiliza como sustrato el 4-nitrofenilfosfat@a EA presente en la
muestra cataliza una reaccion de transfosforilacidal 4-
nitrofenilfosfato dando 4-nitrofenéxido, un compigesde color
amarillo que presenta absorbancia a 405 nm. Elemento de
absorbancia de este compuesto es proporcionaailedad FA en el
extracto celular. La reaccion se monitorizé a 37filiendo el
incremento de absorbancia del compuesto a 405 nmuren
espectrofotometro termostatizad@as determinaciones de la actividad
FA se hicieron por triplicado para cada muestrasylecturas de la
absorbancia se realizaron a intervalos de 5 mini@es) a 15 min)
para comprobar que el aumento de la absorbancipreparcional al
tiempa A partir del mismo extracto celular se determindién el
contenido en proteinas (LOWR®#t al. 1951). La actividad FA se

expresd como absorbancia a 405 nm (mOD/min/ug ipiejte
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3.1.12. Tasa de expresion de genes relacionados cde

diferenciacion y funcion osteoblastica

Para estudiar si el CRi (Remifemin) afectaba axjaresion de
genes relacionados con la diferenciacion y la fumasteoblastica, se
realizo un estudio piloto con cultivos de célula€313-E1 incubadas
con sueros de 10 mujeres tratadas y 5 sin tratar.genes escogidos
para el estudio fueron el gen de la fosfatasainkcéFA), el gen de la
osteocalcina (OC) y el gdRUNX2 (runt-related transcription factor
2).

Para estudiar el efecto de CRi sobre la expreséestbs genes, se
incubaron en placas de 6 pocillos (Orange Sciehtilulas MC3T3-
E1 (500.000 células/pocillo) con 150 pL de suersabg de 3 meses
de mujeres de ambos grupos (5% V/v), en presercmeadiioo-MEM
(3.150 pL). A los pocillos también se les afadiermuctores de la
diferenciacion osteoblasticg-GP y acido ascorbico). El medio se

cambié cada tres dias, reponiendo también los foteey el suero.

A los 10 dias se retiré el sobrenadante, se lavia®rélulas con
PBS y se afiadi6 1 ml de Trizol (Invitrogen) a ladulas para
homogenizarlas y proceder a la extraccion de ARMHAN se extrajo
por el método Trizol siguiendo las instruccioned &bricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Brevemente, selizéauna lisis
celular mediante el reactivo Trizol tras la cuamgdiante la adicion
de cloroformo, se consigue la separaciéon de la faggnica,
conteniendo proteinas y lipidos, de la fase acugga, contiene el
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ARN, quedandose el ADN en la interfase. A partilaléase acuosa,
se obtuvo el ARN mediante precipitacion con isoprap, se lavd con
etanol al 75% (en agua tratada con DEPC) vy, trearleeligeramente
al aire, se resuspendié en agua DEPC y se congdB®°C hasta su
uso. Una vez obtenido el ARN, se midié su absonbaan@60-280 nm
en un espectrofotometro y se sometio a electrakores gel de
agarosa para evaluar la calidad y cantidad de digiRN.
Seguidamente, se realizé la retrotranscripcion ARN (RT-PCR)
partiendo de 1 pg de muestra mediante el kit Th8ampt RT-PCR
System (Invitrogen). EI ADN complementario (ADNabtenido se
amplific6 mediante PCR semicuantitativa, usandml@®onucledtidos
correspondientes para cada gen a estudiar. Lasééprde cada gen se

comparo con la de un gen de expresion constit(@PDH).

Los oligonucledtidos utilizados para cada gen eatlod fueron:
GAPDH sentido 5-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3 y
antisentido 5’-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-33C sentido 5'-
CTC TCC TAC AAG AAC GGC AC-3' y antisentido 5-TCETA
GCC AGA AAT CGG TGG-3';RUNX2sentido 5-CCG CAC GAC
AAC CGC ACC AT-3' y antisentido 5-CGC TCC GGC CGBAA
ATC TC-3’; FA sentido 5-GGT GAA CGG GAA AAT GTC TC-3'y
antisentido 5’-CTG GAC CTC TCC CTT GAG TG-3..

Los productos obtenidos de la PCR se sometierdecr@oresis

en gel de agarosa y la intensidad de cada bantlzaséficO mediante
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el programa informatico Adobe Photoshop 7.0, usaladduncion

histograma.

3.1.13. Cultivo de células endoteliales para la pdoccion de

prostaciclinas

Para estudiar el efecto de la administracion del (B@mifemin)
sobre la produccion de prostaciclinas, se afiadéiosude mujeres
tratadas o sin tratar con Remifemin a cultivos élelas HUVEC. Se
trata de células procedentes de vena de cordéricahlbiumano. Las
células endoteliales se obtuvieron a partir de tmagprocedentes de
corddén umbilical humano por tratamiento mediantlagenasa tal y
como describe Jaffe y col (Jateal. 1973).

Las células se identificaron como endotelialesspomorfologia y
por la presencia, detectada mediante inmunohistdgaj del Factor
von Willebrand usando un anticuerpo especifico 283 Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) (Hermenegildet al. 2005; Oviedoet al.
2005; Monsalveet al. 2007).

Las células se cultivaron en frascos de 75 @range Scientific)
en un medio especifico para células endotelialesahas (EBM-2)
(Cambrex Science Walkersville MD) suplementado do6GM-2
(Cambrex Science Walkersville) en un incubador®C3n un 5% de
CO..
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Después de 4 pases, las células se sembraron eas pla 24
pocillos (100.000 células/pocillo) para la deteracidon de
prostaciclinas. Cuando se alcanzé una confluenela88-90%, se
cambi6 el medio EBM-2 por medio 199 1X sin rojode(GIBCO,
Invitrogen) suplementado con 20% de suero boviral fidbre de
hormonas (Invitrogen) (Hermenegil@o al. 2005; Oviedcet al. 2005;
Monsalveet al. 2007), EGM-2, acido piravico (1.1%) y antibiético
(Estreptomicina 1Q@g/ml) y se mantuvo durante 24 horas.
Seguidamente, se elimind el medio de cultivo ysdeeron 450 pL
de medio 199 1X sin rojo fenol y 50 puL de suergdeientes tratadas
con Remifemin (N=23) o de suero de pacientes atart(N=23) (10%
v/v) y se incubaron durante 24 horas. Para cadaogie tratamiento,
un pocillo fue usado para la muestra basal, otra fameses y otro
para 6 meses. Tras este periodo de tiempo, sé ebtaobrenadante y
se congeldé a -20°C hasta el ensayo de prostacclices células
adheridas en los pocillos, se lavaron con tampd8 PBe recogieron
con NaOH 0.5 N para la determinacion de proteimasepmétodo de
Lowry (LOWRY et al. 1951)

La cantidad de prostaciclina liberada en cada lposé estimo a
partir de su producto de hidrélisis 6-ceto-prosiagdina I, mediante
ELISA (Cayman Chemical). Cada medida se realizanylicado. La
produccion de prostaciclina fue expresada como engradstaciclina
por mg de proteina.
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Tanto otros investigadores como nosotros, hemospdado
previamente el efecto del almacenamiento de lassirase hasta 6
meses (Mikkolaet al. 1996; Garcia-Martinezet al. 2003). La
concentracién del suero y el tiempo de incubac&oimizaron en
nuestro laboratorio y se adecuaron para aseguearebhefecto del
suero en la produccion de prostaciclinas en laglaglendoteliales
fuera 6ptima. También se confirmé que la conceiftnade 6-ceto-
prostaglandina & en la dilucién 1/10 del suero no fuera detectable

para asi asegurar el origen endotelial de la prictitza.

Todas las muestras se analizaron individualmétdgea minimizar
la variacion analitica, las tres muestras procededé la misma mujer
(basal, tres y seis meses) se procesaron de igodd m al mismo

tiempo.

3.1.14. Eleccién de genes candidatos y selecciopriprizacion de
los polimorfismos de nucle6tido simple (SNPs)

En este trabajo de Tesis Doctoral se ha analizzdtg poblacion
de mujeres, la asociacion a DMO de polimorfismoslan genes
RUNX2 OCIL, CD40 y CD40L(Tabla 3.1.). Los motivos para esta
seleccion se dan en el epigrafe t@roduccién aunque muy
brevemente, Runx2 es un factor de transcripcioreaspo para
osteoblastos (Komoegt al. 1997b), OCIL es una lectina que inhibe la
osteoclastogénesis (Nakamugtaal. 2007) y que es expresada, entre
otros, por los osteoblastos, y CD40 y CD40L paressrclaves en la
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regulacion del metabolismo 0seo basal a travésa degulacion en la
expresion de OPG por las células B y de \(Hdr los células T
(Lopez-Granadost al.2007; Liet al. 2007).

Tabla 3.1. Genes y algunas caracteristicas dedosmorfismos estudiados

GEN SNP Cambio Posicion

rs6921145 G>A Exon 1, +198

RUNX2 rs11498192 17Ala/11Ala Exon 1
rs7771980 T>C Promotor P2, -1025

oCIL rs16914640 | C>G, Asnl9lLys Exoén 1
rs376402 C>G, Leu23Vvyl Exon 2

CD40 rs1883832 C>T Secuencia Kozak (exorn 1)
rs1126535 T>C Exon 1

CD40L rs3092923 T>C Intron 4
rs3092952 A>G 5UTR

3.1.14.1RUNX2 (Cbfal)

El genRUNX2 se localiza en la posicién p21 del cromosoma 6
abarcando 124.8 Kb de genoma. Contiene dos proesofBil y P2) y
siete exones, dando dos isoformas distintas, RUNX24, ambas
expresadas en osteoblastos y precursores ostéoddagtumanos
(Shui et al. 2003). Los polimorfismos se eligieron tras realinaa

busqueda en PubMed de polimorfismoResyNX2asociados a DMO.
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De este modo se selecciond un SNP (+198 G>A, r468R Jposicion
en el cromosoma: 45.498.489) en la zona de repeti® alaninas en
la region N-terminal (dominio poli-Ala) de la prate Runx2
(Vaughanet al. 2002; Vaugharet al. 2004b), y un SNP funcional (-
1025 T>C, rs7771980; posicibn en el cromosoma: 5267)
localizado en el promotor P2 (Doec&eal. 2006). Curiosamente, el
SNP G>A rs6921145 esta localizado dentro de otfimpdismo de
de longitud (rs11498192) con alelos normales delaiinas (17Ala)
y alelos delecionados de 11 alalinas (11Ala) erol@a de repeticion
de alaninas de la proteina Runx2 (Vaugétal. 2002; Vaughaet al.
2004a).

3.1.14.2 OCIL (Osteoclast inhibitory lectihn

El genOCIL, también llamado LLT1Lctin Like Transcriptl) y
cuyo nombre oficial es CLEC2DCftype lectin domain family 2,
member [), se encuentra situado en el cromosoma 12 hunesnia
region pl3, abarca alrededor de 27 Kb y contiee eseones. De
acuerdo con la base de datos de SNPs (N@Btional Center for
Biotechnology Information existian en el momento de la busqueda
147 SNPs en el ge@CIL y en las regiones cercanas. Entre ellos, hay
solo tres SNPs situados en la region traduciblegde| de los cuales
dos son SNPs no sindnimos. Para el resto, seilodese encuentran
en la region 3'-UTR pero sin una heterocigosidastadda, y muchos
de los otros SNPs estan situados en los 6 intrpmegiones cercanas

al gen. Finalmente, se seleccionaron los dos SNPSimONimMos
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situados en el exon 1 (C>G, Asnl9Lys, rs16914646n el exon 2
(C>G, Leu23Val, rs376402). Estos dos polimorfismase

seleccionaron principalmente por cumplir dos ratpss primero, se
trata de SNPs con cambios predecibles en la sdauéada proteina
Ocil y, segundo, por presentar una adecuada hejesidad (0.243
para Asnl9Lys SNP y 0.418 para Leu23Val en la miitade

estudio).

3.1.14.3CD40y CD40L

El genCD40 se localiza en el cromosoma 20 humano en posicion
gl2-q13.2. De acuerdo con la base de datos de SISB$ existian
117 SNPs en el momento de realizar la busquedatergen y en las
zonas adyacentes. Entre ellos, 8 polimorfismosnesitiiados en la
region traducible del gen, de los cuales 5 sonmanos, 9 se situan
en la zona 5-UTR o0 3-UTR, y el resto se encuanta intrones y
zonas cercanas al gen. Entre todos los polimorSsimacionales para
el genCD40solo se encontré uno que presentaba una hetesutago
apropiada para la poblacion caucasica. Este pdisnuw se localiza
en la region 5-UTR, concretamente en la posicibule la secuencia
consenso Kozak del gebD40. La secuencia consenso Kozak es una
secuencia corta de reconocimiento que facilita fanu inicial del
ARNmM a la subunidad pequefia del ribosoma (Kozak6)19Ba
secuencia consenso en la mayoria de los ARNmM et&sries
ACCAUGG, mientras que para el géb40es GECAUGG, siendo la

C subrayada la posicion en la que se encuentrdigiggéismo (C>T;
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rs1883832) y AUG el codon de inicio para la tradiccEste es un
SNP funcional ya que se ha descrito que las céRilderivadas de
individuos con genotipo TT presentan niveles menate proteina
CD40 como consecuencia de una menor eficienciaadratluccion
(Jacobsoret al. 2005).

El genCD40L se localiza en el cromosoma X humano en la region
26, y presenta 5 exones. De acuerdo con la basiatde de SNPs
(NCBI), en el momento del analisis habia 84 SNPslgenCD40Ly
zonas cercanas. Las herramientas que se utiliza@nidentificar el
namero de bloques haplotipicos y la potencial fumagiidad de los
polimorfismos  fueron las bases de datos PupaSuite
(http://pupasuite.bioinfo.cipf.¢s(Conde et al. 2006) y FastSNP
(http://fastsnp.ibms.sinica.edu.dw/ (Yuan et al. 2006)

respectivamente. El analisis mostré dos bloquesotipjzos (Figura
3.1) que cubrian aproximadamente desde la regiOi R’ del gen
hasta el intron 2 (bloquel) y desde el intrén 4aésregion 3'UTR
(bloque 2). Se buscaban SNPs que presentaran umaa bu
heterocigosidad y una frecuencia alélica para edbahinoritario en
caucasicos mayor del 5%, por ello se seleccion8NiAR A>G situado
en la regibn 5'UTR regién (rs3092952, posicion cosdmica
135726950) y un SNP sinénimo T>C localizado en xbne 1l
(rs1126535, posicion cromosomica 135730555) parblagjue 1 v,
para el bloque 2, el SNP T>C localizado en el mt46(rs3092923,
posicion cromosdémica 135741185). El programa FaBt&bsigno un

riesgo bajo-medio para el SNP sin6nimo rs112653%b yiesgo bajo
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para rs3092923 y rs3092952, aunque este Ultimo al@iahsido
asociado a niveles variables de proteina CD40Ll&snma (Malarstig
et al.2006).

ITLT 1 L 1 1 I I 1 1 1 1

~ - -] @ o .“ - -3 el w0 - ] -
BEEREEEREEERERERE
(4 2 2 2 2 g k3 8 2 2
T 8 g : 8 : % % & % % § %1 ¢%

Figura 3.1 Bloques haplotipicos encontrados erstldio del gen CD40L

3.1.15. Genotipado

Para establecer el genotipo de las participamesl| eestudio se
usaron, o bien PCR-RFLP para los polimorfismos 28695 (G>A,
+198) y rs11498192 (17Ala/11Ala) del ge&tlUNX2 o bien PCR
cuantitativa a tiempo real usando sondas TagMaa @laresto de los
SNPs.

El genotipado del polimorfismo para la delecion BEA1Ala
(rs11498192) y para el polimorfismo sinébnimo G>A6@21145) de

RUNX2 se realiz6 mediante PCR-RFLPs convencionalesdosah
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enzima de restriccioNIspALl (Vaugharet al. 2004c). Brevemente, el
ADN genomico se amplific6 mediante PCR (condiciortesmin a
94°C, 37 ciclos (25 seg a 94°C, 25seg a 55°C, 30s&f), 4 min a
72°) usando 10 ng de ADN gendmico en una mezclaedecion
conteniendo 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, 15 niWgCI2 y
0.001% de gelatina, 0.2 mM dNTPs, 0.4 U de Tagwperasa (Sigma)
y 2 UM de los siguientes oligonucleétidos espeasfie’-CCG GCA
AAA TGA GCG ACG-3'y 5'-GGG CGG TGT AGC CTC TTA CCT
T-3’ en un termociclador Thermal Cycler 2720 (ApgliBiosystems).
Los fragmentos obtenidos se visualizaron medialetetreforesis en
gel de agarosa al 3.5% y como resultado de la foggion se obtuvo
un fragmento de 336 pb para el alelo salvaje ()7Alan fragmento
de 318 pares de bases para el alelo con la delel@dd alaninas
(11Ala).

Los productos de PCR obtenidos se digirieron conUl@lel
enzima de restriccioMspALl (New England Biolabs, Ipswich, MA)
siguiendo las instrucciones del fabricante paralegel polimorfismo
rs6921145 (G>A). En el fragmento amplificado haysitio de corte
no polimérfico paraMspALl que rinde dos fragmentos de 180 y 156
pb. Si adicionalmente existe el sitio polimérfied,fragmento de 156
se divide en dos de 135 y 21 pb. Por dltimo, dbdléAla unicamente
da los fragmentos, de 180 y 156 pb, ya que el pitionorfico cae
dentro de la delecion (Figura 3.2.)
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—

"\ PCR convencional

336 /318 pb

1 1 MspAll

i Genotipos: GG, GA, AA, del/G, del/A, del/del .
Figura 3.2. Esquema de |0s genotipos obtenidos [mara

polimorfismos rs6921145 (G>A, +198) y rs11498192
(17Ala/11Ala) del gen RUNX2 mediante digestion
enzimética.

Por consiguiente se pueden encontrar en estensigiegenotipos
distintos: homocigotos para el alelo 17Ala (paraétecion) + GG o
GA o0 AA (para el SNP G>A), heterocigotos para elall7Ala/11Ala
y G- 0o A- (11Ala ha perdido la secuencia diana pdspALl), u
homocigotos 11Ala/11Ala. Todos los productos oldesi de la
digestion conMspAll se separaron electroforéticamente en geles de
agarosa al 3.5%, se tifieron con bromuro de etidie yisualizaron y
fotografiaron en un transiluminador de luz ultrdeia.
Aproximadamente, entre el 0.1-3.0% de los genotifosron
ambiguos y las muestras fueron analizadas de nuevo.

El genotipado de los restantes SNPs estudiados| gmesente
trabajo se llevdé a cabo mediante discriminacidticaléutilizando la

metodologia de las sondas TagMan (Genotyping Assagplied
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Biosystems) en PCRs a tiempo real. Para ello $edutl sistema
7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosysde
siguiendo el protocolo facilitado por el fabrica(f®nedaet al. 2008a,;
Pinedaet al.2008b).

La ventaja de la PCR cuantitativa es la posihkilida detectar en
tiempo real la amplificacion de nuestra secuence idteres.
Brevemente, la metodologia de las sondas TagMarhasa en la
utilizacién de un oligonucleétido de ADN (sonda)rgaementario a
una parte intermedia de la secuencia que querempifiaar. Esta
sonda lleva adherida en su extremo 5 una molé&tudaescente,
llamada feporter’ o fluoréforo donador, y otra molécula en el
extremo 3 llamada duenchet o molécula aceptora. Mientras la
estructura de la sonda esté intacta, gUehcher inhibira la
fluorescencia del reporter’. Este proceso conocido como FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfée este modo, sélo
cuando la sonda, perfectamente apareada a su dmdasplazada de
su sitio por accion de la ADN polimerasa, la moladluorescente, o
“reporter”, se libera de la accion dejdenchet y emite fluorescencia
al ser iluminada con un laser (Figura 3.3.). Lantifiaacion de la
fluorescencia emitida durante cada ciclo de la B&R proporcional a

la cantidad de ADN que se esta amplificando.
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Figura 3.3. Esquema de la rdetogia sondas TagMan

En el caso de la discriminacion alélica, se #ilizdos sondas
diferentes marcada cada una con un fluoréforo mdgstpara poder
diferenciar los dos alelos del polimorfismo (FigGr4.).

Para el genotipado de los polimorfismos estudiachesliante
sondas TagMan, se amplificaron 20 ng de ADN gendreit placas
de 96 pocillos en presencia de sondas TagMan 1XagM&n
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 1X.dBalisis de la
discriminacion alélica se realiz6 mediante el paog del
termociclador 7900 HT. La reproducibilidad del gieséue estimada
por el regenotipado del 7% de las muestras en péta y fue
siempre mayor del 99%. Aproximadamente el 0.5 %odgeaenotipos
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fueron ambiguos, principalmente debido a baja dmoadion, por lo

que las muestras fueron regenotipadas.

Merker: [ =l Cal: [Undetermn. 2] K 2| e | &
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Figura 3.4. Resultado de un ensayo de discrimimacélica mediante
sondas TagMan. Se obtienen diferentes fluoresceipeiea cada uno de los
genotipos.
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3.1.16. Secuenciacion de variantes raras en el dona
polyQ/polyA de RUNX2

Las muestras que presentaron un patrén de banfiasnté al
esperado, segun la secuencia del gen (Vaughah 2002; Vaughan
et al. 2004c), fueron sometidas a secuenciacion. Paraelsepararon
las bandas amplificadas mediante geles de pobacida al 12%, se
recortaron las dos bandas y se dejaron eluir paginee del gel de
acrilamida en TBE durante una noche. Ambos fragoseritieron
reamplificados usando los mismos oligonucledtidoseyobtuvieron
amplificaciones esencialmente puras en cada urlasdeandas. Los
productos de PCR fueron preparados para secueaitid@s ser
purificados mediante resinas de exclusion molec8kgphadex G-50
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Lacdiéa de
secuenciacion se realiz6 utilizando 0.3 pL de naedel secuenciacion
(BigDye, version 3.1; Applied Biosystems), 6 pmolede
oligonucledtidos, 0.6 pl de tampdén de secuenciaskn3% DMSO y
2 ul de producto de PCR en un volumen final de. %.@d condiciones
fueron las siguientes: un paso de desnaturalizaiiml a 96°C
durante 10 minutos seguido de 40 ciclos a 96°C, 82%C 4 minutos,
y un paso final de 72°C 15 minutos. El productséeuenciacion fue
purificado usando Sephadex G-50 y secado a 95°@htud5 min. El
ADN seco, fue resuspendido en 5 pl de Hi-Di™ FormdantApplied
Biosystems). A continuacién los fragmentos se aasin
electroforéticamente usando el sistema DNA Anal@#30 (Applied

Biosystems).
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3.2 ESTUDIO EN MODELO ANIMAL
3.2.1. Ratones

En este trabajo se usaron ratones hembra de &aaC&pBL/6 de
10-12 semanas de edad (Charles River LaboratoBasgelona,
Espafna). Tras la llegada, los ratones se mantuviah@dedor de
cuatro dias bajo condiciones adecuadas para suaaation en las
instalaciones del estabulario de la Unidad Cemlealnvestigacion de
la Facultad de Medicina de Valencia. Los anima&shantuvieron a
21°C con ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horaerylibre acceso a
agua y comida de ratén de laboratorio con una csemjgn de 0.88%
de calcio, 0.59% de fésforo y 900 Ul/Kg de vitamda (Panlab SL,
Barcelona, Espafa). Todos los procedimientos pdvemestar de los

animales fueron revisados y aprobados por el castiité.

3.2.2. Ovariectomia

En este trabajo se utiliz6 el ratbn sometido aiegtomia bilateral
(OVX) como modelo animal de pérdida 0sea acele(@dacia-Pérez
et al. 2006a; Garcia-Péreet al. 2006b; Canoet al. 2008a). Este
procedimiento quirdrgico fue realizado por la vieigra titular de la
Unidad Central de Investigacion de la Facultad dediklna de
Valencia usando técnicas estandar. Los ratonesorfueperados
dorsalmente para la eliminacion del tejido ovarlwajo anestesia
general, utilizando 150 mg/Kg de Ketamina (Meralon, Francia) y
5 mg/Kg de acepromazina (Calmo Neosan, Pfizer, N&f). este

trabajo siempre se usaron como controles ratomsmniante operados
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(SHAM) a los que se les hacia la incision, se rdmos tejido
ovarico, pero no se les extraia, con el fin de lagual maximo las
condiciones de manipulacion entre estos ratones ydrdaderamente

ovariectomizados.

3.2.3. Administracion de tratamientos

En este trabajo de Tesis Doctoral se propuso amadizefecto de
la administracion de agonistas del receptor dedgstros como el
estradiol, el raloxifeno y la genisteina, sobresistema inmune, el
metabolismo 6seo y la microestuctura 6sea en ekloaghimal de
pérdida 6sea acelerada como es el raton OVX (GBeviezet al.
2006a; Garcia-Péregt al. 2006b; Cancet al. 2008a). Para ello, se
dividieron los ratones en 5 grupos: ratones SHAMIs@dmente
operados, N = 6), ratones ovariectomizados siarignto (OVX, N
= 6) y ratones ovariectomizados tratados coprdstradiol (E2, N =
8), raloxifeno (RAL, N = 8) o genisteina (GEN, N8}. Todos los
compuestos se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chem{&l Louis,
MO). A los ratones del grupo SHAM y OVX se les iotgon
subcutaneamente 100 pl de vehiculo (10% DMSO, 96étteade
sésamo; Sigma) 5 veces a la semana. Al resto dgripos se les
inyectd 1B-estradiol (0.lug/raton/dia = 5 pg/Kg/dia), raloxifeno (20
ug/ratén/dia = 1 mg/Kg/dia) o genisteina (0.5 mghatia = 25
mg/Kg/dia) disueltos en vehiculo a partir del tercBa de la
intervencion. Las dosis administradas equivalersisdequipotentes

de acuerdo con la capacidad estrogénica de cadestgatilizado y
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se seleccionaron en base a las dosis usadas fremeste en la
literatura (Blacket al. 1994a; Ishimiet al. 1999; Cenciet al. 2000;
Erlandssoret al. 2002b; Moddeet al. 2004b).

Los ratones se sacrificaron 4 semanas despuéabée iniciado el
tratamiento mediante puncion intracardiaca bajostas@ con
halotano (Fluothano; Zeneca, Macclesfield, Reinaddy y se les
extrajo asépticamente sangre, el bazo, el utetdgmir. El Utero fue
pesado para confirmar el éxito de la ovariectomial efecto del
tratamiento. El bazo y el fémur se procesaron inataéchente. La
sangre se proceso y se separ6 el suero, que fgeladn a —80°C

hasta su andlisis.

3.2.4. Obtencion de los tejidos y cultivos celulase

En este trabajo se aislaron rutinariamente céldadazo y de
médula 6sea de los ratones en condiciones los séfsiGas posibles
trabajando, en la medida de lo posible en campanidupb laminar.
Para obtener las células de bazo, una vez obteglidorgano se
depositaba en placas petri de 3 cm en medio PESdgsintegraba el
bazo suavemente con la ayuda de un bisturi. Latasélle la médula
Osea se aislaron del fémur derecho de los animalediante
centrifugacion (Cencet al. 2000). Brevemente, tras retirar el tejido
blando adherido al hueso, se cortaron los extredebsfémur con
bisturi y se introdujo en un tubo de centrifug@&miistle 0.6 ml con la
base perforada y, todo ello, se introdujo a sudextro de otro tubo

de centrifuga estéril de 1.5 ml. Las células denkdula 6sea se
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extrajeron del fémur mediante centrifugacion dwdntnin a 10000 x
g a 4°C en una microcentrifuga refrigerada Eppendaotielo 5415R,
Hamburgo, Alemania) y se resuspendieron inmediattaren tampon
PBS frio. Los hematies del bazo y de la médula $sdi@aron en una
solucion de NECI 150 mM, KHCQ 10 mM, y EDTA 0.1 mM a pH
7.4 y se lavaron dos veces con PBS mediante agyadion. Una
alicuota de las células se utilizd para obtener ARNI resto, para
determinar las subpoblaciones celulares mediatimetria y para los

ensayos de proliferacion celular en respuesta@geniios.

3.2.5. Parametros séricos

En el suero de los animales se determinaron disersrcadores
de metabolismo 0seo. Asi, el calcio sérico se mmgaliante un kit
comercial (Calcium, Sigma Diagnostics, St. LouiD)\asado en la
reaccion con la o-cresolftaleina. Al reaccionas s metabolitos
forman un complejo que adquiere un color rojo aXH12 y que
presenta absorbancia a 575 nm. La intensidad ¢l @esta longitud
de onda, sera directamente proporcional a la ctwamedn de calcio
en la muestra.

La fosfatasa alcalina total se midi6 mediante &itocomercial
(ALP, Sigma, St. Louis, MO). Brevemente, esta deieacion se basa
en la hidrolisis en medio alcalino del p-nitroferfidsfato por la
fosfatasa alcalina. Como producto de la reaccionfasena p-
nitrofenol, ademas de fosfato inorganico, el cuaésenta una

absorbancia maxima a 405 nm. El aumento de la ladisoia a esa
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longitud de onda serd directamente proporcionalaaadtividad
fosfatasa alcalina en la muestra.

La piridolina sérica total (PYD) se determindé naede un
inmunoensayo enzimético competitivo (PYD EIA Kit, ui@el
Corporation, San Diego, CA, USA) siguiendo las runstiones del
fabricante. Brevemente, la piridolina presente @&mbestra compite
con la piridolina inmovilizada en la placa de emspgr la union a los
anticuerpos policlonales anti-PYD presentes enadim La union a
estos anticuerpos se detectara mediante otro argizonjugado con
el enzima fosfatasa alcalina que hidrolizara alrates p-nitrofenil
fosfato. Como producto de la reaccion se formatgfenol el cual
presenta una absorbancia maxima a 405 nm. El aomdat
absorbancia a esa longitud de onda sera inversarpenporcional a
la cantidad de piridolina existente en la muestra.

Los niveles séricos de IL-6, IFN-y IL-2, se determinaron
mediante ELISA (Diaclone, Besancgon, Francia).

La actividad enzimatica de la fosfatasa acidadtrtresistente
(TRAP), se determind mediante ensayo coloriméteisamicroplaca.
En este ensayo, se utilipdnitrofenil fosfato (10 mM) como sustrato
en tampon acetato sédico 100 mM a pH 5.0, targattico 20 mM y
0.1% (v/v) Tritdn X-100. Las muestras de suero|{BGe afadieron a
250 ul del sustrato y se incubaron a 37°C durante 60 bairreaccion
se pardé mediante la adicion de [fI5de NaOH 0.5 M, y se midi6 la
absorbancia a 405 nm en un espectrofotometro dmaléBio-Rad
modelo 550, Richmond, CA, USA).
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3.2.6. Proliferacion celular y analisis de viabilidd

La proliferacion y la viabilidad celular se evaioia mediante
ensayo colorimétrico de XTT (Roche Diagnostics Gmbtdnnheim,
Alemania). basado en la transformacién de sale®tdgzolio (XTT)
en una sal soluble de formazan por deshidrogemaisasondriales de
mitocondrias intactas. La cantidad de sales de dpém producida
durante el ensayo, que se evalla mediante detandinale la
absorbancia a 450 nm, esta relacionada con el widesrcélulas el
namero de células metabolicamente activas dentr@uivo. Para
este ensayo, se sembraron en placas de 96 pq€iasge Scientific,
Braine-I'Alleud, Bélgica) células de bazo (2 x° télulas/100ul) o
células de médula ésea (5 x* M#lulas/100u) en RPMI-1640 oo-
MEM, respectivamente, suplementado con glutaminébiaticos y
10% de suero bovino fetal (SBF), en condicioneSWE y 5% CO2
durante tres dias. Los estimulos utilizados (Tdb26 del apartado
Resultados fueron afadidos por triplicado. Tras la incubacise
afadieron 5Qul de sustrato XTT a cada pocillo y se incub6 en las
mismas condiciones indicadas anteriormente. Larbbroia se midio
a 450 nm mediante espectrofotometro de placas. daiss de
proliferacion reflejados representan el cocientgeela proliferacion
en presencia de cada estimulo (por triplicado) prédiferacion de las
mismas células incubadas con vehiculo (RPMMEM, etanol o
dimetilsulfoxido (DMSO).
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3.2.7. Subpoblaciones celulares en bazo y médulaeasmediante
citometria de flujo

Las células se marcaron con anticuerpos monoclargleCD3,
CD4, CD28, CD11l, CD4 y CD19 siguiendo las diluceng
condiciones indicadas por el fabricante. Las céldie bazo y médula
6sea (1 x 19 se incubaron durante 30 minutos en hielo con los
anticuerpos correspondientes y después se lavaesugpendieron en
PBS conteniendo 1% de BSA y 0.1% de azida sddias.skefales no
especificas se estimaron por incubacion de IgGtéeconjugada con
FITC y PE como controles. Las células marcadasakzaron con el
sistema de citometria de flujo EPICS-XL (Beckmanul@r). Los
datos se expresaron como porcentaje de célulasivpssy como

células totales por fémur o bazo.

3.2.8. Extracciéon de ARN y RT-PCRs semicuantitativa

La extraccion de ARN total de células de médukadsde bazo se
realizd utilizando el meétodo Trizol (Invitrogen) gesiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se réaliza lisis celular
mediante el reactivo Trizol tras la cual, y medtatd adiciéon de
cloroformo, se consigue la separacién de la fagénica conteniendo
proteinas y lipidos, de la fase acuosa que contieneARN,
quedandose el ADN en la interfase. A partir dedsefacuosa, se
obtuvo el ARN mediante precipitacion con isopropase lavé con
etanol al 75% (en agua tratada con DEPC), y trearleeligeramente

al aire, se resuspendio en agua DEPC y se congeb®°C hasta su
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uso. La integridad del ARN se comprobé medianteted®oresis en
geles de agarosa y se midio su concentracion porebmetria.

Tras la obtencion del ARN, se realiz0 una reaccide
retrotranscripcion (RT-PCR) partiendo de un micangp de ARN
total por medio de un kit de sintesis de ADN com@etario (ADNCc)
(ThermoScript RT-PCR System, Invitrogen, Carlsba@dy, USA)
(volumen final de reaccién 2QL). EI ADN complementario de
cadena simple obtenido, se amplific6 mediante daaién en cadena
de la polimerasa (PCR) semicuantitativa, usandcergdima Taq
polimerasa (Sigma) y los oligonucledtidos corresjiemies para cada
gen a estudiar (Tabla 3.2.). Para asegurarnosalédas las muestras
presentaban la misma cantidad de ADNc y para posizar la
semicuantificacion de los productos de PCR, lasstnage de ARN
retrotranscritas también se amplificaron con olighdedtidos
especificos para un gen de expresion constitutiGPDH
(gliceraldehido 3’-fosfato deshidrogenasa). Las Idioaciones se
realizaron en termocicladores GeneAmp 9600 (Pdtkimer,
Norwald, CT, USA), utilizando ciclos de temperatdeacuerdo a la
longitud y temperatura de fusion de los oligonuiitexs. EI nUmero
de ciclos para cada par de oligonucledtidos sélesia de la curva
lineal de amplificacién obtenida en los primeropaxmentos. Para
cada reaccion de PCR, algunas muestras se somedicr®-15 ciclos
de amplificacion extra para asegurar la semicueation. Los
productos amplificados de la PCR se separaron les de agarosa al

2% mediante electroforesis, se tifieron con brondeocetidio y se

134



alkdriales y Métodos

visualizaron mediante un transiluminador de luzranibleta. La
intensidad del bromuro de etidio que presentabaa daahda al
ultravioleta, se cuantificé utilizando la funciénistograma del
programa informatico Adobe PhotoShop version 7.0offe Systems
Inc, San Jose, CA, USA) en imagenes en escala idesgy se
normalizo respecto al gen GAPDH (Garcia-Péteal. 2006a; Garcia-
Pérezet al. 2006b).

Tabla 3.2. Secuencia de los oligonucledtidos usafdasa cada gen
estudiado.

GEN Oligonucledtidos
GAPDH Sentido _ 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
Antisentido] 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3
CD25 Sentido _ 5-CTCTCCTACAAGAACGGCAC-3
Antisentido] 5-TCACTAGCCAGAAATCGGTGG-3’
RUNX2 Sentido _ 5-CCGCACGACAACCGCACCAT-3’
Antisentido] 5-CGCTCCGGCCCACAAATCTC-3’
OPG Sentido _ 5'-GCTGAGTGTTTTGGTGGACA-3'
Antisentido] 5-GCTCGATTTGCAGGTCTTTC-3’
Catepsina K Sentido_ 5-CTTGTGGACTGTGTGACT-3'
Antisentido] 5-ACACTGCATGGTTCACA-3’
Osteocalcin Sentido_ 5-AAGCAGGAGGGCAATAAGGT-3
Antisentido] 5-AGCTGCTGTGACATCCATAC-3’
RankL Sentido _ 5'-CATTTGCACACCTCACCATC-3
Antisentido] 5-AAGGGTTGGACACCTGAATG-3’
TRAP Seqtido _ 5-ACTTCCCCAGCCCTTACTACC-3’
Antisentido] 5-TCAGCACATAGCCCACACCG-3
IEN-y Sentido _ 5-TCTTGGCTTTGCAGCTCTTCC-3
Antisentido] 5-CGAATCAGCAGCGACTCCTTTTC-3
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3.2.9. Analisis de la microarquitectura trabeculary cortical en 3D
mediante microtomografia computerizada @-TC)

En este trabajo de Tesis Doctoral se plante6 zamaél efecto
comparativo de la administracién de compuestosistgsdel receptor
de estroégenos sobre la microestructura del huabedular y cortical y
sobre la DMO volumétrica en el modelo animal dedjpier 6sea
acelerada como es el raton sometido a ovariectoitageral (OVX)
(Canoet al. 2008b). Para ello, tratamos durante 4 semanagaesa
pertenecientes a 5 grupos distintos: ratones O¥ones SHAM, y
ratones OVX que recibieron estradiol (E2), raloxdfe(RAL) o
genisteina (GEN) (véase epigrafe 3.2.3).

Una vez finalizada la administracion de los dissncompuestos,
se obtuvieron los fémures a los que se les elirbejo una lupa el
tejido blando adherido mediante un bisturi, y atiooiacion se les
depositdé en una solucién de formaldehido para stioey posterior
analisis que fue realizado por los Drs. Caeiro yiBaen Ourense
(Trabeculae S.A.). A partir de los fémures de latones, y sin
tratamientos adicionales de las muestras, se petdnalisis de la
region distal de los fémures mediante microtomdgredmputerizada
(u-TC) usando el aparato SkyScan 1172 (Kontich, Ba)gi Los
huesos fueron escaneados mediante rayos X (50 kltige y 200
pA de corriente y filtro de aluminio de 0.5-mm). tatacion angular
del escaneado fue de 185°, y el incremento andel&45°. Los datos
obtenidos fueron reconstruidos usando el algoritfReldkamp

modificado (Feldkampet al. 1984), y se segmentaron en imagenes
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binarias (imagenes 8-bit BMP) usando un limite ll@ziaptado. Para
analizar las propiedades microestructurales taetdideso trabecular
como del hueso cortical, las muestras de fémumofuevaluadas de
acuerdo a la regién de interés establecida (R@lelEaso de la zona
de hueso trabecular, el ROI seleccionado empezabd enm de la
placa de crecimiento extendiéndose longitudinalméaista 2.70 mm
en direccion proximal (202 cortes de imagenes zaddis, hueso
cortical excluido). Para la region de hueso cditical ROI
seleccionado abarcaba una distancia proximal d238emm hasta 3.4
mm partiendo desde la placa de crecimiento (10geémas analizadas)
(Figura 3.5.).

Figura 3.5. Zonas del fémur (ROI) utilizadas par& analisis de la
propiedades microestructurales de hueso trabec@lagion A) y cortical
(regién B).
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Tanto las regiones de hueso trabecular como ¢asnes de hueso
cortical fueron analizadas utilizando el prograroanercial facilitado
por el sistema (Sky-Scan™ CT-analyzer softwaresigarl.6.0). Los
indices morfométricos de la region de hueso trdbecise
determinaron a partir de los datos microtomogréfiaabtenidos
usando microtomografia 3D directa.

El volumen total ocupado por el ROl (TV, mny el volumen de
hueso trabecular (BV; minse calcularon basandose en algoritmos
habituales lfexahedral marching cubes volume mgeara el analisis
del ROI (Muller & Ruegsegger 1995). El volumen de$o trabecular
(BVITV; %) fue calculado directamente. El grosabtecular (Tb.Th;
mm), la separacion trabecular (Tb.Sp; mm), y el enande trabéculas
(Tb.N; 1/mm) se midieron directamente en imagenBs u3ando
meétodos descritos previamente (Hildebrand & Ruegmed997a;
Ulrich et al. 1999). Las medidas del grosor trabecular se eraliz
previo calibrado, mediante escaneado y analisisrete [aminas de
aluminio con grosores de 50, 125 y 260. Los indices no numéricos
como el indice de modelo estructural (SMI) y elidacle patrén de
hueso trabecular (Tb.Pf; 1/mm) se calcularon tamhiéando el
modelo 3D directo. El pardmetro SMI indica la ptenaia relativa de
trabéculas en forma de plato o en forma de tubonanestructura 3D
(Hildebrand & Ruegsegger 1997b). El grado de aropid DA es una
medida de la simetria del objeto, o de la presémgancia de
estructuras alineadas en una determinada direcp@m lo que

representa la isotropia trabecular, y se defineoclanproporcion entre
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el radio maximo y minimo de la longitud media deioepcion (LMI)
(Harrigan & Mann 1984). El factor de patron tradacTb.Pf; 1/mm)
es un indice de conectividad inverso, es decimtouemas alto es el
valor de Th.Pf menos conectadas estan las tralsédba tanto, mide
la conectividad relativa o concavidad de la superfiosea total
basandose en el principio de que la concavidadadeslperficies
trabeculares implica conectividad, mientras quedavexidad indica
estructuras desconectadas y aisladas (ldahh1992).

Las variables morfométricas de la region de huemtical se
calcularon mediante imagenes de secciones traadeenndividuales
obtenidas en 2D. Las variables que se evaluaraworfugl perimetro
cortical periostio (Ct.Pe.Pm; mm), el perimetro ticaf endostio
(Ct.En.Pm; mm), la media del momento polar de iaefie!MI; mm*)
que es un indice basico de resistencia mecanica ingiea la
resistencia a la rotacion de una seccion trandvessaun eje
determinado (asumiendo propiedades biomecanicaserialas
uniformes), el grosor de la seccion transversalTigsnm) y el area
de hueso media de las secciones transversales;(BAr2). El

coeficiente de variacién para todas estas medigas5%.

3.2.10. Determinacion de la densidad mineral 6seaolumétrica
(vBMD) mediante imagenes de micro-TC.

La densidad mineral 6sea volumétrica trabeculattjoced y total
(vBMDtrab, vBMDc y vBMDt, respectivamente) se eslimmediante
micro-TC. La vBMDc y la vBMDtrab se calcularon segal VOI,
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anteriormente descrito, para la region cortical mabecular,
respectivamente. La vBMDt se calculé en la regidabdcular
anteriormente descrita (hueso cortical incluido)l Escaner
tomogréfico fue realizad@x vivo sobre los fémures como se ha
comentado en el epigrafe anterior. Cada pixel deinlagen
reconstruida (imagenes 8-bit BMP) tiene un colarnovalor de gris
entre 0 y 255. Los valores de gris iguales a 22%0ofu considerados
como blanco (espacio vacio), mientras que valoeegrid iguales a 0
se consideraron como negro (parte densa de la mpdgara expresar
los valores de gris obtenidos como el contenidaenain se emplearon
tubos fantasma de hidroxiapatita de 2 mm de dianstmergidos en
agua pura con una vVBMD concreta (0.25 ¢/grd.75 g/cr).

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

La distribucion de las variables se analiz6 madiagl test de
Kolmogorov-Smirnov. La comparacion de medias pasmdatos que
presentaban una distribucion normal, se realizlizaido modelos
anidados de efectos fijos y efectos mezclados deOWA vy
ANCOVA. Si mediante estos tests se obtenian difgasn
significativas, se aplicaba el test de Dunnetti@gremas iguales) o el
test T3 de Dunnett (varianzas desiguales). Eldedtevene se empled
para establecer la homogeneidad de las varianzas. variables
continuas que no mostraron una distribucion norsgalanalizaron
mediante tests no paramétricos (Kruskal-Wallisammétricos previa

transformacion logaritmica. Mediante el andlisis ldecovarianza
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(ANCOVA) y analisis de regresion se examinaron las difeasre la
DMO total o del parametr@-score corrigiendo por edagegun el
genotipo, tras ajustar por variables de confusida fgeron, segun el
estudio realizado, afios desde la menopausia, IMGtus de la
menopausia (pre-perimenopausia, posmenopausia)y tismpo de
uso de THS, consumo de tabaco y tipo de densitonssgun el
trabajo. Para comparaciones multiples se aplidéstlde Bonferroni.
El riesgo relativo (con intervalos de confianza @&%) ajustado por
las variables de confusion, fue calculado por amsalde regresion
logistica para estimar el riesgo relativo de sufrsteopenia u
osteoporosis (T-score-1). Para comprobar la homogeneidad de la
poblacién de estudio, se analizé las frecuencigas y la existencia
del equilibrio Hardy-Weinberg mediante el prograrhiaploview 3.2
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview(Barrettet al. 2005), y la

construccion de haplotipos se realiz6 mediante FHAS (Stephens
et al. 2001; Stephens & Scheet 2005). El modelo de hexenc
(codominante, dominante, sobredominante y recesss)analizé
mediante el programa SNPStats

(http://bioinfo.iconcologia.net/index.php?modulepStaty (Sole et

al. 2006). La estructura de la poblacion se examind mediahte e
programaSTRUCTURE v2.2 (Pritchardt al. 2000). Cada analisis se
realizd sin una previa asignacion de la poblaciée yealizé al menos
cinco veces obteniendo resultados similares usa@da00 replicas.
La estimacion del nUmero correcto de poblacion@ssgKbaso en la

inspeccion visual de las respectivas probabilidgdes la distribucion
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de las poblaciones entre los grupos deducidos. Pasduar la

interaccion entre gene€D40-CD40L), se utiliz6 ANOVA de dos
factores.El tamafio muestral y el poder de estimacion seuavah

mediante el programa WANTO (http://www.hydra.usc.edu/GxE/)
(Gauderman 2002). Los valores mostrados en el texto las tablas
se presentan como media + desviacion estandam senindica lo
contrario.El nivel de significacion fue P < 0.05. El andlisitadistico
se realizarA mediante el Paquete Estadistico pemaci@s Sociales
(SPSS).
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4.1 ESTUDIOS EN HUMANOS
4.1.1. Descripcion de la poblacion de mujeres pacipantes en los
estudios

Las caracteristicas clinicas, antropométricas y estado
menopausico (pre-peri/posmenopausica) de la pdinlaestudiada
(media + DE) aparecen en la Tabla 4.1. Como pugdecerse, la
poblacién de estudio estd compuesta mayoritari@ndat mujeres
posmenopausicas con unos ADM de 6.0, lo cual indjua se
encuentran en una menopausia reciente. En la padblaay un 26.8
% de mujeres con menopausia quirdrgica (ver e@gigliente).

En la Tabla 4.2 aparecen los valores medios oliengéra los
distintos parametros bioquimicos analizados, irehap marcadores
de remodelado 6sea como CTx y FA, hormonas (PTtiadksl y
FSH) y niveles de 25-OH-vitamina-D3 y de OPG.

Tabla 4.1. Datos clinicos y antropométricos y estadenopéusico de
nuestra poblacion global (N = 811).

Media + DE
Edad (afos) 52.8+6.5
Adm (afios) 6.0+ 6.4
Peso (kg) 66.2 +10.9
Altura (cm) 157.7 £ 6.2
IMC (kg/m ) 26.7+4.3
Gestaciones 22+1.4
Partos 19+1.1
Consumo tabaco 26.5%
Edad menopausia 46.4 £5.9
Edad menarquia 12.7+1.6
Menopausia quirdrgica 26.8 %
Consumo THS previa 34.1 %
Estado posmenopausico 88 %
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Tabla 4.2. Valores medios de los parametros bioguisnanalizados.

N Media + DE
Estradiol (pg/ml) 768 16.5+15.0
FSH (Ul/ml) 743 76.3 £ 34.0
PTH (pg/ml) 350 452 +14.3
CTx (ng/ml) 602 0.42 +£0.19
Calcio (mg/dl) 756 96+04
Fosforo (mg/dl) 756 3.6+£05
FA total (U/L) 670 170.1 + 40.7
25(0OH)D3 (ng/ml) 350 25.6 £9.9
OPG (pg/ml) 350 95.5+42.6

En la Tabla 4.3 aparecen

los valores medios de

determinaciones densitométricas (DMO estandarizBd&Qe) para

cuello femoral y columna lumbar (incluyendo los Zyscores) para

las mujeres de nuestra poblacion.

Tabla 4.3. Valores de DMOe para cuello femoral yuoma lumbar junto

con los T-y Z-scores.

N Media + DE

Cuello Femoral

DMOe 693 0.798 £ 0.110
T-score -0.935 £0.953
Z-score -0.123 £ 0.909
Columna Lumbar

DMOe 719 0.997 + 0.147
T-score -1.118 £+1.372
Z-score -0.250 +1.214
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Como se puede observar, las mujeres del grupo teli@s
presentan una ligera osteopenia (segun definiciénlad OMS)
Gnicamente en columna lumbar pero no en cuello faimoomo
indican los valores de T-score que aparecen eraldaT4.3. Estos
valores estan de acuerdo para mujeres en esta dgapa vida. Al
separar a las mujeres en pre/peri y posmenopausistss valores
cambiaron radicalmente como era de esperar y lageresu
posmenopausicas mostraron peores parametros 6seEpPHMO asi

como para los T- y Z-scores (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Comparacion de los valores de DMOe pewallo femoral y
columna Ilumbar junto con los T- y Z-scores entres lmujeres
posmenopausicas y peri/premenopausicas.

Estado menopausico

Pre/peri Post P

Cuello Femoral

DMOe 0.856 + 0.103 0.790 £ 0.109 < 0.0001
T-scores -0.394 + 0.913 -1.014 £0.933 < 0.0001
Z-score 0.193 +0.916 -0.170+0.899 < 0.0001
Columna Lumbar

DMOe 1.078 £ 0.150 0.985 + 0.143 < 0.0001
T-scores -0.372 +1.353 -1.236 £1.339 < 0.0001
Z-score 0.224 + 1.258 -0.326 £1.190 < 0.0001

4.1.2. Efecto del tipo de menopausia
Para el analisis de la asociacién de los distipmgnorfismos
genéticos a DMO, como parametro indicativo de ladad 6sea, se
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incluyeron tanto mujeres con menopausia naturalocomjeres con
menopausia quirargica. Efectivamente, la poblacols mujeres
posmenopausicas estd compuesta por mas de un 28el¥hujeres
con menopausia quirdrgica y un 71.9% de mujeresncenopausia
natural, con lo que, atendiendo al diferente comapaiento respecto a
la retirada de la proteccion estrogénica de cadaderellas, una de las
primeras preguntas que surgid fue si podiamos iestasl
conjuntamente o por el contrario este distinto contgmiento podia
afectar al hueso de forma diferencial. La Tabla dhdestra que,
aungque las mujeres sometidas a ovariectomia lalateon
significativamente mas jévenes, no hubo diferena@mificativas
respecto a la DMOe de cuello femoral (CF) ni deucwia lumbar
(CL), probablemente debido al mayor ADM que mosmailas
mujeres sometidas a ovariectomia bilateral hastediézacion de una
DXA.

Tampoco hubo diferencias significativas respectpasametros
tales como el IMC, y niveles de estradiol, FSH, CFA, y fésforo.
No obstante se encontré una diferencia signifieatespecto al valor
de calcio total, mostrando las mujeres con menagaLlguirdrgica
niveles mas alto$2E0.036).
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Tabla 4.5. Efecto del tipo de menopausia sobréntist pardmetros 6seos y
bioguimicos

Tipo de menopausia
Natural Quirurgica P

DMOe CF 0.795+0.109 0.805+0.116 0.289
DMOe CL 0.995 +0.148 0.997 + 0.142 0.855

Edad 53.7+6.1  50.3+6.9 <0.001
Adm 5.8+6.3 72+6.8  0.016

IMC 26.7+42 266+ 44 0.616
Estradiol  15.8+12.8 16.4+14.8 0.619
FSH 76.8+325 77.6+37.2 0.792
PTH 462142 43.8+143 0.162
CTx 0.42+ 0.20 0.44+0.20 0.296
FAtotal  169.1+39.4 174.4%427 0.150
Calcio 9.58+0.41 9.65+0.40 0.036
Fésforo 3.62+0.45 3.63+0.46 0.617
25(0H)D3 25.8+9.9  254+104 0.748
OPG 95.8+41.7 965%46.3 0.912

4.1.3. Asociacion entre parametros clinicos, 6sepbioquimicos

Con el fin de detectar relaciones entre las destinvariables
continuas de este estudio y poder seleccionar adamente las
covariables y variables de confusién, se realizandlisis mediante la
relaciones mddentes
encontrada fue entre la DMOe de cuello femoral yéacolumna
lumbar (r = 0.633, P<0.0001, Figura 4.1).

Como era de esperar tanto la DMOe de cuello felncorao la de

correlacion de Pearson. Una de las

columna lumbar se correlacionaron negativamentelz@dad y los
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ADM vy positivamente con el peso, la talla, el IM@s niveles de

estradiol, entre otros (Tabla 4.6).

= = = N
i it b 2

DMOe columna lumbar (g/cm2)
5

e
-
1

0.4 0.6 0.8 1.0 12
DMOe cuello femoral (g/cm2)

Figura 4.1. Recta de correlacion entre los valores de DMOecdello
femoral y cadera lumbar en nuestra poblacion

Se detectaron otras correlaciones interesante® danmegativa
entre la edad y los niveles de CTx y entre loslag/de éstos y la edad
y el IMC o la correlacién positiva entre los nivelle PTH y OPG. Se
detectaron muchas mas correlaciones que no apagadaniabla 4.6.
Por tanto, en los estudios de asociacion del preserbajo siempre se
ha ajustado por las covariables edad y peso o IMCgye son

verdaderas variables de confusion.
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Tabla 4.6. Algunas correlaciones de Pearson entre -caractiedst
antropomeétricas, 0seas y bioquimicas.

Variables r de Pearson P
DMOe CF Edad -0.276 <0.000001
Adm -0.291 <0.000001
Peso 0.217 <0.000001
Talla 0.244 <0.000001
IMC 0.103 0.007
Calcio 0.070 0.077
Fésforo 0.105 0.008
Estradiol 0.132 0.001
DMOe CL Edad -0.190 <0.00001
Adm -0.271 <0.000001
Peso 0.242 <0.000001
Talla 0.215 <0.000001
IMC 0.147 <0.0001
Calcio 0.101 0.009
Fésforo 0.113 0.003
Estradiol 0.129 0.001
Edad IMC 0.170 <0.00001
CTx -0.141 0.001
Estradiol -0.130 0.001
Peso CTx -0.157 <0.0001
IMC CTx -0.181 <0.00001
PTH 25(0OH)D3 -0.247 0.003
OPG -0.170 0.027
Fésforo -0.136 0.013
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4.1.4. Asociacion de genotipos dRUNX2y estado 0seo

En base a datos previos (Vaughetnal. 2002; Vaugharet al.
2004c), se decidid estudiar la asociacion de pafisoos en el gen
Runx2 con DMO en la poblacién de mujeres debida importancia
de Runx2 en la diferenciacion del osteoblasto yaeformacion del
esqueleto. En este estudio se analizaron un tetaV@ mujeres, cuyas

principales caracteristicas se pueden encontriar Eabla 4.7.

Tabla 4.7.Caracteristicas de las mujeres usadas en estéiesiLos valores
presentados: la media + DE si la variable se distrye normalmente; la
mediana (intervalo de confianza 95%) si la distdidun de la variable no se
ajusta a la normalidad.

N Valor

Edad (afos) 776 52.0 (52-53)
Peso (kg) 776 65.0 (64.5-66)
Altura (cm) 776 157.6+6.2
IMC (kg/m ?) 776 26.2 (26.0-26.7)
Consumo de Tabaco (%) 776 23.3
Estradiol (pg/ml) 740 13.3 (12.5-14.0)
FSH (U/L) 740 76.4+34.1
TSH (U/L) 738 2.02 (1.93-2.11)
DMO (g/cm?)

Columna Lumbar 703 0.997+0.150

Cuello Femoral 686 0.799+0.116

En este trabajo se analizaron 3 polimorfismos ergezl (ver
Materiales y Métodqgs Las frecuencias genotipicas y alélicas para los
tres polimorfismos estudiados se muestran en |&a¥a8.
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Tabla 4.8. Frecuencias alélicas y genotipicas yowalel equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) para los polimorfismos analiaa.

Frecuencia HWE

Polimorfismo Genotipo N (%) alélica P)

17Ala>11Ala  17Ala/l7Ala 643 (82.9)  17Ala(0.91) 0.332
17Ala/11Ala 123 (15.8)  11Ala (0.09)
11Al2/11Ala 10 (1.3)

+198 G>A GG 568 (88.3) G (0.94)  0.022
GA 68 (10.6) A (0.06)
AA 7(1.1)

-1025 T>C TT 685 (88.3) T(0.94) 0.124
TC 84 (10.8) C (0.06)
cc 7 (0.90)

El genotipo para el polimorfismo +198 G>A se radien las
mujeres de genotipo 17Ala/l7Ala (N=643) ya que &io sde
restriccion paraMispAll se ha perdido en el alelo delecionado 11Ala
(Vaugharet al. 2002; Vaughaet al. 2004c). Esta es probablemente la
razon por la que se observé una pérdida del equilide Hardy-
Weinberg para este polimorfismo en la poblaciorudiatla (Tabla
4.8). Por otro lado, los polimorfismos +198 G>A 025 T>C
mostraron un fuerte desequilibrio de ligamiento{@97, ¥>=1100).
Ademas se utilizd el programa STRUCTURE para cobmarda
posible existencia de una subestructura en la pdilaLos datos
obtenidos reflejaron la existencia de wuna Unica |gmddn
(probabilidad=0.996) y los modelos que asumieroexiatencia de 2-

5 poblaciones mostraron una probabilidad insigaifte.
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Un andlisis preliminar de los datos comparandonheslias de
DMO respecto al genotipo mediante el test ANOVA detecto
asociaciones entre el polimorfismo de longitud BZAlIlAla o el
polimorfismo +198 G>A con DMOe de cadera o colunera la
poblacion estudiada. Sin embargo, para verificar aiciacion
previamente descrita del genotipo GA/AA para elrpotfismo +198
G>A con la DMO de cadera, principalmente en mujeasun IMC
elevado (Vaughamt al. 2002; Vaugharet al. 2004c), se realizd un
analisis de acuerdo con el IMC medio que presentabestra
poblacién (IMC< o > 26.3 kg/m). Este andlisis tampoco detectd
asociacion de este polimorfismos a DMOe de cadammque
encontramos una tendencia tanto para la DMOe deragdujeres
GG: 0.784+0.118 vs. mujeres GA/AA: 0.820+0.111 dZcR=0.087),
como para la DMOe de columna (mujeres GG: 0.974).4s.
mujeres GA/AA: 1.018+0.143 g/dnP=0.087). Curiosamente, y a
diferencia de lo publicado previamente (Vauglearal. 2004c), esta
tendencia Unicamente se di6 en las mujeres con $M%6.3 kg/mi
(N=337 y 353 para DMOe de cadera y de columnagms@amente).

Si que detectamos, no obstante, una asociaciom lestgenotipos
del polimorfismo -1025 T>C y DMOe de cadeRE(.021), siendo las
mujeres con el alelo C las que presentaron una majOe en
cadera. No ocurrié lo mismo para la columRa{.296). Ante la baja
frecuencia del genotipo CC (<1%; Tabla 4.8) y ethmede que el
programa SNPstats (Soét al. 2006) asigndé un modelo de herencia

dominante para este sistema genotipico, se deeagiGpar a los
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genotipos TC y CC para continuar con el estud@a partir de aqui en
realidad comparamos mujeres de genotipo TT vs.nesige genotipo
TC/CC.

Se analizaron las caracteristicas antropométribasjuimicas,
densitométricas y el estatus de la menopausia denajeres
participantes en el estudio segun los genotiposvel TTC/CC) (Tabla
4.9).

Tabla 4.9. Caracteristicas antropométricas, bioguoam y estado
menopausico en la poblacion estudiada de acuerdgeabtipo del SNP -
1025 T>C del gen RUNX2. Los valores son la medEtsi la variable se
distribuye normalmente, la mediana (intervalo daf@nza al 95%) si no lo
hace o porcentajes.

GENOTIPO
N TT TCICC P
Edad (afios) 776 52.0 (52.0-53.0) 52.0 (50.0-53.0) 0.902
Adm (afos) 776 5.0 (4.0-5.0) 5.0 (4.0-7.0) 0.966
Peso(kg) 776 65.0 (64.5-66.0) 66.5 (63.5-68.6) 0.272
Altura(cm) 776 157.5+6.2 158.7+6.3 0.085
IMC (kg/m?) 776  26.2(25.9-26.7) 26.6 (25.5-27.3)  0.881
Estradiol (pg/ml) 740  13.4 (12.7-14.4) 14.5(12.9-16.5)  0.275
Uso THS 776 34.2% 36.7 % 0.639
Menop. 776 27.5 % 23.6 % 0.525
quirdrgica
Posmenopausicas 776 86.9 % 86.2 % 0.866
CTx (ng/ml) 776  0.41(0.38-0.43) 0.41(0.35-0.47)  0.945
152.0 (142.0-
FA Total(U/L) 776 168.0 (163.0-172.0) 162.0) 0.003
Calcio (mg/dl) 776 9.6 (9.5-9.6) 9.7 (9.5-9.8) 0.030
Fasforo(mg/dl) 776 3.6 (3.5-3.6) 3.6 (3.5-3.7) 0.654
OPG (pg/ml) 450 89.5+29.4 97.5+31.6 0.080
25(0H)D3 (ng/ml) 410  22.8 (21.6-24.5) 25.8 (22.1-32.9)  0.117
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No se observaron diferencias significativas ente@ogjpos en
cuanto a las caracteristicas antropomeétricas yd@stespecto a la
menopausia. En cuanto a los datos bioquimicos,mageres de
genotipo TT mostraron valores mas altos de FA {#aD.003) y una
disminucién en los valores de calcio sérico ta®a.030) respecto a
las mujeres de genotipo TC/CC. Por otra parte, nmgeres de
genotipo TC/CC mostraron valores mas altos de DM@ecadera
(P=0.006; Tabla 4.10) que las mujeres de genotipop®i Jo que fue
l6gico encontrar valores de T-score y Z-score meggativos en las
mujeres TT (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Caracteristicas 6seas en la poblacistudiada de acuerdo al
genotipo del SNP -1025 T>C del gen RUNX2. Los esl@on la media +
DE.

GENOTIPO

N TT TCICC P
DMOe CF (gicn?) 686  0.796+0.116 0.833+0.113  0.006
T-score -0.956 + 1.007  -0.651 +0.987 0.010
Z-score -0.145+0.957  0.148+0.980 0.009

DMOe CL (g/cmz) 703 0.996+0.149 1.019+0.148 0.182
T-score -1.133 £1.395 -0.914 +1.368 0.180
Z-score -0.270 £1.227 -0.044 +1.235 0.117

Con la finalidad de estudiar la asociacion entrpoéimorfismo -
1025 T>C con DMOe de cadera y de columna en mujgues
mostraron valores extremos de DMOe, se dividié adhalacién en

cuartiles de DMO. Cuando se seleccionaron Unicaamkast mujeres
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que presentaban los cuartiies de DMO mas elevaddss omas
pequefios, la asociacion de este polimorfismo (-I0&5) con DMO
fue mas evidente en cadera (DMOe en mujeres TB7&.159 vs.
mujeres TC/CC: 0.876+0.142 g/énP=0.002). Curiosamente, en este
analisis se observo una asociacion estadisticansggrédicativa del
polimorfismo +198 G>A con la DMOe de cadera en magecon
valores extremos de DMO (DMOe CF en mujeres G&8x@.160
vs. mujeres GA/AA: 0.857+0.141 g/énP=0.049).

Del mismo modo que se ha descrito en otros estudi@sta
ampliamente aceptado, la edad, el peso, el usoH& yT el estado
respecto a la menopausia (pre/peri vs. posmenagguss relacionan
significativamente con la DMOe de cadera y de roola. Ademas, en
nuestro estudio detectamos diferencias signifiaatientre grupos en
cuanto a los niveles de FA total y calcio séricalt¢Tabla 4.9). Por
todo ello se realiz6 un analisis ANCOVA para eveloa efectos del
polimorfismo -1025 T>C sobre la DMOe utilizandoassparametros
como covariables o variables de confusion. En lgufai 4.2, se
muestra la DMOe de cadera y de columna ajustaddapedad, el
peso, los niveles de FA y calcio total, el uso yieshpo de uso de la
THS y el estatus menopausico.
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BTT OCT+CC
1.20 1
1.10 1
1.00 1
0.90 A1
0.80 A1
0.70 A
0.60 -

DMOe ajustada (g/cn?)

1

Cuello Femoral Columna Lumbar

Figura 4.2. DMOe de cuello femoral y de columnabam
ajustada por la edad, el peso, los niveles de EAlgio total,

el uso y el tiempo de uso de la THS y el estatumpadeisico
de acuerdo al genotipo del SNB025 T>C. Los valores son la
media + DE.?P=0.021 (El eje de ordenadas se ha recortado para
facilitar visualmente la diferencia que existe engrupos).

Como puede apreciarse en la Figura 4.2, la DMOewdlo
femoral en mujeres con genotipo TC/CC (0.830+0.d4/t2f) fue un
3.9% P=0.021) mayor que la DMOe de mujeres de genotipo TT
(0.798+0.116g/cf?). No se observaron diferencias significativasan |
DMO de columna (Figura 4.2). El porcentaje de vargade la DMOe
de cadera mostrado por los genotipos del polimodisl025 T>C fue
del 1.2% en modelos multivariados ajustados p@sesivariables.
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4.1.5. Variantes raras en el exdn 2 del gen RUNX2DMO

Durante el proceso de genotipado de los polimodsm
17Ala>11Ala y +198 G>A (Vaughaet al. 2002; Vaugharet al.
2004c), se observaron tres productos de PCR queergedan un
tamano diferente al esperado segun la secuencieauldy de un total
de 1366 cromosomas analizados. En los tres casbanta normal de
336 pb aparecia junto con otra banda de mayor @mtamaio, lo
cual indicaba la aparicion de una insercion y delealones en los
productos de PCR, respectivamente. Todas estasadated tamafo
anormal fueron secuenciadas previo aislamiento efesgde
acrilamida (veMateriales y Métodds

La insercion consistié en la apariciéon de un fragta de 21-pb
(CAG CAG CAG CAG CAA CAG CAG) en la region de poli-
glutaminas del gen (poli-Q), generando una protdéd0 glutaminas
(mutacién 30Q) en lugar de las 23 que aparecenaesetuencia
normal (Figura 4.3). La segunda variante, consitiduina delecién de
15 pb (CAA CAG CAG CAG CAG) que se tradujo en léed@®n de 5
glutaminas en la region poli-Q del gen (mutacio@lL8inalmente, la
tercera variante rara consistio en una deleciofldeb (CAA CAG
CAG CAG CAG CAG CAG) que produjo la desaparicion de

glutaminas en la regidn poli-Q del gen (mutacioQ)L6
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PV

cagcagcagcagcaacagcag

ccggcaaaatgagcgacgtgagcecceggtggtggetgegcaacagecagcagecadcagecage,

S PV V AAQ QQQ Q QQ

FM MF

agcagcaacagcagcagcagcagcagcaacagcagcagcagcagcaggaggceggeggegd,

Q Q Q. Q 0 Q 0 Q 0 Q0 Q Q Q0 Q Q Q E A AA

cggcqgcggcggcggcggcggcﬂgcggcggcggcagctgcagtgccccggttgcggccgc

AW A A A A A A A AA A A AAV PR UL RP

cccacgacaaccgcaccatggtggagatcatcgeccgaccaccecggeccgaactegtecgcea)
ccgacagceccccaactteetgtgeteggtgetgecectegecactggegetgcaacaagaccee

tgccegtggecttcaaggtaagaggectacacegece

Figura 4.3. Posicion de las mutaciones en RUNX2aesecuencia
nucleotidica (minuUsculas) y de la proteina (maylau La

secuencia marcada en gris corresponde a los oligedtidos

usados para la amplificacion de la region mediaR@R. PV, FM y
MF son las iniciales de las mujeres que mostrarstag variantes.
PV mostré una insercion de 21 pb resultando en insarcion de
glutaminas en la misma pauta de lectura. Las vaeamne FM y MF
fueron deleciones de 15 y 21 pb, respectivamenetsyltando en dos
deleciones de 5y 7 residuos de glutamina con Emaipauta de
lectura. Con un rectdngulo se muestra el polimarfisconsistente
en la delecion de 6 alaninas. Una flecha indicéolzalizacion de las
insercions y deleciones de glutaminas descritas\faarghan y col.
(Vaughan et al. 2002).
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Estas variantes raras no se asociaron a variaceméa DMO ya
que ninguna de las mujeres portadoras de dichaantes mostro
osteopenia (T-score<-1) u osteoporosis (T-scorBk-2. nivel de
cadera o columna, a excepcion de una mujer, geemd osteopenia
(T-score=-2.4) en la columna. Esta paciente prabanta variante
producida por la insercion de 7 glutaminas.

Con el fin de determinar si estas variantes raras compatibles
con el fenotipo mas leve en la displasia cleidosainenfermedad
provocada por mutaciones en el gen RUNX2 (Muneiloal. 1997),

realizamos un estudio mediante rayos X a la paeieoh la mutacion
30Q (Figura 4.4).

Figura 4.4. Imagenes radioldgicas del craneo (Aaviculas (B) y manos
(C) de la paciente con la variante de 30 glutaminaes informacion clinica

fue: crdneo con imagenes compatibles con hiperssaglocraneal frontal,

discreta escoliosis dorsal derecha. Prominentedigigéestiloides de ambos
cubitos. Ninguno de estos hallazgos es compatible @ fenotipo de

displasia cleidocraneal

Los resultados de la exploracion radiolégica da esujer fueron

normales tanto para los huesos como para los diefitados los
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hallazgos encontrados (Figura 4.4) fueron clinicggmesignificantes
y no mantenian relacion con la displasia cleidazahnEl examen
clinico de las otras dos pacientes descart6 ldeexim de cualquier

fenotipo compatible con la displasia cleidocraneal.

4.1.6. El genOCIL (Osteoclast Inhibitory Lectin) y masa 0sea

En este trabajo de Tesis Doctoral se realizo ebesde la posible
asociacion del ge®CIL a masa 6sea por el hecho de que este gen
codifica para una lectina que se expresa en cdulasn osteoblastos,
gue su expresion en células B inhibe la producd@érFNy por las
células NK vy, sobre todo, porque vitro inhibe la diferenciacion
osteoclastica (Kartsogianres$ al. 2008; Rosewt al. 2008).

En el presente trabajo se analizO la asociacion dde
polimorfismos no-sindnimos Asnl19Lys (C>G) y Leu28¥@>G) con
masa 0sea. La frecuencia alélica para el aleloeGdél 14.0% y del
31.0% para los polimorfismos Asnl9Lys y Leu23Val,
respectivamente. En cuanto a las frecuencias gecegifueron CC,
73.8%; CG, 23.6% y GG, 2.5% para el polimorfisma23Lys y CC,
48.4%; CG, 41.6%; y GG, 10.0% para el polimorfisreu23Val.
Esta distribucidén se ajusta al equilibrio de Havllginberg y, ademas,
los dos polimorfismos se encuentran en desequilibe ligamiento
(D’: 0.82; %% 22.9;P=0.00013), aunque éste no fue muy fuerte.

En un analisis preliminar mediante el test ANOVAgaomparar
medias entre grupos, se detectd una asociacionstsugedel
polimorfismo rs16914640 (C>G; Asnl9Lys) a DMOe dd#umna
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(P=0.057) y con DMOe de caderi@<0.108). Dada la baja frecuencia
del genotipo GG para el polimorfismo Asnl9Lys, geuparon los
genotipos CG y GG. Las caracteristicas de la pablade estudio,
después de esta reagrupacion por genotipos papeliehorfismo
Asnl9Lys y para el polimorfismo Leu23Val se resuraaras Tablas
4.11y 4.12, respectivamente.

Como se puede apreciar, el polimorfismo Leu23Valpresenta
diferencias significativas entre genotipos paravkagables estudiadas.
Sin embargo, en el caso del polimorfismo Asnl9lsisgrupo de
mujeres con genotipo CG/GG presentaba una disndinuen los
niveles de DMO en cadera y una disminucion en iesles de OPG
con respecto a las mujeres de genotipo CC (P<(@bla 4.11).
Ademas, estas mujeres con genotipo CG+GG tambiétranon una
tendencia hacia valores mas pequefios de DMO ermnalucon
respecto a las mujeres de genotipo CC, aunquerdaricia no llego
a ser significativa®=0.059, ANOVA).
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Tabla 4.11. Datos antropométricos y caracteristidaequimicas de los
subgrupos de mujeres de acuerdo al polimorfismol@isys. Los valores
son la media + DE si la variable se distribuye natmente, o la mediana
(intervalo de confianza al 95%) si no lo hace, agemtajes. La N se
muestra entre paréntesis.

Asnl9Lys

CC (370) CG /GG (130) P
Edad (afios) 53.0 (53.0-54.0) 53 (52-55) 0.342
Peso (kg) 65.9£10.3 65.6 £11.3 0.818
Altura (cm) 157.0+£5.9 157.0+ 6.6 0.955
IMC (kg/m 2 26.8+4.2 26.6+4.0 0.624
C. Tabaco (%) 22.5 25.2 0.533
Estradiol (pg/ml) 14.0 (13.0-15.5) 15.1 (13.1-16.3) 0.921
FSH (U/L) 79.9+33.4 75.8 £ 28.8 0.221
CTx (ng/ml) 0.42 (0.37-0.45) 0.42 (0.38-0.47) 0.659
FA total (U/L) 1744 £ 47.3 172.5+44.4 0.720
FA ésea (ug/L) 12.1+£5.8 10551 0.137
PTH (pg/ml) 42.2 (37.7-46.3) 38.6 (34.4-45.1) 0.227
25(0OH)D3 29.9+125 31.8+14.0 0.459
RANKL (pg/ml) 27.6 £13.7 30.2+11.0 0.282
OPG (pg/ml) 91.6 (82.7-99.1) 76.9 (63.8-107.8) 0.048
DMOe (g/cnT)
Columna lumbar 1.000 + 0.152 0.970 £ 0.163 0.059
Cuello Femoral 0.802 +0.122 0.776 £ 0.124 0.045
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Tabla 4.12. Datos antropomeétricos y caracteristidaequimicas de los
subgrupos de mujeres de acuerdo al polimorfisma28¥al. Los valores
son la media + DE si la variable se distribuye natmente, o la mediana
(intervalo de confianza al 95%) si no lo hace, agemtajes. La N se
muestra entre paréntesis.

Leu23Val
CC (242) CG (208) GG (50) P
Edad (afios)  53.0 (52.0-55.0)  53.0 (53.0-54.0)  53.0 (52.0-56.0)0.900
Peso (kg) 66.0 + 10.3 65.3 + 10.7 67.9+11.6 0.306
Altura (cm) 157.7 +6.3 156.3 6.0 156.6 + 4.7 0.063
IMC (kg/m?) 26.6 + 4.0 26.8 +4.1 277 +4.6 0.212
C. Tabaco (%) 225 24.2 19.6 0.783
E(?Jt;?r?#))l 143 (12.8-15.9) 13.4 (11.3-15.8)  14.3 (13.1-18.1)0.637
FSH (U/L) 79.1+32.1 80.6 + 32.6 74.0 £ 31.9 0.452
CTx (ng/ml) 0.44 (0.37-0.47)  0.41(0.38-0.45)  0.44 (0.29-0.49) 0.572
FA total (U/L) 171.8 +47.9 175.4 +45.1 170.8 + 35.5 0.717
FA 6sea (ug/L) 120+6.4 115+£5.0 11.1+£5.2 0.825
PTH (pg/ml)  39.1(37.4-46.3) 415 (37.3-46.2) 415 (29.3-47.2)0.403
25(0H)D3 304 +12.5 29.9+11.3 32.8+14.1 0.710
RANKL (pg/ml) 29.9+14.4 26.8+12.5 26.6 +9.0 0.327
OPG (pg/ml) 827 (78.2-99.2)  86.3 (75.9-106.5) 91.4 (58.1-1D8.6 0.806
DMOe (g/cnT)
Columna 0.998 + 0.157 0.991 + 0.158 0.989+0.161  0.870
Cadera 0.799 +0.126 0.791 +0.122 0799 £0.103  0.790
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Una vez detectada la asociacion del polimorfismnlR®&ys con
DMO en la poblacién total, se decidi6 hacer un iaisalmas
discriminativo para poder determinar si esta astmigera mas fuerte.
Para ello, y siguiendo los resultados obtenidosudeanalisis de
regresion preliminar el cual indicé que la edadregpotente factor que
influye sobre la DMO, se decidio estudiar si lamsegtacion de la
poblacion segun la edad media (53 afios) podridareweas datos
sobre la capacidad de asociacion del polimorfisnemlALys con
DMO (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Datos 6seos en la poblacion tras diladvor la edad media (53
afios). DMOe en g/cin

< 53 afos > 53 afos
CC (177) CGIGG(63) P CC (193) CGI/GG(67) P
Cuello Femoral
DMOe  0.826+0.112  0.831+0.121 0.80 0.779+0.128  0.725¥D.1 0.0031
T-score -0.691+0.974 -0.669+1.001 0.88 -1.094+1.060 -1#84247 0.0032

Z-score -0.108+0.986 -0.019+1.029 0.55 0.001+1.030 -0.86B#  0.015
Columna Lumbar

DMOe  1.018+0.144  1.030+0.155 0.55 0.977+0.162  0.9044D.1 0.0029
T-score -0.912+1.363 -0.812+1.469 0.63 -1.274+1.509 -1#96315 0.0025
Z-score -0.359+1.296 -0.154+1.288 0.29 -0.016+1.323 -0#43146  0.002

Una vez segmentada la poblacién de acuerdo a threddia de
53 aflos, se analizaron parametros como peso, ,attarsumo de
tabaco, IMC, y diferentes parametros bioquimicas,ohservandose
diferencias significativas entre genotipos en alpgr de mujeres

jovenes (< 53 afios) ni en el grupo de mujeres neaybr53 afos),
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excepto en el grupo de mujeres jovenes donde servaibsn
diferencias significativas en cuento a la edad segli genotipo
(mujeres CC, 48.2 afios; mujeres CG/GG, 49.2 aAe§,.046). En
cuanto a los parametros estudiados referentes tatloeiseo, se
detectd una asociacion significativa del polimaniis Asn19Lys con
DMO en el grupo de mujeres mayores de 53 afos §T4l13). De
este modo, las mujeres con genotipo CG/GG presamtama
disminucién significativa tanto en la DMO de coluntumbar
(P=0.0029) como en cader#®+£0.0031) respecto a las mujeres de
genotipo CC. Los valores correspondientes a laofesyg la Z-score
reprodujeron el mismo patrén para ambas localir@sip mostrando
asi valores mucho mas negativos para las mujeregetdetipo
CG/GG.

En la Figura 4.5 se muestran los valores de DMQ@egafos por
edad e IMC tanto de cuello femoral como en colutanzbar para el
grupo de mujeres mayores de 53 aflos y menores dei&s de
acuerdo al genotipo para el polimorfismo Asnl9Lge&mo puede
apreciarse, no encontramos diferencias entre g@Eson ninguna
localizacion esquelética en las mujeres menords3da&ios, aunque si
para las mayores de 53 afios. En este Ultimo grepandijeres,
detectamos diferencias marcadas para DMOe de céiléfa) y para
DMOe de columna (6.7%) entre las mujeres CG/GG y d&C
polimorfismo Asn19Lys.
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Figura 4.5. DMOe ajustada por la edad y el IMC erello femoral (CF) y
columna lumbar (CL) en mujeres <53 afiosp%3 afios de acuerdo al
genotipo para el polimorfismo Asnl9Lys. Barras i@g®s genotipo CC;
barras solidas negras, genotipos CG/GG. Los valems la media £ SEM.

& P=0.012 y™ P=0.0058 respecto a las mujeres de genotipo CGnigmo
grupo de edad.(El eje de ordenadas se ha recortado para facilitar
visualmente la diferencia que existe entre grupos).

En modelos de regresion multiple, la varianzaadBMO para los
genotipos del polimorfismo Asnl19Lys en la poblacéntera fue del
1.7% para cadera y del 3.9% para columna y, enuplogde mujeres
mayores de 53 afios fue del 6.8% en cadera y d& &2 columna.
Los analisis de regresion de la DMO ajustada paded IMC
mostraron asociaciones significativas de los gpoeti del
polimorfismo Asnl19Lys con DMO de columnR=0.0058) y DMO
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de caderaK=0.012; Figura 3.5), aunque, debido al pequefio ntimer
de mujeres homocigotas para el alelo G, no se pudbar la
existencia de un efecto de dosis génica.

En este trabajo y dado el desequilibrio de ligamoieentre los dos
polimorfismos estudiados, se realizé un estudioedgenstruccion de
haplotipos utilizando el software PHASE 2.1
(http://www.stat.washington.edu/stephens/softwand)h(Stephenset
al. 2001; Stephens & Scheet 2005), tomando todasréxsiéncia

mayores de 0.75 para el analisis. Las frecuencigglotipicas

deducidas del analisis de los polimorfismos rs16404 (C>G;
Asnl19Lys) y rs376402 (C>G; Leu23Val) del g&cIL fueron 0.543
para el haplotipo CC, 0.311 para el haplotipo CAA4D para el
haplotipo GC y 0.005 para el haplotipo GG, siendpriener alelo el
correspondiente al polimorfismo Asnl9Lys y el satunal
polimorfismo Leu23Val. El andlisis ANOVA de toda fmblacion
usando Unicamente los haplotipos CC, CG y GC, masta débil
asociacion de los haplotipos con DMO (cadBra0.079; columna
P=0.035) siendo las mujeres de haplotipo CC las geseptaban los
valores de DMO mas elevados. Cuando la poblaciéseggento
segun la edad media de la poblacion (< 53 afigs53 afios) se
detecté una asociacion de los haplotipos con DM@otan cadera
(P=0.032) como en columna lumbd=0.0027) solo en las mujeres
de mas de 53 afios. La asociacion de los haplatpo®©MO para las
mujeres mayores de 53 afios se muestra en la Hidura
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Figura 4.6. DMOe de cuello femoral y de columnabam(media + SEM)
en mujeres> 53 afos respecto a los haplotipos comunes (CC, yYCG(C)
para los dos polimorfismos estudiados Asn19Lysu?2B¥al. Se muestra el
valor de P después del ajuste mediante el test dmn&t para
comparaciones multiples.

4.1.7. Polimorfismo en CD40 y estado 6seo

En este trabajo se analiz6 la asociacion de unmpdiismo
funcional (rs1883832) en la secuencia Kozak del@PAO con masa
0sea en nuestra poblacién de mujeres.

En la Tabla 4.14 se representan los parametrospamirorficos y
los niveles de los marcadores bioquimicos de lagnesl segun su
genotipo para el polimorfismo rs1883832 (C>T). Cos® puede
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observar, no se encontraron diferencias signifiaatentre los grupos

para los distintos parametros analizados.

Tabla 4.14. Datos antropométricos y bioquimicoslate participantes de
acuerdo al genotipo del SNP en el gen CD40. Losrealson la media *
DE. El nimero de mujeres se muestra entre paréntesi

Caracteristicas CC(304) CT(246) TT(52)
Edad (afos) 57.3+7.9 57.3+7.7 57.8+7.6
Adm (afos) 114+7.6 11.2+6.8 12.4+8.5
Menarquia (afos) 12.8+1.7 12.7+1.5 12.8+1.3
Menopausia (afos) 46.4 £ 6.2 46.4+5.4 455+7.8
Menop. quirdrgica (%) 24.6 22.4 27.5
Partos 19+11 21+11 20+£13
Peso (Kg) 65.8+10.9 66.2+11.1 67.7+10.4
Altura (cm) 156.4+55  156.7+6.0 157.4 £ 6.2
IMC (kg/m %) 26.8 +4.2 26.9+4.3 27.3+4.2
Consumo tabaco (%) 24.1 23.7 20.0
Estradiol (pg/ml) 156+9.4  158+103 14179
Testosterona (ng/ml) 0.25+0.13 0.27+0.14  0.22+0.13
PTH (pg/ml) 459+17.4 46.0+209  481%221
CTx (ng/ml) 0.43+0.23 045+0.20 0.44+0.26
FA total (U/L) 171.6+48.8 174.0+43.2 181.1+40.5

En la Tabla 4.15 se muestran los valores de DM@aslenujeres

segun su genotipo. Como se puede apreciar, laggaujen genotipo

TT presentaban una considerable reduccion en la DMMQadera

cuando se comparaban con las mujeres de genotip(bOCn, P=
0.014) y con las mujeres de genotipo CT (6.9°%0.007).
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Tabla 4.15. DMOe y T- y Z-scores de acuerdo cageabtipo. Los valores
son la media £ DE. El nimero de mujeres se muesitee paréntesis.

C C (304) C T (246) TT(52)
DMOe CF  0.78+0.11(235) 0.79%0.12(200) 0.74 +0.13743
CF T-score  .101+0.92 -0.99 + 1.00 -1.42 +1%10
CF Z-score  _0.12+0.88 -0.11 £ 0.97 -0.53 + 098
DMOe CL 0,99 +0.16 (247) 0.99 +0.15(207)  0.92 +0.13{47
CL T-score  .123+1.47 -1.20 + 1.39 -1.78 + 122
CL Z-score  .0.26 +1.33 -0.26 +1.28 -0.78 £ 0°94

CF: cuello femoral; CL: columna lumbar; DMO en gfcrfP < 0.05 con
respecto al genotipo CC y P < 0.01 con respectgeaiotipo CT P < 0.01
respecto a los genotipos CC o CT.

En cuanto a la DMO de columna lumbar, presentaba un
reduccion similar a la observada en cadera (6.2a% pl genotipo
CC, P=0.010, y 6.2 % para el genotipo CF=0.009). Los valores
correspondientes para la T-score y la Z-score segugenotipo,
mostraron el mismo patron que la DMO siendo lasenmagj con
genotipo TT las que presentaron los valores masitiveg. Los
genotipos CC y CT mostraron valores de DMO simdarde cual
reflejaba un modelo de herencia recesivo paraet al.

En este trabajo se analiz6 el riesgo de sufrir opstesis u
osteopenia mediante andlisis de regresion logidiinaa Tabla 4.16

se muestra el riesgo de las mujeres de sufrir pstea u osteoporosis,
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tanto en cadera como en columna, segun los gesotquorigiendo

por variables de confusion como edad, peso y altiagprevalencia
del genotipo TT fue mayor en mujeres con osteoperoateoporosis
tanto en cadera como en columna. Asi puesdds ratiode sufrir

osteopenia u osteoporosis que presentaron lasesujergenotipo TT
fue de 2.34 (95% CI. 1.12-4.89) al compararlas ocomeres de
genotipo CC+CT, de 2.46 (95% CI: 1.12-5.38) cuasglcompararon
con mujeres de genotipo CC, y de 2.36 (95% CI:-5.22) cuando se

compararon con mujeres de genotipo CT.

Tabla 4.16. Estimacion del riesgo de acuerdo al ofipo de sufrir
osteopenia u osteoporosis para cuello femoral (Eplumna lumbar (CL)
ajustado por edad, peso, y altura.

CF Normal CF OTP/OTN
(n = 208) (n=270)
Genotipo % N° con % N° con P OR 95%CI
genotipo genotipo
[total [total

TT+CTvs.CC 49.0 102/208 52.2  141/270 0.394 1.18 0.80-1.74
TTvs.CT+CC 5.8 12/208 115 31/270 0.024 2.34 1.12-4.89

TTvs. CC 10.2 12/118 194 31/160 0.024 2.46 1.12-5.38
TTvs.CT 11.8 12/102 22.0 31/141 0.030 2.36 1.09-5.11
CTvs.CC 45.9 90/196 46.0 110/239 0.887 0.97 0.65-1.45
CL Normal CLOTP/OTN
(n=199) (n=302)
Genotipo % N° con % N° con P OR 95% CI
genotipo genotipo
/total [total

TT+CTvs. CC 48.2 98/199 52.3  158/302 0.302 1.22 0.84-1.79
TTvs. CT+CC 6.0 12/199 11.6 35/302 0.016 2.49 1.19-5.24

TTvs.CC 10.4 12/115 19.6 35/179 0.015 259 1.20-5.59
TTvs.CT 12.5 12/96 22.2 35/158 0.018 2.68 1.19-6.04
CT vs. CC 44.9 84/187 46.1 123/267 0.662 0.91 0.61-1.37
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Los resultados que se obtuvieron para columna lurfieEron
similares, presentando unodds ratiosde 2.49 (95% CI. 1.19-5.24),
de 259 (95% CI: 1.20-5.59) y de 2.68 (95% CI: 161®4),
respectivamente. Al realizar estudios de regresadngdatos obtenidos
también reflejaron un modelo de herencia recesipayando asi los
resultados obtenidos con la DMO. Como el sistematralba una
herencia recesiva, las mujeres se agruparon egrdpss: mujeres de
genotipo TT y mujeres de genotipo CC+CT. La Figuiamuestra los
valores de DMO tanto para cadera como para coluseg(n esta

agrupacion de los genotipos.
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Figura 4.7. DMOe de cuello femoral y de columnabamde acuerdo al
genotipo (TT y CC+CT). En ambos casos se obtuvds@a009.
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Las mujeres de genotipo TT presentaron una memdO &n
cadera (0.739 vs. 0.787 g/cm2; P<0.009) y una mé&iO en
columna (0.925 vs. 0.987 g/énP<0.009) que las mujeres de genotipo
CC+CT (Figura 4.7).

4.1.8. Descripcion de una interaccidn génica enttes genesCD40
y CD40L

Dado que CD40L interacciona in vivo con su rece@bd0 para
llevar a cabo todas sus funciones en el sistemariemmse planteé si,
ya que se habia detectado una asociacion entreNenef el gen
CD40y masa Osea Yy riesgo de sufrir osteoporosis wjpshéa, se
podria encontrar algo similar en polimorfismos gt CD40L

La Tabla 4.17 muestra las frecuencias genotipicélicas de los
cuatro polimorfismos estudiados, comprobandoselagiérecuencias
para los cuatro polimorfismos se ajustaban al #xjial de Hardy-
Weinberg.

Tal y como se esperaba, los dos polimorfismos pecientes al
bloque haplotipico 1 (veMateriales y Métodgsdel genCD40L
(rs3092952 y rs1126535) presentaban un fuerte diéibeip de
ligamiento (D’=0.99), mientras que el desequililde ligamiento que
presentaban estos dos anteriores con el polimarfise3092923
perteneciente al bloque 2 fue mas mucho mas debH0B7 y

D’=0.64, respectivamente).
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Tabla 4.17. Frecuencia genotipica y alélica y valerP para el andlisis del
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), en los 3 SNRsudiados del gen
CDA40L y el SNP de la secuencia Kozak del gen CD40

Gen SNP Genotipo N Frecuencia H-W
(frecuencia) alélica (P)
CD40 rs1883832 ccC 411 (0.51) C (0.71) 0.895
CT 332 (0.41) T (0.29)
TT 68 (0.08)
CD40L  rs3092952 AA 544 (0.67) A (0.82) 0.769
AG 243 (0.30) G (0.18)
GG 24 (0.03)
rs1126535 TT 568 (0.70) T (0.84) 0.583
TC 227 (0.28) C (0.16)
ccC 16 (0.02)
rs3092923 TT 649 (0.80) T (0.90) 0.750
TC 154 (0.19) C (0.10)
cC 8 (0.01)

A partir de un analisis preliminar realizado metkacomparacion
de medias (ANOVA), se detectaron asociaciones fgigtivas y/o
sugestivas entre el polimorfismo rs1883832 del @&40 con DMO
de caderaR=0.018) y columnaK=0.063) e, interesantemente, entre
el polimorfismo rs1126535 del ge@dD40L con DMO de columna
(P=0.040). En ambos casos, las mujeres con genotipmadgtraron
una menor masa 6sea que las mujeres de genotipo CT. Para
establecer el tipo de herencia que seguia cadaqdismo, se utilizd
el programa SNPStats el cual asigné un modelo denbia recesiva
para el polimorfismo rs188383ZD40 (P=0.004 yP=0.02 para
cadera y columna, respectivamente), siendo el gendT el recesivo
(ver frecuencias en Tabla 4.17). Para el polimaordisrs1126535
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(CD40L), el programa asigné6 un modelo de herencia dortenan
(P=0.01 para columna) para el genotipo TT (ver freciamnen Tabla
4.17). Siguiendo estos datos, las mujeres con gpen@QiC y CT se
agruparon (CC/CT) en ambos casos. Las principaescteristicas de
las 811 mujeres participantes en el estudio segtm @asificacion
genotipica para cada uno de los polimorfismos 13883 CD40 y
rs1126535 CD40L) se muestran en las Tablas 4.18 y 4.19,
respectivamente.

Como se puede observar en las Tablas 4.18 y 4.49sen
observaron diferencias significativas entre lasemag de genotipo TT
y las mujeres de genotipo CC/CT para las variablesminadas, a
excepcion del porcentaje de fumadoras que fue mayonujeres TT
que en las CC/CT en el polimorfismo rs1126535 dat GD40L
(Tabla 4.19). En cuanto a los parametros densitocnéf las mujeres
con genotipo TT para el polimorfismo rs1883832 deh CD40
mostraron una menor DMO (también para el Z-scamafoten cadera
como en columnaPR=0.005 yP=0.020, respectivamente). Ademas,
las mujeres TT para el polimorfismo rs1126535Cd 0L mostraron
una menor DMO en columna que las mujeres con gen@C+CT
(P=0.014, Tabla 4.19).
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Tabla 4.18. Datos antropométricos, bioquimicos, o8sey estado
menopausico de la poblacién estudiada de acuerdgealotipo del SNP
rs1883832 (CD40).

N rs1883832 €CD40) P
TT CCICT

Edad (afios) 811 53.8+6.1 52.7+6.6 0.257
Peso(kg) 811 66.8+10.2 66.2+11.0 0.301
Altura(cm) 811 158.1+6.1 157.6+6.2 0.533
IMC (kg/m ?) 811 26.8+4.2 26.6+4.3 0.651
C. Tabaco (%) 811 22.1 26.9 0.385

Estradiol (pg/ml) 768 15.1+£135 16.7+15.1 0.289
Uso THS (%) 811 41.2 33.5 0.229

Menop. quirdrgica (%) 811 30.8 26.5 0.466

Posmenopausicas (%) 811 94.1 87.2 0.120

PTH (pg/mL) 350 43.6+£13.1 45.3t14.4 0.510
CTx (ng/mL) 602 0.38+0.18 0.43+0.20 0.093
Calcio (mg/dL) 756 9.65+0.44 9.601£0.41 0.468
Fésforo (mg/dL) 756 3.65+£0.42 3.62+0.46 0.652
FA Total(U/L) 670 177.9440.7 169.4+40.7  0.139
25(0OH)D3 (ng/mL) 350 27.4%9.5 25.4+9.9 0.204
OPG (pg/mL) 350 88.3+30.5 97.0+44.6 0.193
DMO CF(g/cm?) 693 0.759+0.122 0.802+0.109 0.005
Z-score CF 693  -0.429+0.938 -0.095+0.901 0.007
DMO CL (g/cm?) 719 0.956+0.138 1.001+0.148 0.020
Z-score CL 719  -0.557+1.032 -0.221+1.226 0.036
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Tabla 4.19. Datos antropométricos, bioquimicos, o8sey estado
menopausico de la poblacién estudiada de acuerdgealotipo del SNP
rs1126535 (CD40L).

N rs1126535 CD40L) P
TT CCICT

Edad (afios) 811 52.7+6.3 52.8+7.0 0.805
Peso(kg) 811 66.4£10.5 65.8+11.9 0.213
Altura(cm) 811 157.7+6.2 157.6+6.2 0.788
IMC (kg/m ?) 811 26.8+4.2 26.5+4.6 0.379
C. Tabaco (%) 811 28.9 20.8 0.018
Estradiol (pg/ml) 768 16.4+£15.5 16.4+£12.6 0.333
Uso THS (%) 811 34.9 32.5 0.517
Menop. quirdrgica (%) 811 26.0 29.3 0.375
Posmenopausicas (%) 811 88.7 85.8 0.289
PTH (pg/mL) 350 45.7+14.2 44.1+£14.5 0.345
CTx (ng/mL) 602 0.42+0.19 0.43+0.21 0.749
Calcio (mg/dL) 756 9.62+0.41 9.561+0.41 0.101
Fésforo (mg/dL) 756 3.59+£0.45 3.67+0.46 0.109
FA Total(U/L) 670 170.2440.3 169.1+41.8 0.756
25(0OH)D3 (ng/mL) 350 25.5+10.1 25.619.6 0.793
OPG (pg/mL) 350 97.2+43.7 92.2+40.0 0.181
DMO CF(g/cm?) 693 0.796+0.109 0.805+0.114 0.333
Z-score CF 693  -0.156+0.892  -0.050+0.952 0.166
DMO CL (g/cm?) 719 0.989+0.143 1.018+0.156 0.014
Z-score CL 719  -0.338+1.170 -0.038+1.294 0.003
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Teniendo en cuenta que los ger@®40 y CD40L necesitan
interaccionar in vivo para llevar a cabo su funciologica y que,
segun los resultados previos, ambos genes parstamrelacionados
con la DMO, se plante6 el analisis de una posiitieraccion génica
entre ambos en relacion a estos fenotipos. Pava sl realiz6 un
analisis bifactorial (ANOVA factorial) entre el pwlorfismo
rs1883832 del gerCD40 y el polimorfismo rs1126535 del gen
CD40L Muy interesantemente, se detectd una asociacitbe ambos
polimorfismos y la DMO de caderaP£0.0020) y de columna
(P=0.0013) y con respecto a la Z-score=(.0001) de cadera y la Z-
score de columnaPE0.0001). Tal y como se ha descrito en muchos
trabajos, la edad, los afios desde la menopausMCeluso de terapia
hormonal y duracion, y el estatus de la menopagsia,parametros
que se relacionan significativamente con la DMOcdédera y de
columna. Asi pues, se realiz6 un analisis ANCOV&eelos fenotipos
DMOe de cadera y de columna y los Z-score de caddeacolumna
(parametro ya corregido por la edad) y los dosrmmofismos como
factores principales, usando como covariables lidss adesde la
menopausia, IMC, uso y tiempo de uso de la terbpranonal, y
estatus de la menopausia, junto con el tipo deitdemstro usado y
porcentaje de fumadoras ya que este Ultimo faatersignificativo

entre genotipos (Tabla 4.19).
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El analisis mostré que las mujeres con genotipop@ila ambos
polimorfismos presentaban un valor menor de DM@ y-score en
cadera que el resto de mujeres del estudio y festaa por las
covariables citadas (Figura 4.8), manteniéndoselusoc la
significacion después de aplicar la correccion damf&roni para
comparaciones multiples, a excepcion de las mugregenotipo TT
y CC/CT para el polimorfismo rs1883832 @®40y rs1126535 del
genCDA40L respectivamentd?E0.090; Figura 4.8-B) en el analisis de

la Z-score.
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Cuello Femoral Columna Lumbar
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Figura 4.8. DMOe (A) y Z-scores (B) de cadera ydeimna ajustadas por
edad (excepto en Z-scores), ADM, IMC, consumo dmcta estado
menopausico, tipo de densitometro y uso y durad@énTHS en nuestra
poblacion de acuerdo a los genotipos para el SNEB83832 en el gen
CD40 y rs1126535 en el gen CD40L. Los valores smdias + SEM. (A):
(a) P=0.008 vs. mujeres TT+TT y (b) P=0.046 vs.areg TT+TT y (B): (a)
P=0.090, (b) P=0.008, (c) P=0.005 vs. mujeres TTHI Td) P=0.005 vs.
mujeres TT+TT, en cada localizacion esqueléticas ta correccion de
Bonferroni para comparaciones mdltiples.

En cuanto al andlisis para la columna lumbar, lageras con
genotipo TT para ambos polimorfismos, mostraron meaor DMOe
y Z-score ajustadas que las mujeres con genoti@déCT para ambos
polimorfismos P=0.008 yP=0.005, respectivamente), tras aplicar la
correccion de Bonferroni (Figura 4.8). Cuando comapens las de

genotipo TT+TT con el resto de las mujeres, enaombs un
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significacion estadistica d@=0.0007 para la Z-score de cadera y de

P=0.007 para la Z-score de columna (datos no mostyado

Finalmente, se realizé un analisis de regresioriphéll ajustando

por edad, afios desde la menopausia, IMC, tipo deitdenetro, uso y

tiempo de uso de la terapia hormonal y estatusadednopausia y

porcentaje de fumadoras, para evaluar el riesggufte osteopenia u

osteoporosis tanto en cuello femoral como en codutambar (Tabla

4.20).

Tabla 4.20. Estimacion del riesgo de osteopeniasteaporosis en cuello
femoral y columna lumbar, ajustado por la edad, Ad&IC, consume de
tabaco, estatus menopdusico, tipo de densitémgtiep y duracion de THS,
de acuerdo al genotipo. La N se muestra entre pgasé

GENOTIPO* P OR 95% CI
Cuello Femoral

TT+TT (44) vs.TT + CC/CT (15) 0.019 5.39 1.32-22.03
TT+TT (44) vs.CCICT + TT (445) 0.005 2.79 1.36-5.76
TT+TT (44) vs CC/CT + CC/CT (189) 0.006 2.97 1.36-6.50
TT+TT (44) vs.ALL (649) 0.006 2.76 1.35-5.65
Columna Lumbar

TT+TT (48) vs.TT + CC/CT (15) 0.011 5.10 1.46-17.81
TT+TT (48) vs.CC/CT + TT (460) 0.055 2.08 0.98-4.39
TT+TT (48) vs CC/CT + CC/CT (196) 0.002 3.41 1.56-7.47
TT+TT (48) vs.ALL (671) 0.020 2.39 1.15-4.98

* El primer genotipo de cada par corresponde al SNP883832 (CD40) y

el Segundo al SNP rs1126535 (CD40L).
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En cadera, al comparar las mujeres de genotipo a&& pmbos
polimorfismos con las mujeres de los otros trepgsy se obtuvo un
odds ratiopara osteopenia/osteoporosis siempre mayor de(2.79-
5.39) (Tabla 4.20) y cuando se compard con todasmiajeres del
estudio (mujeres TT+TT vs. todas las demas), sevohinodds ratio
para osteopenia/osteoporosis de 2.76 (95%CI: 1&5-2=0.006).
En el caso de la columna, de nuevo, las mujerespdra ambos
polimorfismos mostraron un elevado riesgo de sudsteopenia u
osteoporosis pero, en este caso, solo cuando dearea las
comparaciones TT+TT vs. CC/CT+CC/CT, manteniénddae
significacion tras la aplicar la correccion de Bandni (P<0.00625;
dos fenotipos, 4 comparaciones).

En este estudio de riesgo se han incluido tantoemasij con
osteopenia como mujeres con osteoporosis debide dagpoblacion
solo incluye 30 casos de mujeres con osteoporosisadera de un
total de 693 con estudios densitométricos. No olbbstase realizd un
analisis de regresion multiple, ajustando por lasnmas covariables
indicadas anteriormente, para estimar el riesgmsteoporosis de
acuerdo con la OMS &2.5), mostrando unodds ratio para las
mujeres TT+TT, cuando se compararon con el restmuieres del
estudio, de 3.14 (95%IC: 1.073-9.20250.037) y de 2.09 (95%]C:

1.032-4.218P=0.041) para cadera y columna, respectivamente.
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4.1.9. Descripcion de la poblacion de mujeres pacipantes en el
estudio del efecto de CRi sobre el metabolismo Osgosistema

cardiovascular

El tratamiento fue bien tolerado y ninguna paciaitandoné el
estudio debido a algun tipo de efecto secundare.Thbla 4.21
presenta los datos clinicos y antropométricos basig las 82 mujeres
estudiadas.

Tabla 4.21 Caracteristicas antropométricas y clinicas basalds 82
mujeres posmenopausicas, 45 mujeres con tratam{Baimifemin) y 37 sin
tratamiento Los resultados se expresan como mediasviacion estandar
(DE).

SIN TRATAMIENTO REMIFEMIN

Datos antropométricos y clinicos

Edad (afios) 55.5+5.9 55.3+5.1
Ar“los desde la menopausia 10.4 +5.3 85+45
(afos)
IMC (kg/m 2) 26.8 £3.8 274+4.2
Cintura/cadera 0.8+0.1 0.8+0.1
Menarquia (afios) 122+15 13.0+1.6
Menopausia (afios) 47.8+4.7 49.1 +43.8
Menopausia quirdrgica (%) 25.0 27.9
Gestaciones 22+14 2619
Fumadora (%) 20.6 31.7
Tension sistélica (mmHg) 143.1+19.1 136.7 £21.7
Tension diastélica (mmHg) 84.0+10.8 82.2+10.9
Paréametros bioquimicos
Estradiol (pg/mL) 14.3 +10.7 17.9+135
Testosterona (ng/mL) 0.4+0.2 0.4+0.24
FSH (Ul 73,9+ 33,9 68,4 +32,2
PTH (pg/mL) 39.1+11.6 435+14.8
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Los valores basales de estradiol, testosterortd,yHSTH también
aparecen en la misma tabla. Los valores densitmogtde cadera y
columna (T-score y Z-score) que aparecen en laaT&l22 muestran
gue ambas poblaciones estudiadas tienen una adedeaditometria
de acuerdo a la edad media de esta poblacion. Nteexdiferencias
significativas entre el grupo tratado y el gruponteal para los
parametros presentados tanto en la Tabla 4.21 eont@ Tabla 4.22,

por lo que ambas poblaciones son comparables.

El resto de parametros bioquimicos incluidos emralitica de

rutina fueron normales (datos no presentados).

Tabla 4.22. Valores densitométricos basales deolalgrion estudiada.
Los resultados se expresan como media + DE.

No tratadas REMIFEMIN

DMO cadera (g/cnf) 0.82+£0.13 0.83+0.11
T cadera -0.7x1.1 -04+1.1
Z cadera 0.1x1.1 04+12

DMO columna (g/cnt) 1.04 +0.14 1.06 +0.13
T columna -0.7+x14 -05+£1.3
Z columna 0.1+x13 04+12

4.1.10. Efecto del CRi sobre el metabolismo 6seo

Ningun parametro bioquimico de metabolismo déseesento

diferencias significativas a los 3 meses entre @anbapos de
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tratamiento, excepto NTx y FA. En la Tabla 4.23psede ver los
valores de NTx y FA a los 3 meses (% respecto sdlphaSe observé
un descenso significativo (p<0.05) en los niveledNd'x en el grupo
tratado con Remifemin cuando se comparé con elognaptratado. La
FA presento un aumento significativo (p<0.05) ergelpo tratado

cuando se compard con el grupo no tratado.

Tabla 4.23. Efecto del tratamiento sobre paramettisquimicos de
metabolismo 6seo en la poblacion estudiada a lose3es (% respecto al
basal). Los valores se presentan como la media +'D < 0.05 entre Sin
tratamiento y Remifemin respecto al mismo tiempiwadamiento.

3 meses

Sin tratamiento Remifemin

NTx 123.7 £ 65.2 90.6 £33.3*
Ca total 99.7+ 438 100.8 £ 6.8
Ca/Cr 153.8+132.4 117.1 +47.3
FA 98.1+10.7 105.0+155*
Fosfato 105.2+14.8 99.8 +10.6
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4.1.11. Efecto del CRi sobre la diferenciacion deélulas pre-

osteoblastica (MC3T3-E1) y expresion génica

Como se ha comentado anteriormente, la fosfatasdiral es un
marcador de diferenciacion osteoblastica. Asi pseqlanted realizar
un estudian vitro para analizar si los sueros de mujeres tratachs o
con el CRi (Remifemin) influian en la produccionfdsfatasa alcalina

en cultivos de células preosteoblasticas (MC3T3-E1)

La Figura 4.9a muestra los valores de FA (% respaicbasal) en
cultivos de células MC3T3-E1 a las que se les @fadero de las
mujeres tratadas o sin tratar con vehiatllEM (sin inductores de
diferenciacion osteoblastica). No se apreciaronbiasnsignificativos
entre grupos a los 3 meses, aunque parece qua arittendencia a
aumentar los niveles de FA en las células cultivacian suero de
pacientes tratadas con Remifemin. EI mismo efeat dbservado
cuando se tratd a las células con suero de lasre@sujeatadas o sin
tratar con inductores de la diferenciacion ostesitda (Figura 4.9b).
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VEHICTLO

120 1 ® Remifemin
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o Sin tratamiento
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Basal 3 meses

BGF + ACIDO ASCOREBICO
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Figura 4.9. a) Niveles de FA en cultivos de céllWES3T3-E1 incubados
con sueros de pacientes tratadas o no tratadasry vahiculo ¢-MEM)
respecto al basal; b) niveles de FA en cultivos céddulas MC3T3-E1
incubados con sueros gacientes tratadas o no tratadas y con inductateda
diferenciacion osteoblastica respecto al basal.
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De acuerdo con estos resultados, cuando se compdos datos
de expresion del gen constitutivo GAPDH respecigeal de la FA no
se encontraron diferencias significativas (FA: #16 (Remifemin)
frente a 103 £ 9 (Sin tratamiento)) (Figura 4.10Cpmpoco se
encontraron cambios en la expresion de los gensaeocalcina ni
de Runx2 (Osteocalcina: 107 + 13 (Remifemin) frent4 + 11 (Sin
tratamiento); y Runx2: 110 + 17 (Remifemin) freatd 05 = 12 (Sin
tratamiento)). (Datos normalizados respecto a Ipresidn de
GAPDH)

FA
392 pb —>

o
450 pb

Figura 4.10. Productos obtenidos mediante RT-PCRlodegenes FA y
GAPDH por electroforesis en gel de agarosa. Larisigad de cada banda
se cuantific6 mediante el programa informético AsloBhotoshop 7.0,
usando la funcién histograma.

4.1.12. Efecto del CRi sobre el perfil lipidico yds niveles de IL6

Para el estudio del efecto del CRi sobre el sisteandiovascular,
se analizo el efecto del CRi sobre los nivelesLd@, Icomo marcador
inflamatorio, y el perfil lipidico en el suero deujares tratadas y no
tratadas con CRi a los 3y 6 meses (Figura 4.Hhlar4.24.).
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® Remifemin

1.8 - o Sin tratamiento
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3 meses 6 me:

Figura 4.11. Efecto de CRi sobre los niveles série IL-6 para el grupo
tratado y control a los 3 y 6 meses respecto ahbas

Tabla 4.24. Efecto del CRi sobre el perfil lipidiaolos 3 y 6 meses (%
respecto al basal). Los valores se presentan dameedia + DE.

3 meses 6 meses

Sin tratamiento Remifemin Sin tratamiento Remifemin

Colesterol 104.9+15.0 103.1+12.2 102.0+11.2 99.6 £16.0
Triglicéridos 113.8 +40.4 102.7 £31.9 105.6 + 26.6 99.5+343
HDL 102.8 +14.7 103.4+14.7 103.2+11.1 100.7 £ 17.7
LDL 105.5+18.5 99.6 £25.2 101.8 +145 100.5 +24.6

En ambos casos no se observaron diferencias sighivks a los 3

meses ni a los 6 meses entre ambos grupos de sujerestabilidad
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del perfil lipidico se mantuvo en cada grupo admd del estudio
(Tabla 4.24.).

4.1.13. Efecto del CRi sobre la produccion de prasticlina en
células HUVEC

La figura 4.12. muestra los niveles de 6-ceto-agiandina
(% respecto al basafroducidos por las células HUVEC tras la
adicién de suero de pacientes de cada grupo. lveteride 6-ceto-
prostaglandina #& no presentaron cambios significativos entre el
grupo control y el grupo tratado a los 3 meses hwsa6 meses.
Tampoco se vieron cambios significativos al comipeoa los niveles

basales.

180 97 « Remifemin o Sin tratamiento
160 -

140 A
2 120 -
100 A

asal

(% respecto al

6-ceto-prostaglandina Flalfa

N A O ®
O O O O O
1 1 1 1

basal 3 meses 6 meses

Figura 4.12. Produccion de 6-ceto-prostaglanding Fpor células
HUVEC en presencia de suero de pacientes tratadaso acon
Remifemin.
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4.2. ESTUDIO EN MODELO ANIMAL
4.2.1. Efecto de la ovariectomia y de la administcgon de
agonistas del receptor de estrégenos sobre el siste inmune y

sobre el metabolismo 6seo en el raton.

4.2.1.1. Efecto sobre parametros fisicos

El efecto de la ovariectomia y de la administradii@ agonistas
del receptor de estrogenos (estradiol, raloxifemyeyisteina) sobre el
peso del animal y sobre la relacion entre el pedaigtro y peso del

timo respecto al peso del animal se muestra eiglad4.13.

C Peso del raton (g)
m Peso Utero/ratén (mg/g x10)
e Peso timo/raton (mg/g x 10)

Figura 4.13. Peso del ratén al final del experinent relacién entre los
pesos del Utero y del timo respecto al peso déhrafada barra representa
la media + SEM. a P < 0.0001 vs SHAM; b P < 0.81SHAM; c P < 0.05
vs OVX; d P <0.0001 vs OVX; e P <0.05 vs OVX.
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En el momento del sacrificio de los animales, acobservaron
diferencias significativas respecto al peso enitrgr@gpo SHAM vy el
grupo OVX. Sin embargo, se observé una marcaddiatuberina
(P<0.0001; Figura 4.14.) al igual que una hipertrofial timo

(P<0.01) como consecuencia de la ovariectomia.

vV LU

SHAM OVX E2 RAL GEN

Figura 4.14. Imagenes representativas de los Utedes cada grupo
experimental. SHAM, ratones falsamente operados;X,0OVatones
ovariectomizados; E2, ratones OVX tratados conaesdt; RAL, ratones
OVX tratados con raloxifeno; GEN, ratones OVX tdats con genisteina.

Cuando se analiz6 el efecto de la administrac®magbnistas del
receptor de estrégenos, se observé que el pesosdeatones fue
mayor en el grupo GEN con respecto al grupo OWPX0(05). Todos
los tratamientos aumentaron el peso del Utero cés@d grupo OVX
(E2: P<0.0001; RAL:P<0.0001; GENP<0.05; Figuras 4.13. y 4.14.).
Solo el grupo E2 recuperé el tamafo original deraitLos grupos
RAL y GEN, pese a presentar un aumento en el pesoit@ro
respecto a OVX, se mantuvieron por debajo del g&igdM (ambos,
P<0.01).
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En cuanto al tamafio del timo, los grupos E2 y RAdstraron una
correccion de la hipertrofia timica inducida por daariectomia
respecto al grupo OVXPK0.05) mientras que el grupo GEN mostro
una tendencia unicament=0.08; Figura 4.13.).

4.2.1.2. Efecto sobre parametros séricos

El efecto de la ovariectomia y de la administradgi@iagonistas
del receptor de estrogenos sobre los parametrc®sée muestra en
la Tabla 4.25.

Tabla 4.25. Valores séricos de parametros bioguwmiide los ratones
SHAM, OVX, y OVX-tratados.

SHAM OVX E2 RAL GEN
Calcio 95:02 9901 9602 9902 9.20.1
(mg/dl)
FA (U/L) 607446 47.38.F 62.96.1 55463  56.87.3
TRAP
(mOD 80.865 91.684 76.857 87.6137  80.826
405nm/mL)
IL-6 8.8:15 12227 10222 9221 7.40.4
(pg/ml)
IFN-y

20421  17.422 18.817 14817  20.811
(pg/ml)
IL-2 10.6:1.1  11.61.2  11.204  13.40.8 16.0:0.9P°¢
pgim)
Pirdolinas .61 ,402 2802 2202 2.80.2
(mMI)

Los valores representan la media + SENP<0.05 vs. SHAM® P<0.05 vs.
OVX;© P<0.01 vs. E2¢ P<0.001 vs. SHAM

Cuatro semanas después de realizar la ovariectosga,
determinaron los niveles de calcio y se observo Igseratones del

grupo OVX presentaban mayores niveles de calciccséue los
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ratones del grupo SHAMPKO0.05), mientras que los de la actividad
fosfatasa alcalina fueron menor@sQ.05). En cuanto a los niveles de
TRAP, piridolina y diversas citoquinas estudiad&s6( IFN-y y IL-

2), no se observaron cambios inducidos por la egnmia.

Cuando se analizé el efecto de la administracioagimistas del
receptor de estrogenos, no se observaron difesesmaificativas en
cuanto a los niveles de calcio sérico y de FA eoseayrupos tratados
y el grupo SHAM (Tabla 4.25.). Los tratamientos paaco
modificaron los niveles de las citoquinas ensayadascepcion de la
IL-2 (Tabla 4.25.) cuyos niveles fueron mayoreseérgrupo RAL
(P<0.05 vs. SHAM) y en el grupo GENP£0.05 vs. OVX, yP<0.001
vs. SHAM).

4.2.1.3. Efecto sobre la proliferacion celular

Con el fin de evaluar la funcionalidad de las leéwdel bazo y de
la médula 6sea de los ratones con los distintamntientos, se
realizaron ensayos de proliferacion celuilarvitro en respuesta a

diferentes mitdgenos (Tabla 4.26.).
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Tabla 4.26. Proliferacion celular en bazo y méddlksea de los ratones
SHAM, OVX, y OVX-tratados. Los valores represefgamedia + SEM?
P<0.01 vs. SHAM® P<0.05 vs. OVX¢ P<0.05 vs. SHAM.

BAZO

SHAM OVX E2 RAL GEN
PHA (10 ug/ml)  1.08:0.02 1.1@0.03 1.030.05 1.040.04 1.180.06
PMA (10 ng/ml) 1.26t0.07 1.320.03 1.2%#0.05 1.160.04 1.170.0%
aCD3 (1ug/ml)

+0aCD28 1.3740.11 1.380.09 1.380.09 1.250.09 1.3%0.14
(0,2 pg/ml)

('\ggf]g/ml) 1226003 1.3%0.08 1.380.05 1.260.06 1.320.10

LPS (1pg/ml)  1.310.05 1.6%0.06 1.4%0.08 1.5%0.14 1.6@0.16

gelijrnetasona 0.68:0.04 0.680.05 0.560.0F 0.54:0.0¢ 0.510.0F
IFNY 1.00:0.02 1.030.04 0.9&0.04 0093002 1.080.04
(100 ng/ml)
MEDULA OSEA
SHAM  OVX E2 RAL GEN

PHA (10pg/ml) 1.28:0.05 1.280.07 1.3%0.08 1.280.07 1.340.08
PMA (10 ng/ml) 1.780.03 1.820.07 1.7%0.08 1.880.08 1.980.07
aCD3 (1 pg/ml)
+aCD28 1.080.02 1.140.04 1.1#0.02 1.080.02 1.020.03
(0,2 ug/ml)
MCSF

239003 2.640.17 249015 258019 2.6%0.13
(25 ng/ml)
LPS (lug/ml)  1.930.07 1.820.17 2.130.15 2.030.14 1.940.18
g'el":‘MmetaSO”a 0.770.02 0.720.02 0.790.03 0.8%0.04 0.7#0.03
IFNY

(100 ng/ml) 1.22¢t0.03 1.320.07 1.3#0.06 1.350.07 1.430.07
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Se observé que la ovariectomia indujo un aumenta eespuesta
proliferativa de las células del bazo cuando estimeladas con LPS
(P<0.01). Sin embrago este efecto no se observo rmbamar los
grupos tratados con el grupo SHAM (Tabla 4.26.). ®wm lado, las
células procedentes del bazo de los ratones dgupss RAL y GEN,
mostraron una disminucion en la proliferacion celién respuesta a
PMA respecto al grupo SHAMPKO0.05). Finalmente se observo que
la dexametasona 0.1 uM indujo apoptosis en todogrigpos tratados,
siendo este efecto mayor en los animales tratddosngpararlos con
el grupo SHAM P<0.05 para E2 y RAL yP<0.01 para GEN).
Cuando se utilizaron otros estimulos como KNanti-CD3+anti-
CD28, M-CSF o PHA, la respuesta proliferativa de ¢2lulas del
bazo se mantuvo inalterable tanto para la ovameiegt@omo para los
diferentes tratamientos.

La tasa de proliferacion celulan vitro para las células de la
médula 0sea en respuesta a los diferentes mitogeiiaados no se
vio afectada ni por la ovariectomia ni por la adstmcion de
agonistas de los receptor de estrogémabla 4.26).

4.2.1.4. Efecto sobre las subpobalciones celulards bazo y de
meédula Osea.

Con el objetivo de examinar los efectos que pravda
ovariectomia y la administracion de agonistas dateptor de
estrogenos sobre la hematopoyesis, se analizaa@élidas del bazo y

de la médula 6sea de los animales mediante cittana¢r flujo. El
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sistema nos diferencio claramente una region pdadraz® (R1) y dos
regiones (R1 y R2) para la médula que fueron aamddigz. La region
R1 contenia el mayor niumero de linfocitos/linfobdas mientras que

R2 contenia la mayoria de las células mieloidegufgi4.15.)

1023
1023

Fs

Forward Scatter

1023 1023

Side Scatter

Figura 4.15. Histogramas obtenidos mediante citofaetde flujo
representativos de bazo (A) y médula 6sea (B).elgidn R1 contiene el
mayor numero de linfocitos/linfoblastos en bazoégunta 6sea. La region
R2 contiene la mayoria de las células mieloides, daales son células
grandes con mayor proporcion de granulos intracaies que las células
de la regién R1. Mas del 85% de las células erelfidn R2 son positivas
para el anticuerpo CD11b que reconoce el recept@rapcomplemente
tipo-3, que es comun a todas las células mielomnitinas.

El nimero total de células en el grupo OVX se mamtu
inalterable tanto en el bazo como en la médula,dseaque se
observé una tendencia a aumentar, aproximadameh&0®&%. Todos
los grupos tratados mostraron una tendencia a wismel nimero
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total de células por bazo o por fémur debido alctefede Ila
ovariectomia, aunque solo el grupo E2 mostré unceateso
significativo < 0.05) en ambos 6rganos. Los ratones tratados no
mostraron diferencias respecto al grupo SHAM (tesiols no
mostrados).

En cuanto al fenotipo celular, el efecto de la momia en el

bazo no produjo ninguna modificaciéon (Tabla 4.27).

Tabla 4.27. Analisis mediante citometria de fluglds células de bazo de
ratones SHAM, OVX, y OVX-tratados en la Region I.

SHAM OVX E2 RAL GEN
% de células positivas
CD3 30.81.0 28.41.2 28.609 27.#0.9 26.51.1°

CD3+/CD4+ 18.6:1.0 17.81.1 16.80.8 16.20.6 16.%0.7
CD3+/CD8+ 12.30.5 11.30.6 11.40.3 11.205 10.30.4
CD11b 5.30.3 6.91.0 6.20.8 7.50.8 6.41.0
CD19 57.90.8 56.¥0.8 57.¢1.1 54919 57.20.9

Células totales positivas (x1%bazo)
CD3 6.7¢1,3  7,2+0.6 5.3+0.7 5,3+0.7 6,2+0.4
CD3+/CD4+ 3.810.7 4.5+0.4 3.2#0°4 3.3+0.3 3.810.3
CD3+/CD8+ 2.7+0.6  2.9+0.2 2.1+0.2 2.3+0.3 2.4+0.2
CD11b 1.2+0.3 1.6+0.2 1.2+0.1 1.6+0.3 1.5+0.3
CD19 12.5+2.7 14.2+1.0 10.9+T4 11.1+1.0 13.6+0.6

Los valores representan la media + SEM. El numetaltde células por
bazo se calculdé a partir del nimero total de c&utaas la lisis de las
células rojas y los porcentajes de las células tp@s obtenidas para cada
monoclonal (respecto a las células totales en dadgrama)? P<0.05 vs.
SHAM;® P<0.01 vs. SHAM: P<0.05 vs. OVX.

En el grupo E2 se observé una disminucion en lesleg de las

células totales positivas CD3+/CD4+ y de las cél@®19+ respecto
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al grupo OVX, al igual que el grupo RAL el cual tagn mostré una
disminucién de las células totales positivas CDBME respecto a
OVX. Ademas, los ratones RAL presentaron una digoidm en el
porcentaje de células CD3+<0.05), mientras que el grupo GEN
mostré una disminucién significativa en los poreged de todos los
tipos de células T respecto al grupo SHAM (CD3+4€Dy CD8+;
Tabla 4.27).

En cuanto a la médula 6sea, la ovariectomia prowacibios
destacables en el fenotipo celular. En la regiofoilile de la médula
Osea (Tabla 4.28), la ovariectomia indujo un deszem el porcentaje
de células CD3+R<0.05) y un aumento en el de células CD19+
(P<0.05). Sin embargo, para el total de las céldak se observé el
aumento de las células CD19+ y CD2P«(Q.05, para ambos)

Todos los ratones tratados mostraron un descensbpamncentaje
de células CD3+ respecto al grupo SHAM (EZ0.001; RAL,
P<0.01, GEN,P<0.001) al igual que un descenso en el numero total
de células por fémur comparado con los grupos O\BKQAM (Tabla
4.28). Ademas, los grupos E2 y RAL mostraron usandiucion en el
namero de células CD19+ totald®<(Q.01) respecto al grupo OVX,
mientras que solo el grupo E2 experimenté una disodn en el
namero de células CD25+ al compararlo con el g@QpX (P<0.05).
Finalmente, todos los grupos de ratones tratadcstramon niveles
bajos de células RANKL+P<0.01) respecto al grupo OVX (Tabla
4.28).
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Tabla 4.28. Analisis mediante citometria de fluglds células de médula
Osea en la region linfoide de ratones SHAM, OVX\W@ratados (Region
RI).

SHAM OVX E2 RAL GEN
% de células positivas
CD3 7.2405 5202 4.904 520F 4302
CD11b 27.0:.3.5 24.36.0 33.84.3 34.957 32.96.6
CD19 23.1+1.7 31.43.1° 29.83.1 27.83.6 33.83.4
CD25 17.0t0.7 24.%4.4 23322 29.642 30.36.7
RANKL 2.8:0.4 3.20.2 2803 3.203 2.20.2
Células totales positivas (x10médula 6sea)
CD3 2.6+0.7 2.5+0.3 1.2+0% 1.3+0.f* 1.5+0.7°
CD11b 8.4+1.2 10.5+1.3 7.6+1.3 8.6+1.6 9.7+0.8
CD19 7.6+1.6 15.9+31 6.8t1.0 6.7+0.9 11.3+1.7
CD25 58+1.1 9.9+12 55+1.6 7.3t1.2  9.1+0.9
RANKL 0.9+0.2 1.5+0.2 0.6+0%1 0.8+0.f 0.8+0.f

Los valores representan la media £ SEM. El numetaltde células de la
médula ésea por fémur se calculé a partir del ntovtetal de células tras la
lisis de las células rojas y los porcentajes dedéhilas positivas obtenidas
para cada monoclonal (respecto a las células tetale cada histograma).

? P<0.05 vs. SHAM? P<0.001 vs. SHAM: P<0.01 vs. SHAM? P<0.01 vs.
OVX;®P<0.05 vs. OVX.

La ovariectomia y los tratamientos afectaron abfipo de las
células de la region mieloide (R2) pero en menadgr(datos no
mostrados). No se observaron diferencias signifiaaten el nimero
total de células, solo una disminucion en el pdajende células
CD3+ (P<0.05) en el grupo RAL cuando se compard con eparu
SHAM, y un aumento en el porcentaje de células GDPs0.05) en
el grupo OVX 'y E2 respecto al grupo SHAM (datosmustrados).
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4.2.1.5. Efecto sobre la expresion génica

A partir del ARN total extraido de células de médasea y
mediante RT-PCRs semicuantitativas, se analizaosnniveles de
expresion del ARNm de diversos genes (Figura 4.16).

148 1 a SCatguina K HRmx2 EORG

1.20

=
3
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Gen / GAPDH
- -
T &

a2

Figura 4.16. Niveles de expresion del ARNm a pal#i médula dsea de
ratones SHAM, OVX, y OVX-tratados mediante RT-P&Ricuantitativa a
las 4 semanas de empezar los distintos tratamiehtos valores son la
media + SEM y representan la intensidad de la badddromuro de etidio
de dos experimentos RT-PCR diferentes cuantificagagdo la funcion
histograma del software Adobe PhotoShop. Cada garmoamalizé respecto
a la expresion de un gen constitutivo (GAPDP)<0.05 vs. SHAM?
P<0.01 vs. SHAM.

Tras cuatro semanas de tratamiento, se obsengdeuado nivel
de expresion de la catepsina K tanto en el grup&X @dmo en el

grupo GEN respecto al grupo SHAM, sin embargo nolsservo
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dicho efecto en los grupos E2 y RAL. Sorprendenteejela
ovariectomia provoco una disminucion en la expredigl gen Runx2.
Finalmente, la ovariectomia y el tratamiento coonégtas del receptor
de estr6genos no afectaron a la expresion del desgenes estudiados
como RANKL y OPG (Figura 4.16.) o CD25, TRAP, osi@oina, o

IFN-y (datos no mostrados).

4.2.2. Efecto de la ovariectomia y de la administcégdn de
agonistas del receptor de estrégenos sobre la miesiructura 6sea
en al raton
4.2.2.1. Efecto sobre el hueso trabecular

Tras realizar la ovariectomia a los ratones y agtnarles durante
4 semanas distintos agonistas del receptor de gesind como
estradiol, raloxifeno y genisteina, se realiz6 umiligis de la
microestructura 6sea de los fémures mediante rommgrafia axial
computerizada (micro-TAC). La Figura 4.17. muestgunas
imagenes representativas de la region femoral zaaki mediante
micro-TC. Se puede observar como las diferencials @equitectura
trabecular entre grupos son evidentes y que todssgtupos de
ratones tratados mejoraron la microestructura agea indujo la

ovariectomia.
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Figura 4.17. Detalles en 3-D del fémur de los dists grupos de ratones
analizados mediante u-TC. La region roja es huestioal y la amarilla es
hueso trabecular.

El analisis de los datos se muestra en la Figut8. 4Zomo se
puede observar en la figura, la ovariectomia diagérel numero de
trabéculas (Th.N) y el grosor medio tridimensiodallas trabéculas
(Th.Th) aproximadamente un 23%<0.01) y un 11% K<0.001),
respectivamente, cuando se comparé con el grupovBiAaumento
la separacion trabecular (Th.Sp) un 9% (p <0.08§urei 4.18, A, C, y
E).

Otros efectos adicionales inducidos por la ovasi®éa fueron una
disminucion del 25% del porcentaje de volumen deshurabecular
(BVITV) (P<0.01, Figura 4.18, B), y un aumento del 11% efa&tbr
de patron trabecular (Th.Pfp€0.01), sugiriendo una estructura con

menor conectividad trabecular (Figura 4.18, D).
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Figura 4.18. Efectos de la ovariectomia y de loatamientos sobre
parametros de la microestructura 0sea trabeculars kalores son la media
+ SEM. % P<0.05 vs SHAM?: P<0.01 vs SHAM®: P<0.001 vs SHAM

P<0.05 vs OVX?: P<0.01 vs OVX?% P<0.0001 vs OVX.
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No se observaron diferencias significativas respettindice de
modelo estructural (SMI) (Figura 4.18, F), una &alé que cuantifica
la prevalencia relativa de las trabéculas en fadmalaca o en forma
de tubo en una estructura 3D del hueso trabecular.

Respecto a los tratamientos, los datos referemtgaupo RAL y
SHAM fueron similares (Figura 4.18), excepto patainglice de
modelo estructural (SMI), el cual fue ligeramentenor para el grupo
RAL (P<0.05). Sin embargo, los ratones tratados con RAktraron
diferencias en todos los pardametros respecto apogr@®VX,
demostrando claramente que este compuesto inhibiguer cambio
provocado por la ovariectomia en el hueso trabe¢hbilgura 3.14). El
efecto de la administracion de E2 y GEN fue difege(Figura 4.18).
El estradiol previno los cambios inducidos por Vargectomia tanto
en el grosor medio tridimensional de las trabécu(@a®.Th)
(P<0.0001) como en el factor de patrén trabecularRf)b(P<0.05),
pero no previno los cambios en el numero de trdagcib.N), en la
separacion trabecular (Th.Sp) o en el porcentajotienen de hueso
trabecular (BV/TV). Respecto a la genisteina (GEM}e compuesto
fue incapaz de corregir cualquier cambio inducidolp ovariectomia
(Figura 4.18).

4.2.2.2. Efectos sobre el hueso cortical
En el caso del hueso cortical, al comparar el @rQ¥X con el
grupo SHAM, se observaron una serie de cambiosicidds por la

ovariectomia, en el perimetro periostal (Ct.Pe.Run) aumento del
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13.1%,P<0.01), en el indice de resistencia mecanica o entonde

inercia polar (MMI) (una disminucion del 13.4%x0.01) y en el area
de hueso cortical (B.Ar) (una disminucion del 8.2%<0.05) (Tabla

4.29).

Tabla 4.29. Efecto de la ovariectomia y del tramd con agonistas del
receptor de estrégenos sobre la microestructurahdelso cortical.

SHAM OVX E2 RAL GEN
?nt]-r'i;‘-Pm 4.95+0.27 4.93+0.17 5.04+0.16 5.02+0.18 5.30+0.09
%.::;.Pm 6.05+0.21 6.84+0.36 6.06+0.07 6.06+0.08 6.28+0.08
'(\fn'\:'#) 0.57+0.02 0.50+0.01 0.49+0.02 0.55+0.0f 0.53+0.02
gﬁg)h 0.13+0.01 0.12+0.01 0.13+0.01 0.14#0.01 0.12+0.01

(Bm'?‘r:z) 0.76+0.02 0.70+0.01 0.73+0.01 0.80+0.01 0.78+0.0%

Ct.En.Pm: perimetro endostal cortical, Ct.Pe.Pm:ripgetro periostal
cortical; MMI: media del momento polar de inerci€s.Th: grosor de la
seccion transversal; B.Ar. area de hueso media ds bkecciones
transversales®: P<0.05 vs SHAM’,’: P<0.01 vs SHAM P<0.05 vs OVX,
Y: P<0.01 vs OVX7 P<0.0001 vs OVX.

La administraciéon de RAL normalizé significativanieros tres
parametros anteriores, mientras que el E2 sdélo alanel perimetro
periostal (Ct.Pe.Pm)P&0.01), aunque se observé una tendencia a
prevenir el deterioro del area de hueso media de skcciones

transversales (B.Ar)PE0.06). La GEN neutralizd los cambios en el

207



Resultados

perimetro periostal (Ct.Pe.PnmB<0.05) y en el area de hueso media
de las secciones transversales (B.Rg(Q.0001) (Tabla 4.29).

4.2.2.3. Efecto sobre la densidad mineral Osea vaoietrica
(vDMO)

La ovariectomia resulté en una reduccion del 3B%(01) y del
4% (P<0.01) en la densidad mineral Osea volumétricaetralar
(vDMOtrab) y en la DMO volumétrica cortical (vDMQc)
respectivamente, un efecto que representd una rdision de la
DMO volumétrica total (vDMOt) del 32% aproximadarteen
(P<0.001) (Figura 4.19). Los diferentes agonistas reéekeptor de
estrogenos utilizados, previnieron la pérdida dear@sea trabecular
con diferente eficacia. Asi, el RAL bloque6 comaieénte la perdida
de hueso trabecular tras 4 semanas de tratamiBPr0Q01). Los
ratones tratados con E2 y GEN, mostraron una vDM©Oitntermedia
entre el grupo SHAM y OVX, indicando que estos coagtos
inhiben parcialmente la perdida 6sea trabeculagugi4.19.). Ningun
tratamiento inhibio la pérdida ésea cortical, angligrupo E2 casi

alcanzé una diferencia significativa respecto apgr OVX P=0.09).
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Figura 4.19. DMO volumétrica trabecular (vDMOtrabA), cortical
(vDMOc; B) y total (vDMOLt; C) en los ratones SHAKRVX, y OVX-
tratados. La vDMO fue determinada mediante micré&cTodmo se describe
en Material y Métodos. Los valores se expresan clamuoedia + SEM?
P<0.05 vs SHAM®: P<0.01 vs SHAM®:P<0.001 vs SHAM%P<0.0001 vs
SHAM;*:P<0.01vs OVX; y:P<0.0001 vs OVX.
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Respecto a la DMO volumeétrica total (vDMOL), el RAeutralizo
significativamente la pérdida de masa 6sea asoad@avariectomia.
No ocurrié lo mismo con la GEN. Respecto al E2e esimpuesto
exhibié un comportamiento intermedio, ya que indujoaumento del
21.4% en la vDMOt respecto al grupo OVX, y una dimrion del
14.6% respecto al grupo SHAM (Figura 4.19).

Tal y como se esperaba, se encontraron correkgientre los
valores de vDMOt y casi todos los pardmetros mstraeturales de
hueso trabecular. Asi, la vDMOt correlacioné puwaithente con
BV/TV (r = 0.62,P<0.001), Th.Th( = 0.60,P<0.001), y Th.Ni( =
0.59,P<0.001) y negativamente con Th.lP50.59,P<0.001) y SMI
(r =0.46,P<0.01).
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.1. Breve descripcion de la poblacion

La poblacion analizada en el presente trabajo essTDoctoral
esta compuesta mayoritariamente por mujeres pogéasitas (88%)
aunque también incluye mujeres pre y perimenopasisi&Esta
inclusion fue motivada por la necesidad de aumeptatamafo
poblacional y consecuentemente el poder estadisteconuestros
analisis. De todas formas, la inclusion de muj@@snenopausicas y
peri/premenopdusicas, asi como la inclusion de neslja las que se
les ha administrado terapia hormonal previa aldéstdensitométrico,
es una practica extendida y habitual en numeraabsajbs (loannidis
et al. 2004)por lo que esta aceptado siempre y cuando en Hissian
multivariados y en los analisis de regresion seteroplen estas
variables como variables de confusion o covarigbtesno __ ...
hecho en el presente trabajo de Tesis.

La poblacion estudiada en la presente Tesis egaobiacion de
mujeres sanas en general y en particular respesto estado 6seo
como puede apreciarse en las Tablas 4.3 y 4.4.0bkagion global
anicamente muestra una ligera osteopenia en coldombar (T-
score=-1.12), mostrando normalidad en cuello femora que el
estado 6seo estd determinado en gran medida poestaldo
menopausico, si  dividimos a la poblacibn en mujeres
posmenopausicas y peri/premenopausicas aprecidarasnente que
las mujeres que mantienen o que no han perdido letengente su
funcién ovarica presentan parametros 6seos clataemmaajores que

las mujeres posmenopausicas (Tabla 4.4). A pesastdediferencia,
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el grupo de mujeres posmenopausicas presenta adoe§seo muy
aceptable como lo muestran los T-scores para ctetioral (T=-
1.01) y de columna lumbar (T=-1.24). Sin duda atgeste estado
0seo saludable viene determinado fundamentalmeortéapedad de
las mujeres participantes y los afios transcurii@ssle la menopausia,
la gran mayoria de ellas en los primeros 12 afisdedi menopausia
(87.7%).

Nuestra poblacion de mujeres posmenopausicascestguesta
por un 28.1% de mujeres con menopausia quirungica 71.9% de
mujeres con menopausia natural. Dado que los esto8g son
determinantes en el estado 6seo y que la retirada fdincidn ovarica
en las mujeres sometidas a ovariectomia bilatesalirea retirada
brusca, se podria pensar que este diferente coanpertto respecto a
la proteccion estrogénica invalidase la comparad@&mambos grupos
de mujeres en este tipo de estudios genéticos. Quiede apreciarse
en la Tabla 4.5, no hubo diferencias entre la DMOcddera ni de
columna entre ambos grupos de mujeres segun etlépuenopausia
(natural/quirargica). Sin embargo la edad fue difée entre ambos
grupos P<0.001), lo cual parece una contradiccion ya qUeNED es
altamente dependiente de la edad (Tabla 4.6).igiséddad en cuanto
a estado 0seo, siendo mujeres que difieren endd, eg atribuyo al
hecho de que el grupo de mujeres con menopausidirgjaa
mostraron unos afios desde la menopausia signihca¢inte mayores
gue el grupo de menopausia natuRt{.05), con lo que se establece
una compensacion ya que este parametro tambiéneesivo

(afectando negativamente) respecto a la DMO (T4léla En cuanto a
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los demas parametros bioquimicos estudiados emb®sagrupos de
mujeres, Unicamente el nivel de calcio fue sigatfimmente
diferente, siendo algo mayor en el grupo de mersgaguirirgica.
Nuestro grupo previamente estudio el efecto del tp menopausia
sobre distintos parametros 0seos (Garcia-Péteal. 2004). La
conclusién principal fue que el tipo de menopauasiampone grandes
diferencias en cuanto a marcadores bioquimicogm®delado éseo,
como mostramos en el presente trabajo, por lo gu@dusion de
mujeres con menopausia quirdrgica en este tipctlelies genéticos

esta plenamente justificada.

5.2. Runx2 y masa 0sea

Se decidio estudiar la asociacion de polimorfisneos el gen
RUNX2 (Runt-related transcription factor)2lebido a que los ratones
deficientes en este gen muestran un bloqueo erifdaenkiacion
osteoblastica y diversos problemas 0seos (€ttd. 1997; Komoriet
al. 1997a). Igualmente, porque mutaciones en el gemaha causan
la displasia cleidocraneal (OMIM 119600), enfermbdatosémica
dominante caracterizada, entre otros rasgos, pEseptar ausencia
total o parcial de claviculas, fontanelas abiertadientes
supernumerarios y estatura corta (Mundédsal. 1997). Por ultimo,
trabajos previos habian relacionado polimorfisnmoggte gen y masa
0sea en el humano (Vaughah al. 2002; Vaughanret al. 2004c;
Doeckeet al. 2006).

En el presente trabajo se detecté que el polistadi-1025 T>C,

localizado en el promotor P2 del geUNX2,esta asociado a la DMO
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de cadera en una poblacion de mujeres espafofadéei al. 2010).
En esta poblacion, las mujeres portadoras del @€lgenotipos CC o
TC) para este polimorfismo, presentaban una mayd©DRle cadera
que las mujeres homocigotas para el alelo T, radelapor tanto, un
modelo de herencia dominante (analisis realizaddiange el
programa SNPstats) (So# al. 2006). Cuando se compar6 la DMO
para los diferentes grupos (TT vs. TC/CC) la difer@ se mantuvo
significativa £=0.006) incluso tras aplicar la exigente correcalén
Bonferroni para comparaciones mdultiple con los freBmorfismos
estudiadosK=0.017; 0.05/3).

Esta diferencia en la DMO de cadera se hizo muta® evidente
al realizar el analisis con las mujeres que prevamt valores de DMO
extremos (comparando los cuartiles de DMO mascaltda mas baja)
y se observé que la diferencia en la DMO de cadatee genotipos
fue mas evidente. Resaltar que, cuando se reatit® estudio de
cuartiles de DMOe, la asociacion del polimorfismtO& G>A con
DMOe de cuello femoral alcanzé una débil, pero ifgativa
diferencia P=0.049) con lo que se estaria replicando los ratudta
previos con este polimorfismo (Vaughahal. 2002; Vaugharet al.
2004c). Se desconoce la razén por la cual no stdetdsociacion
entre el polimorfismo -1025 T>C a DMOe de columaanque esto
podria reflejar la distinta composicion entre las dipos de hueso o,
incluso, una dependencia diferente en cuanto arleidnalidad del
osteoblasto mediada por Runx2

El presente estudio confirma los resultados peeviotenidos de

un estudio realizado con mujeres posmenopausicpafess de
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Barcelona, el cual describe una asociacion entrgokmorfismo -
1025 T>C y la DMO de cadera, siendo las mujereget®tipo TC las
gue mostraron mayor DMO de cadera respecto a Igsresucon
genotipo TT (Bustamantet al. 2007). Al igual que en este trabajo,
Bustamante y col. no detectaron asociacion depeditmorfismos a la
DMO de columna, lo cual refuerza nuestras invesiigees y analisis
(Bustamanteet al. 2007). Por otra parte, Bustamante y col.,
describieron que las mujeres con genotipo CC ptalsan unos
valores mas bajos de DMO que las mujeres con gendil y TC,
coincidiendo con los resultados obtenidos en undestrealizado en
una poblacibn de mujeres posmenopausicas de Khea et al.
2009). Segun este ultimo estudio, las mujeres elotgpo CC
presentan menor DMO en todas las localizacionesedgleleto,
aunque en este estudio los genotipos TT y TC neréif en cuanto a
DMO (Leeet al. 2009). No obstante, los datos de DMO de mujeres
con genotipo CC deberian manejarse e interpretaose mucha
precaucion y cautela ya que la frecuencia de majgeegenotipo CC
no alcanzdé el 1% en ninguna de las tres poblacigoes estamos
comparando en esta discusion (la nuestra, la catglda coreana), no
llegando en ninguno de los casos a una N = 10.

Casi con toda seguridad, el polimorfismo -1025 BeQGrata de un
polimorfismo funcional ya que la transicion T>C ywoa un aumento
en la transcripcion del geRUNX2 tal y como se ha demostrado en
experimentosin vitro usando el gen de la luciferasa como gen
indicador (Doeckeet al. 2006). Esta diferencia en cuanto a la tasa de

transcripcion podria explicar la elevada DMO obadev en las
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mujeres con genotipo TC/CC observada en el preserftajo (Pineda
et al. 2010) y en el de Bustamante y col. (Bustamanhtd. 2007). La
razon de este aumento en la tasa de transcripeibgeth parece ser
debido a que el cambio T>C en la region —1025 eel RUNX2
elimina la secuencia consenso de un sitio de yvada un represor de
la transcripcion, por lo que el cambio permitiria aumento en la
expresion en presencia del alelo C (Doeghkeal. 2006). Estos
resultados en experimentas vitro concuerdan con los datos

obtenidos del programa FastSNP_(http://fastsnp.&imesa.edu.tw),

el cual asignd6 un riesgo bajo-medio a los cambioduxidos por este
polimorfismo. Sin embargo, el aumento en los nivelel marcador de
actividad osteoblastica FA (Tabla 4.9) en mujeresgénotipo TT
parece contradecir esta hipdtesis. No conocemamzan de este
comportamiento de la FA, aunque los niveles simfdade CTx
(marcador de remodelado 6seo mucho més sensibl&adt total)
que existen entre grupos de acuerdo al genotigerisia la existencia
de un remodelado 6seo comparable.

En este estudio, no se detectd la asociacion ehpelimorfismo
+198 G>A y la DMO descrita previamente por otraspgs (Vaughan
et al. 2002; Vaughaet al. 2004c; Doecket al. 2006), pese a que este
polimorfismo esta en desequilibrio de ligamienta eb polimorfismo
-1025 T>C. En el presente estudio, sélo se detagtdtendencia a
tener mayores niveles de DMO, tanto en cadera @mmlumna, en
las mujeres de genotipo GA/AA respecto a las msjem genotipo
GG (veaseResultados Sin embargo, esta tendencia se observo en

mujeres con un IMC <26.3 kgfin contradiciendo los datos
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previamente publicados en los que se confirmals a&siciacion en
mujeres con IMC elevado (Vaughat al. 2004c). Se desconoce el
motivo de esta ausencia de asociacién aunque pesterarelacionada
con el hecho de que el polimorfismo +198 G>A noageste al
equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 4.8). El aniglide la poblacion
mediante el programa STRUCTURE demostré que lagodii de
estudio no muestra subestructuras, por lo quelsaesomo posible
causa del alejamiento de este equilibrio, hecho ppdria haber
impedido la deteccion de la asociacion del polimsord +198 G>A
con DMO, al propio sistema de deteccion del polfieoros +198
G>A. Para genotipar este polimorfismo Unicamente twee en
consideracion (al igual que Vaughahal. 2004c) a las mujeres de
genotipo 17Ala/17Ala y no a aquellas de genotip@la/a1Ala o
11Ala/11Ala (17.1% de la poblacion), ya que el @aldllAla ha
perdido el sitio de restriccion para el enziMgpAll y, por tanto, el
polimorfismo +198 G>A. Por este motivo no se hdizado en este
trabajo un analisis de haplotipos para estos dbs\@dismos. Si por
el contrario se considera el sistema como un pofismo con tres
alelos distintos (G, A, y 11Ala), el sistema sestgual equilibrio de
Hardy-WeinbergR=0.124, datos no mostrados).

Finalmente, cuando se seleccionaron mujeres donegade DMO
extremos (cuartiles altos o bajos de DMO) la asi@m del
polimorfismo +198 G>A con DMO de cadera llegé a ser
estadisticamente significativa, mostrando la rélacide este
polimorfismo con la DMO de cadera (Vaughetnal. 2002; Vaughan

et al. 2004c; Doeckeet al. 2006). Alternativamente, aunque el
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programa FastSNP asigné un riesgo bajo a mediolah@rfismo
17Ala>11Ala, probablemente debido a la reducciéraldainas y al
posible cambio conformacional en la proteina Rumx puede alterar
la capacidad de union a las secuencias, los daosste trabajo
confirman que este cambio no esta asociado con DV como se
habia publicado previamente (Vaugledral. 2004c).

Las mujeres de genotipo TC/CC que mostraban urvaddeDMO
también presentaron niveles mas bajos de FA y hés de calcio
total que las mujeres con menor DMO (genotipo TEgste
comportamiento es el esperado ya que los nivelesFAese
correlacionan negativamente con la DMO en cualgpiento del
esqueleto, estan elevados en mujeres osteoporgtE@®socian a un
elevado riesgo de fractura (Melton, Bt al. 1997; Garnercet al.
2000; Lips et al. 2001). Esos datos bioquimicos refuerzan los
resultados entre el genotipo y la DMO en la pobladile mujeres
estudiada en este trabajo.

Comentar por ultimo una observacion inesperadal earesente
estudio. De acuerdo con los resultados, las mujdeesggenotipo
TC/CC presentan valores méas altos en altura quemlgeres con
genotipo TT P=0.085). Esta tendencia podria tratarse de un Igallaz
casual aunque también podria estar relacionadausanasociacion
entre polimorfismos dRUNX2y la longitud de los huesos de la mano
o del fémur, tal y como describen algunos trabgitrsnakovet al.
2006; Ermako\et al. 2008).

En este estudio se han caracterizado tres nuevdsaciones

heterocigotas o variantes raras en el REINX2 Estas variantes raras
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han consistido en una insercién de 21 pb o en ideles de 21 o 15 pb
en la regién de poli-glutaminas (poli-Q) del germasionando la
inserciéon de 7 glutaminas o la delecion de 7 o laghinas en la
secuencia de la proteina Runx2. Las delecionesanoplodido ser
localizadas de forma precisa porque en la secuemaienal hay
duplicaciones de esos mismos 7 y 5 tripletes, otisjpenente,
inmediatamente a la derecha de la delecion subsiagmadh Figura 4.3.
De esta forma, la proteinas Runx2 para nuestrasrpas tienen 30,
18, 0 16 residuos de glutamina (30Q, 18Q, o 16Qugar de las 23Q
como en el caso de la proteina de individuos nasn@lundlost al.
1997). Estos cambios genotipicos no afectan a |®QI cadera ni a
la DMO de columna a juzgar por los parametros demstricos T-
score y Z-score. Unicamente una paciente mostré DIMO
compatible con osteoporosis en columna (T-scorz4),-aunque este
valor fue normal para la edad de la paciente cammohfirmo el Z-
score de la densitometria (-0.8). Ademas, estaantas genéticas no
se relacionaron con el fenotipo de la displasiadotzaneal, ni
siguiera en su forma mas benigna que puede proditeraciones en
los dientes o braquidactilia (Mundlesal. 1997).

La literatura describe un amplio rango de variaesoen la region
polyQ/polyA del gen, incluyendo inserciones, dalees Yy
mutaciones sin sentido que manifiestan fenotipacrehados con la
displasia cleidocraneal (Mundles al. 1997; Ottoet al. 1997). Pese a
ello, estudios realizados en una cohorte austealiEonmada por
individuos con fracturas, han descrito varianteasa30Q, 24Q y

16Q) en la zona de repeticiones de glutaminas qusenrelacionan
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con fenotipos asociados a la displasia cleidoctafy&ughanet al.
2002). La conclusion de los autores fue que estataiones o
variantes raras (presentes en el 0.9% de su pob)agueden
correlacionarse con una reduccion en la DMO y atonen el indice
y frecuencia de fracturas osteoporoticas (Vaugdtaa. 2002). En el
presente trabajo, se amplifico la regién polyQ/polgde 1366
cromosomas encontrando Unicamente las 3 variaesesiths aqui, lo
que representa una frecuencia del 0.2%, un pojeemacho menor
que el encontrado en la poblacién australiana (Naogt al. 2002).
Los datos del grupo de Vaughan y col., junto candatos aportados
en el presente estudio, indican que las insercigfe$as deleciones
son toleradas en la region polyQ del gen sin inddenotipos
asociados a la displasia cleidocraneal. Por ultieheefecto de estas
mutaciones o variantes raras sobre la DMO deberiastablecido en
el futuro, aunque en el caso de la poblacion estladen este trabajo
no manifestd cambios a nivel de la DMO.

Como conclusion, en el presente trabajo se hahcadp los
resultados obtenidos por otros estudios en lossqueescribe que el
polimorfismo funcional —1025 T>C del promotor P2 den RUNX2
esta asociado a la DMO de cadera. Sin embargoantas raras
encontradas en el dominio de poliglutaminas derdéema Runx2 y
que implican la insercion o la eliminacion de ghi@as, no provocan
cambios aparentes en la DMO ni se asocian con if&sot
relacionados con la displasia cleidocraneal.
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5.3.0CIL y masa Osea

Los datos obtenidos en el presente estudio muestza
asociacion del polimorfismo Asnl9Lys (C>G; rs16%4@%
localizado en el exdon 1 del g&CIL, con DMO en una poblacion de
mujeres posmenopausicas espafiolas. Las mujeresana@53 afios
con genotipo CG/GG mostraron, en modelos multinéems ajustados
por edad y IMC, un descenso del 5.6% en DMOe dereaddel 6.7%
en DMOe de columna con respecto a las mujeres detige CC.
Dado el bajo numero de individuos con genotipo GZ8%)
decidimos desestimarlo como grupo para el anasigrabajo. Este
polimorfismo explicd una varianza de la DMO en megemayores de
53 aflos de aproximadamente el 7%. Por otro lad@nalizar la
asociacion de este polimorfismo con DMO en el grdeomujeres
menores de 53 afos, no se observaron diferengiaidicgativas. Dado
el numero de participantes en este estudio, elssalcanz6 un poder
estadistico del 94% (para detectar un efecto debtge del 2% de
varianza de DMO), el cual disminuye al 70% cuaralpdblacion se
divide en dos grupos (segun la media de edad). garpde esta
disminucién del poder estadistico, los datos indgignificativamente
que el polimorfismo Asnl19Lys esta relacionado @mnbsa Osea en
este grupo de mujeres. La asociacion con el grupondjeres de
mayor edad, sugiere que el polimorfismo Asn19Lysaganportancia
en la segunda mitad de vida, una vez que el picoat® 6sea ha sido
alcanzado y el remodelado 6seo empieza a serrgligml proceso en
el metabolismo 0seo (Zaidi 2007). Esta hipotesiquemte mayor

relevancia cuando se habla en el contexto de kidnnnhibitoria de
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la diferenciacion y funcion osteoblastica de latgirma Ocil (Zhouet
al. 2001a; Huet al. 2004). Efectivamente, en cultivas vitro, Ocil
inhibe la osteoclastogénesis y es capaz asimismantibir la
produccion de un factor muy relevante en la osésboyénesis como
es el IFN por las células NK. Ademas, Ocil se expresa atliala B
previa estimulacion de CD40 (Kartsogianatsal. 2008; Roseret al.
2008). El efecto de la edad sobre la DMO en cadayrspo de
mujeres dependiendo del genotipo (CG+GG vs. CQusele ver en
la Figura 5.1. En ella se aprecia claramente qge plancipales
diferencias entre las mujeres CG+GG respecto aClaspara el
polimorfismo Asnl9Lys aparecen en una edad masatattha vez

sobrepasado el pico de masa 6sea.
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edad en mujeres CG+GG y CC segun el polimorfisnsod 8Lys.
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El presente trabajo es el primero que describesdaiacion de un
polimorfismo genético déOCIL con un rasgo humano cuantitativo
como es la masa 6sea. Una limitacion que presstaarabajo es que
esta realizado con una poblacibn compuesta solo mojeres
posmenopausicas, pese a ser una poblacion heteeogéncuanto a
edad y estatus 6seo. Seria muy valioso comprobkr asociacion
descrita entre el polimorfismo Asn19Lys y la maseadsegun la edad,
se produce también en hombres. Otra limitacionpdesente estudio
es gue, pese a la importancia de la vitamina Da phahueso, este
parametro no se puede utilizar como covariable studes de
regresion lineal debido a la falta de informacidarap algunas
participantes. Pese a ello, el analisis del presiabajo es robusto ya
que el andlisis de los datos se ajusté por ed&diCGe probablemente
las principales variables de confusion en estud®$MO. Por otra
parte, recientemente se ha descrito que el ratboiedge enOCIL
presenta osteopenia como consecuencia del maya@ragnactividad
de los osteoclastos y que la proteina Ocil colpaation RANKL,
sugiriendo mecanismos interrelacionados (Zheti al. 2001a;
Kartsogianniset al. 2008).

Del estudio de asociacion a DMO de los polimorbsmsn19Lys
y Leu23Val del gerOCIL solo se detectd asociacion a DMO con el
polimorfismo Asnl19Lys y no con el polimorfismo L&)2al pese a
encontrarse en desequilibrio de ligamiento, aunsgierata de un
desequilibrio de ligamiento débil (D”: 0.8¢% 22.9) debido a la gran
distancia que los separa (11105 pb segun la badatdse NCBI). De

acuerdo con este débil desequilibrio de ligamiernts analisis
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haplotipicos no aportaron mucha mas informacion gueue se
obtuvo del analisis por genotipos. Dentro del grum mujeres
mayores de 53 afos, los individuos con haplotipo €CCG

presentaban unos parametros 0seos mejores que uj@sesn con
haplotipo GC (Figura 4.6). Estos datos indicariae lka presencia del
alelo G en el polimorfismo rs16914640 (C>G; Asnl§lyel cual

codifica para el amino&cido lisina, estarian relaado con peor
calidad osea.

De acuerdo con la base de datos NCBI, existensddésrmas de la
proteina Ocil humana, y ambas presentan una asparag posicion
19 y una leucina en posicién 23 de la secuencia geoteina (Huet
al. 2004). Para la prediccion de las consecuenciaslogdedos
polimorfismos en la proteina Ocil, hemos utilizagto este trabajo el
servidor PolyPhen _ http://www.bork.emblheidelber¢PddyPhen
(Ramenskyet al. 2002) el cual combina predicciones basadas tanto e

la secuencia como en la estructura. La predicciéh sgrvidor
PolyPhen para los polimorfismos estudiados en teasbajo fue que
ambos eran polimorfismos benignos y, por tanto,afteraban el
fenotipo de la proteina. Sin embargo, el fenotpestimo Unicamente
por alineamiento de las secuencias y no por laiadsta. Para el
polimorfismo Asnl9Lys, el programa asigno un elevadlor para
PSIC @osition-Specific Independent Countto que indica que la
sustitucion estudiada raramente o nunca se obsmvéa familia
proteica y que por tanto, uno puede esperar unagpediccion. En lo
referente al polimorfismo Leu23Val SNP, la leuciZ8 esta

conservada tanto en la proteina Ocil humana comta enurina y
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también en las proteinas murinas de la familia dé @OCILrP1)
(Zhouet al. 2002). La sustitucion de Leu23 por Val no debesaiasar
grandes cambios estructurales en la proteina ya aumbos
aminoacidos comparten caracteristicas fisicoquinicmilares.
Ademas, existe otra proteina murina de la fam#igdil (mOCILrP2)
gue posee en esta posicion una valina, demostrando esta
sustitucion es tolerable.

En conclusion, el presente trabajo describe unaiason de un
polimorfismo no sinénimo (Asn19Lys) con DMO en nreg mayores
de 53 afios. Esta particular asociacion dependinta edad, deberia
ser relacionada con la capacidad inhibitoria querddeina Ocil tiene
sobre la diferenciacion y funcién osteoclasticandue no se tienen
datos al respecto, es posible que si el cambio stepdr Lys causa
alguna pérdida funcional en la proteina Ocil, esfiecto sea soélo
aparente durante los procesos metabdlicos quecsdesuen el hueso

a partir de una edad avanzada.

5.4. Polimorfismo en la secuencia Kozak del ge@D40y estado
0seo

El sistema CD40/CD40L es crucial para varias fumeso
importantes del sistema inmune. Ademas, recientemee ha
relacionado este sistema con la regulacién delboksano 6seo basal
tras la descripcion de algunos hechos muy relesamisi, se ha
descrito que los ratones deficientes en CD40 o CD#6nen
osteoporosis y reducida expresion de OPG, y qulida B es la

principal productora de OPG en el entorno de laut@edsea (Let al.
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2007). También se ha descrito que nifios afectadbsiddrome de
Hiper-lgM, una inmunodeficiencia primaria que cuecsa infecciones
de repeticion y diversos problemas en las funciateesa célula B,
tienen osteopenia (Lopez-Granaagbsl. 2007).

Sin embargo, el interés por estudiar este sistamal @resente
trabajo y su relacién con el hueso nacio antesulégarse todos estos
datos como consecuencia de que se habia desa@riiacén de algin
polimorfismo en el gel€D40 con enfermedades autoinmunes, como
la enfermedad de Graves (Jacobsbal. 2005).

Los datos del presente estudio mostraron una asooi del
polimorfismo rs1883832 (C>T), situado en la posicidl de la
secuencia consenso Kozak del geBp40, con DMO en una poblacién
de mujeres posmenopausicas. Las mujeres con genbiipg8.6 %)
presentaron una reduccion en los niveles de DMOsgpbeepasoé el
6%, tanto en cadera como en columna lumbar, cuseadmmpararon
con mujeres con genotipo CC o CT. Esta difereneiaagluce en que
estas mujeres tienen un doble riesgo de sufrir opstga u
osteoporosis que las mujeres con genotipo CC oGTifiosamente,
pese a observar esta disminucion en la DMO en lagres de
genotipo TT, no se encontraron diferencias siggifi@as entre
genotipos cuando se analizaron los marcadores ibncps de
metabolismo éseo (Tabla 4.14).

En la poblacién de estudio se incluyeron mujeresastieopenia y
osteoporosis. El motivo fue debido al reducido ninuke mujeres que
presentaban osteoporosis en cadera (27 mujeres, §eniotipo TT) o

en columna lumbar (111 mujeres, 14 con genotipa D) obstante,
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al realizar un analisis de regresion logisticastajudo por edad, peso
y altura, con este reducido grupo de mujeres,viadse detectd un
odds ratiode 3.87 (95% IC: 1.23-12.18=0.021) para osteoporosis
en cadera y de 1.61 (95% IC: 0.78-3.B40.199) para osteoporosis
en columna en el grupo de mujeres con genotipo TT.

El polimorfismo analizado en este trabajo, edtéasdio en la regiéon
funcional del genCD40, concretamente en la secuencia consenso
Kozak. Los efectos que causa esta mutacion a niadécular han
sido analizados en las células B, donde se obsgr@@isminucion de
la expresion del ge@D40 del 39.4% en los individuos de genotipo
TT cuando se compar6 con individuos de genotipoEXte efecto fue
debido a una menor eficiencia en la traducciono@sanet al. 2005).

Apoyando nuestros datos, dos estudios recientessheontrado
una asociacion entre el sistema CD40-CD40L y lailemipn del
metabolismo 6seo. En uno de esos trabajos se loescnmo los nifios
afectados por el sindrome Hiper-IgM, una inmunaikficia
provocada por mutaciones en el géB®40L, presentan osteopenia
ademés de una serie de anomalias en el sistemanenfuépez-
Granado%t al. 2007). Las células T activadas de estos nifilogesap
niveles normales de RANKL, sin embargo, no produédty debido
a una deficiente interaccion entre las células Tlay células
presentadoras de antigenos. Como resultado seceroda inhibicion
defectiva de la osteoclastogénesis que conduce apdaicion de
osteopenia (L6épez-Granadesal. 2007). En el segundo estudio, Liy
colaboradores (Let al. 2007), demostraron que las células B son la

mayor fuente de produccion de OPG, y que las clllaromueven la
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sintesisin vivo de OPG por las células B a través del sistema €D40
CD40L. Del mismo modo, y muy interesantemente, lagnes
deficientes en CD40 y CD40L presentan osteopenstgoporosis (Li
et al. 2007). Estos dos trabajos, que se comentaran xt&rssamente
en el siguiente epigrafe, constituyen un nuevo carmapierto al
estudio de la cooperacion entre las células T yoBiac elementos
cruciales en la regulacion de la homeostasis deddu

Este trabajo afiade, a estos previos, datos aderta asociacion
de polimorfismos el©€D40 con el riesgo de osteoporosis y osteopenia
en una poblacién normal de mujeres. Sin embarga linmtacion en
este trabajo es que se basa en el estudio de btecidn formada por
mujeres posmenopausicas. No obstante, se puedeaafgue los
resultados obtenidos son consistentes ya quetaedgaina poblacion
heterogénea en cuanto a la edad y al estatus BDsetmdos modos,
esta asociacion deberia ser estudiada tanto enrésndomo en
mujeres premenopausicas.

La relacion que existe entre una baja expresidD@#0 en células
de mujeres con genotipo TT con niveles bajos de DM@ aumento
del riesgo de sufrir osteopenia u osteoporosisencogoce muy bien.
Aunque se discutira con mayor detalle en el sigai@pigrafe, una
explicacion podria ser que la disminucion en laresign del gen
CD40 que presentan las mujeres con genotipo TT pudgirraocar
una disminucion en la produccion de OPG, un potititibidor de la
osteoclastogénesis (Simoredt al. 1997; Laceyet al. 1998), por las
células B (Liet al. 2007) u otro tipo de célula presentadora de

antigenos, o incluso por osteocitos u osteoblagtogue se sabe que
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estas células también expre€zib40 (Ahujaet al. 2003; Schrunet al.
2003). Por otro lado, se sabe que CD40 inhibe tptagis de los
osteocitos y de los osteoblastos (Ahejaal. 2003), por lo que una
disminucién en los niveles de CD40 podria estaucieshdo la vida
de estas células afectando, por tanto, al metabol&seo. Pese a todo
ello, lo que es evidente es que los niveles de GB¢gdesados por las
células B, por osteoblastos o por otras célulaganemplicados en la

regulacion del metabolismo 6seo.

5.5. Interaccion génica entreaCD40y CD40L y estado 6seo

En la presente Tesis, se han aportado datos adercaa posible
interaccion significativa entre polimorfismos des IgenesCD40 y
CD40L en cuanto a DMO y riesgo de sufrir osteoporogistaopenia.
Concretamente, las mujeres doblemente homocigeatasegd alelo T,
tanto para el polimorfismo rs1883832 del géb40 como para el
polimorfismo rs1126535 del ggbD40L, mostraron menor masa 6sea
tanto en cadera como en columna, aunque principadmen cadera,
gue las mujeres con otros genotipos para estosn@dismos.
Ademas, estas mujeres doblemente homocigotas paiele T de
ambos polimorfismos, mostraron un mayor riesgo d€rirs
osteopenia/osteoporosis que el resto de mujergeciainente en
cadera.

El interés por este sistema, aparte de por todexpuesto en el
epigrafe de lantroduccién surgié de la reciente descripcion por
nuestro grupo de una asociacion entre el polinmodiss1883832 del
gen CD40 con DMO (Pinedeet al. 2008b). Este polimorfismo esta
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localizado en la posicion —1 de la secuencia cats&ozak del gen
CD40y representa un polimorfismo funcional ya que agesque en
individuos con genotipo TT, los niveles de expnesié@ CD40 por las
células B son un 39.4% menores que los nivelesnzdckps por
individuos con genotipo CC (Jacobsetral. 2005).

En el presente trabajo se describe por primeraguezvariantes
genéticas comunes del gebD40L estan asociadas a DMO en
humanos. Concretamente, el polimorfismo rs1126%35enCD40L
mostré una asociacion con DMO, principalmente doropa (Tabla
4.19). En cuanto al riesgo potencial para estemmofismo sin6nimo
de sufrir osteopenia/osteoporosis, el programaSRHatasigné un
riesgo medio-bajo, ya que se sabe que puede akedsaregulacion
del splicing del geD40L

Como ya se ha comentado anteriormente, los nifextaafos por
el sindrome Hyper-IgM ligado al cromosoma X (XHIM)esentan
osteopenia (Lopez-Granadesal. 2007). Igualmente, las células T de
estos pacientes inducen una mayor osteoclastogeamasilas células
T de individuos normales pese a presentar una peaitunormal de
RANKL, lo cual indica una fuerte capacidad ostesttigénica en
estas células. Todo ello es debido, probablemarteincapacidad de
estas ceélulas de producir lirldomo consecuencia de una interaccion
deficiente entre las células T XHIM vy las célulaggentadoras de
antigenos (L6pez-Granades al. 2007). Por otro lado, los ratones
deficientes en CD40 y CD40L muestran osteoporggisia menor
produccion de OPG como consecuencia de nula cadatian

CD40-CD40L ya que es esta interaccion la que indaiggoduccion
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de OPG por las células B (lat al. 2007). Ademas, como se ha
comentado anteriormente, existen evidencias qugaapgue la mayor
produccion de OPG en médula 6sea es debida alldasc®, y de
acuerdo con ello, los ratones deficientes en celuBa sufren
osteoporosis y presentan una produccion deficaam®PG en médula
Osea (Liet al.2007).

Todos estos datos sugieren que el sistema CD40/CE40un
factor importante en la regulacion del metabolisGs®o basal, y
ademas indica que la cooperacion entre las célula$3 parece ser
crucial en la regulacion de la homeostasis 0sepegar de todos los
datos que se tienen sobre el tema, actualmenteitoda se conoce el
mecanismo potencial que podria explicar esta discion de DMO
observada en el grupo de mujeres con genotipo TT8Iiguiendo el
mecanismo propuesto para los ratones deficienteS0 el cual
describe una disminucién de la produccion de OPQgsocélulas B
(Li et al. 2007), seria razonable proponer un mecanismogasimpdra
explicar la disminucion de DMO en las mujeres TT m@imorfismo
rs1883832 del ger©D40, si realmente la OPG producida por las
células B de estas mujeres fuera menor debido anenar expresion
del genCD40 (Jacobsoret al. 2005). Aunque los niveles de OPG
sérica de estas mujeres TT es similar a la de lgsres con genotipo
CCICT para el polimorfismo rs1883832 (Tabla 4.18), se puede
descartar un mecanismo mediado por OPG sin cofegeoduccion
de OPG en la médula 6sea, lugar donde este inhigjeice su efecto.
Por este motivo seria conveniente realizar estuthositro para

clarificar la produccion de OPG por las células & rdujeres de
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ambos genotipos. Ademas, los osteocitos y los biststos podrian
ser células implicadas en este mecanismo ya goa demostrado que
estas células también expresan CD40 en su membiduoga et al.
2003; Schrumet al. 2003), y que la activacion de CD40 inhibe la
apoptosis de estas células (Ahwga al. 2003), por lo que una
disminucién en la expresion de CD40 podria redgicitiempo de vida
media y afectar a la homeostasis 6sea. Finalmgmte,forma similar
a lo que ocurre con los nifios con sindrome Hipbt;lgn estas
mujeres podria existir una deficiente interaccidtreecélulas T y B
debida a una menor expresiéon de la proteina CD@D40L, lo cual
llevaria a una menor produccion de {Fpor parte de las células T
provocando una mayor osteoclastogénesis, por lo egtie podria
explicar la disminucién en la DMO que presentaassiujeres.

En este trabajo, se describe una interaccion krgrgene< D40y
CD40L El programa utilizado para analizar la posiblecfanalidad
de los polimorfismos (FastSNP) (Ahwgaal. 2003; Yuaret al. 2006),
asigno al polimorfismo rs1126535 un riesgo bajo-imed que parece
estar relacionado con algunos elementos reguladiglesplicing por
lo que podria ser razonable suponer que dicho pdismo pudiera
ser funcional debido a ello. No obstante, no selpukescartar que la
asociacion de este polimorfismo con DMO sea unaemrencia de
una variacion funcional del gen si la interacciare ge describe en
este trabajo es real. Aunque es necesario real&tadiosn vitro para
determinar los niveles de CD40L en las células gusesl genotipo,
una disminucién en la expresion de CD40L en laslaglT como

consecuencia de una alteracion en el proceso degngpen mujeres
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homocigotas para el alelo T del polimorfismo rsB83%5 (CD40L),
podria explicar parte del mecanismo de forma simdh raton
deficiente en el ge@D40L (Ahujaet al. 2003; Liet al. 2007). Segun
esto, la mujer doble homocigota para el alelo Tapambos
polimorfismos mostraria menores niveles de CD40DA@. y, por
tanto, menor produccion de OPG por las células Boo los
osteoblastos, lo cual explicaria la baja masa ésesstas mujeres.
Como conclusion, los resultados obtenidos en esbajp sugieren
que la interaccion entre variantes genéticas engtwesCD40 y
CD40L desempefian un papel importante en la regulacida D&O,
y apoyan los resultados de otros trabajos anterigrépez-Granados
et al. 2007; Li et al. 2007) en los que también se defiende la
importancia del papel de las células T y B en laéwstasis basal del

hueso.

5.6. Estudio del efecto del extracto isopropandlicde Cimicifuga
racemosa (CRi) (Remifemin) sobre el metabolismo Gsey el
sistema cardiovascular

El uso del extracto isopropandlico del rizoma de QERI,
Remifemin®), en este estudio durante un periodaiel®po de 6
meses fue bien tolerado y seguro como corroboréaenpropias
pacientes. Ademas, no modific6 de forma sensibse dardmetros
analiticos de las mujeres a lo largo del estudato& no mostrados).
Dentro de esta constancia en los parametros biacpsrse incluye la
estabilidad en el perfil lipidico, a diferencia e observado en la

terapia con estrégenos que si varia este perfénfd, el tratamiento
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con el CRi (Remifemin) no se asocido a cambios enniveles de
hormonas reproductivas como FSH, LH, estradiol stosterona
(datos no mostrados). Esta informacion es impa@tgatque existe un
gran debate acerca del efecto de extractos de B &us niveles de
LH. Existe un estudio que describe una supresiobHipor parte de
CR (Dukeret al. 1991) mientras que otros dos estudios no apoyan es
informacion (Liskeet al. 2002; Wuttkeet al. 2006). El uso de un
extracto etandlico en el estudio discrepante podsiplicar esa
diferencia. De acuerdo con otros estudios, los lesvele FSH y
estradiol se mantienen sin variaciones a lo largdod 6 meses de
estudio.

Este estudio se basé en los denominados marcdsiompgmicos
especificos de remodelado 6seo (formacion y resorosea) para
analizar el efecto de sueros de mujeres tratadafkemifemin sobre
el metabolismo 6seo. Algunos de estos marcador@izanos en el
presente estudio fueron el NTx (fragmento aminoiteal de la
degradacion del colageno tipo 1) como indicadored®rcion Osea, y
la fosfatasa alcalina como marcador de formacioea.d6€n este
estudio, la reduccién observada a los 3 mesessamveles de NTx en
orina y el aumento de los niveles de FA en suermdjeres tratadas
con el CRi (Remifemin) respecto al basal, sugierefecto protector
contra el recambio 6seo acelerado que tiene lugaante la
menopausia. Estudios realizados en ratas con el (R&imifemin)
confirman este efecto positivo sobre la disminudéria perdida 6sea
(Nisslein & Freudenstein 2003).
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El mecanismo por el cual el CRi (Remifemin) limi
remodelado 6seo todavia se desconoce. Sin embarg@studio
experimental reciente aporta nuevos datos al respédemostrar que
el 25-acetilcimigenol xyropiranosido, un glicosidwmiterpenoide
aislado de CR, bloquea potentemente la osteockEstsgsin vitro
inducida por RANKL o TNFe, dos citoquinas que inducen
osteoclastogénesis y aumento de la resorcion &deaef al. 2007).
Mas informacién ha sido obtenida a partir de ostdio en el cual se
us6 el mismo tipo de extracto isopropandlico queitdizado en el
presente estudio, en cultivos de osteoblastos hasn@rierecket al.
2005). Apoyando nuestros datos, estos investigadareontraron un
efecto estimulador del extracto de CRi en el mdisino 0seo pero,
en este caso, debido a la produccion de osteogrotag una
citoquina que inhibe la osteoclastogénesis y quer@ducida por los
propios osteoblastos y las células B. Probablemehtefecto de la
osteoprotegerina en la osteoclastogénesis poddrie8uyendo en la
reduccion de la actividad del remodelado 0seo @hderen nuestro

estudio, pero no disponemos de datos al respecto.

Los detalles moleculares implicados en el mecanigenaccion de
CR sobre el hueso son completamente desconocigiste in debate
sobre una hipotética actividad estrogénica de Xtsae&os de CR. En
un principio se creyd que los extractos de CR coate
formononetina, una isoflavona existente en la padétea de la planta.
Los primeros extractos utilizados no eran estanddos v,
posiblemente, podrian tener contaminantes de |t @@rea de la

planta que, probablemente, eran los que teniardracstrogénica.
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Cuando se empezaron a usar extractos estandarizéelo€R
(etandlico o isopropandlico) se vié que realmente existian

isoflavonas en los extractos (Borratial. 2003).

Actualmente, experimentos realizados para estlaliafinidad del
extracto etandlico de CR por los receptores de 6gmstos
recombinantes humanos (ER) demuestran la no afifndalos ER o
ERB (Jarryet al. 2003). Sin embargo, se demostr6 afinidad de CR por
receptores de estrogenos citosélicos de endometitp humano
como porcino. Todo esto hace pensar que el mecardenaccion de
CR es todavia desconocido pero que cabe la pdsibille que CR
contenga sustancias, todavia desconocidas, quéetiea unirse a
sitios de unidon de estrogenos diferentes a loss BRER3. Se ha
postulado la posibilidad de que actien via proteida union a
estrogenos o bien la existencia de un tercer ERyJER que podrian
unirse compuestos de CR. Nosotros no podemos tksoarposible
agonismo estrogénico en nuestro extracto isoprdicargunque la no
variacion de los niveles séricos de FSH en la pofmtatratada con

Remifemin limita esta hipétesis.

Existen algunos estudios en los que se demuestra)dractos de
CR etandlico tienen un efecto positivo en los sirae vasomotores de
la menopausia y a nivel del recambio 6seo ya quiengsn la
actividad de los osteoblastos. Sin embargo, noceproliferacion
endometrial. La explicaciéon que se podria dar ém e&sso es que CR
contiene sustancias llamadas SERMs (moduladorestis®ls de los

receptores de estrogenos), es decir, sustanciagrquecan un efecto
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estrogénico en algunos 6rganos (hueso) pero notras ¢atero,
mama) (Wuttkeet al. 2003a; Seidlova-Wuttket al. 2003a; Wuttkeet
al. 2003b; Seidlova-Wuttket al. 2003b). Por todo ello, el mecanismo

de accidn de la CR es todavia desconocido y complej

Para intentar conocer el mecanismo de accion dalhcs
isopropandlico de CR, en el presente trabajo dedituna linea
celular pre-osteoblastica de raton (MC3T3-E1). &6 de osteoblastos
es de especial interés en el area actual de igaegin sobre la
osteoporosis desde que se descubrio la capacidadifeientes
sustancias de activar a estas células. Apoyandopegpuesta, datos
obtenidos en estudios previos con el extracto tgzgrdlico de CR
sugieren que los osteoblastos parecen ser sensble®R y que
reaccionan aumentando la sintesis de osteoprategegi®©PG),
osteocalcina (OC) y fosfatasa alcalina (FA), toeldss indicadores de
formacion 6sea (Viereoht al. 2005). Ademas se uso suero de mujeres
tratadas con CR como agente estimulante de losldattos en lugar
de usar directamente el extracto de CR. El intdesste modelo
experimental, usado previamente de forma exitosa@sotros y otros
investigadores (Mikkoleet al. 1996; Garcia-Martinezt al. 2003),
reside en que reproduce de forma muy similar laglicmnes que
suceden en el ambiente fisiologico. El proceso h@izo que sufre la
compleja mezcla de componentes de CR en el higadmuce
probablemente una serie de metabolitos bastanézedibs de los
iniciales. Asi pues, las células diana del orgaaigstaran expuestas
al efecto de estos metabolitos y no al de los ca@siopg iniciales del

extracto. Realmente no se conoce la mezcla firmlltente de estos

239



Discosi

metabolitos, pero utilizando el suero de mujerasattas estaremos

simulado la situacién real.

En este estudio, el suero de pacientes tratadaselcextracto
isopropandlico de CR (Remifemin) y con inductoreg ¢a
diferenciacion  osteoblastica no estimulo la diferacion
osteoblastica medida como niveles de FA en el extraelular, a
diferencia de los cambios encontrados en los révd#eFA en el suero
de las mujeres. Ademas, para comprobar si los widtzb de CR
existentes en el suero de las mujeres tratadascapmtes de activar
genes implicados en la diferenciacion / funcioneoBlastica, se
realizaron experimentos de RT-PCR para analizacti@acion de los
genes de I&A, osteocalcina y RUNXZFA, osteocalcina y RUNX2
son genes especificos de actividad osteoblastica.s&l detecto
activacion del gen de la FA en los cultivos conrguge mujeres
tratadas. Tampoco se encontrd activacion de lossgeteocalcina o
RUNX2 No se dispone de una explicacion clara paraderelpancia
encontrada entre los resultados obtenidos parA kenFel suero de las
mujeres Yy los obtenidos para el extracto celulasibfemente uno de
los motivos para esta diferencia sea el origen moude las células
MC3T3-EL1.

Respecto al sistema vascular, de acuerdo con tos da que se
dispone, este es el primer estudio dirigido a éstuel efecto de
Remifemin sobre células endoteliales. Pese a kdtaglos negativos
obtenidos, este estudio es de gran importanciavpoas razones.

Primero, debido a la alta prevalencia de enfermesiad
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cardiovasculares, en donde la aterosclerosis es prelceso
fisiopatoldgico clave, y segundo, porque la infocia obtenida nos
amplia el conocimiento de si existe similitud ergtefecto de CR y el

efecto de los estrogenos sobre el sistema cardiolzas

La aterosclerosis esta considerada actualment® comproceso
inflamatorio (Ross 1999; Tedgui & Mallat 2006). HEicio de la
aterosclerosis va unido a la disfuncion endotelimbceso que va
seguido de la expresion de moléculas de adhespor yna serie de
eventos subsecuentes implicados en la progresida defermedad.
La regulacion del funcionamiento correcto del ealiotdepende de
diferentes mecanismos donde el 6xido nitrico yplastaciclinas son
dos agentes importantes. Ambos mediadores actuealmente
promoviendo la relajacion vascular y el efecto agregante
plaquetario (Luscher & Noll 1995; Hermenegiléd al. 2006). La
persistente inhibicion de la produccién de prostaris favorece el
desarrollo de la placa de ateroma, como se harowadb en modelos
animales (Todak&t al. 1999). Esta es la razon por la que se le da
tanta importancia en la literatura al efecto de ésgrdogenos en la
produccion de prostaciclinas (Hermenegiédal. 2006) y, de acuerdo

con esto, la importancia de nuestro estudio.

La falta de resultados positivos en nuestro estadgiere, por un
lado, un efecto neutral del CRi (Remifemin) sobtemecanismo
fisiologico de la produccion de prostaciclinas éremrdotelio. Estos
datos pueden ser usados para concluir negativamentposible

agonismo estrogénico de Remifemin sobre las céardsteliales. Se
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sabe que las células HUVEC expresan receptorestdigenos: y
(Venkov et al. 1996), actuando tanto por mecanismos genomicos
como no gendmicos (Venkat al. 1996; Cheret al. 1999), asi como
sitios de union en membrana para estradiol (Russall 2000). Tanto
mecanismos dependientes como independientes dedeptores de
estrdgenos se ha visto que estan relacionadosacprotiuccion de
prostaciclinas en el endotelio y, de acuerdo casinas datos, parece
ser que ninguno de estos mecanismos es estimutadel gxtracto

isopropandlico de CR (Remifemin).

Apoyando los datos obtenidom vitro, no se encontraron
evidencias de que Remifemin modifique el perfilidipo ni los
niveles de IL-6, como marcador inflamatorio, ensekero de las
mujeres posmenopausicas, por lo que CRi no tieedceekobre estos

marcadores de riesgo cardiovascular.

Se sabe que el tipo de alcohol utilizado para recgso de
extraccion (principalmente isopropanol o etanol) wa patron de
bandas cromatogréaficas que no se solapan totalnigresau et al.
2002). Por lo tanto, no podemos descartar que laassoede otros tipos
de extractos de CR se puedan alcanzar otros ddeyendes a los

obtenidos en este estudio con el extracto isoprjgande CR.
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5.7. Efecto de la ovariectomia y de la administrag@n de agonistas
del receptor de estrogenos sobre el sistema inmunedseo del
raton

Uno de los principales resultados observados ermpresente
estudio es que la modulacion del receptor de emtaxymediante la
administracion de los agonistagBigstradiol, raloxifeno y genisteina,
opera de forma similar, aunque con diferentes es/ale eficacia,
sobre los efectos que la deficiencia de estréggmosoca en el
sistema inmune. Los datos obtenidos también apuhtmia la
necesidad de ajustar las dosis administradas deadosistas del
receptor de estrogenos para evitar, no solo ladefegonistas en el
atero, sino también la inmunosupresién como la aigoidn de los
niveles de células T que se describe en la pre3esis.

Cuatro semanas después de la ovariectomia, el ofistab 6seo
en los ratones seguia alterado como lo demuestsagidvados niveles
de calcio sérico, los niveles de expresion de fepsina K en médula
Osea y el descenso de los niveles de FA séricasenatones OVX
(Tabla 4.25 y Figura 4.16). Por otro lado, no seeobaron cambios en
otros marcadores, lo cual indica que el recambieo dgende a
estabilizarse (Tabla 4.25). La ovariectomia aceldraemodelado
0seo, causando un aumento en la resorcion Osepall que en la
formacion. En el raton, los marcadores bioquimidesremodelado
0seo (incluyendo FA total y FA especifica del hyemamentan en el
primer dia tras la ovariectomia y después decredeguidamente, 4-5
semanas tras la cirugia, los niveles se estalbhizarcasi

completamente. Segun los resultados del presergbajdr, la
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disminucién de los niveles de FA, un marcador den&wion Osea
(Weaveret al. 1997), implica la disminucion en la formacion deso
en el raton OVX. De acuerdo con ello, también seepld una
disminucién en la expresion del factor de transwip de los
osteoblastos Runx2 en médula 0sea de ratdon OVXcaindo una
posible disminucién en la diferenciacion osteolidasty en la
formacion 6sea. Asi pues, los datos sugieren gsembnas después
de practicar la ovariectomia a los ratones, seym@dna disminucion
en la tasa de formacion Osea en el grupo OVX, ghedopse también
un menor potencial osteogénico. De acuerdo cors agsultados,
otros grupos también han descrito un descensosniVeles de FA
sérica y en células preosteoblasticas como congseieuede la
deficiencia estrogénica (Eghbali-Fatoureehial. 2003), al igual que
una disminucién en la expresion génica de Runx2Ayek células
mesenquimales de médula O6sea de ratones OVX y cest®
expresion aumentaba debido al efecto de los esto§g&houet al.
2001b) .

En cuanto al resto de marcadores de metabolisnmarsdizados,
los niveles de expresion que mostraron, volviamreolmalidad tras la
administracion de agonistas del receptor de estagye excepcion de
la catepsina K, una proteasa que desempefia un gsgrtial en la
degradacion de la matriz organica del hueso pordmacde los
osteoclastos, cuya expresion se normalizéd sélola@uministracion
de E2 y RAL. Otros grupos han descrito cambiososnniveles de
expresion de los genes OPG, RANKL y sialoproteithelshueso en

los animales OVX durante la primera y segunda santi@s realizar
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la ovariectomia, sin embargo, esos cambios ya rieteetaban en la
cuarta semana (Bonnelge al. 2002). Todos estos datos indican que,
al igual que ocurre con los marcadores bioquim@eshueso, los
cambios en la expresion génica se producen errilagnas semanas
tras la ovariectomia.

En el hueso, la unién de RANKL y RANK en los preosiastos,
en presencia de M-CSF, es necesaria y suficiemgequee se inicie la
osteoclastogénesis (Lacest al. 1998). Segun los resultados del
presente trabajo, la ovariectomia tiende a aumegltartimero de
células RANKL+ en la médula 6seR=0.13). Este aumento estaria
de acuerdo con un estudio previo en el que se deabasque la
deficiencia estrogénica induce un aumento en laesixim de RANKL
en la médula 6sea (Laceyal.1998; Eghbali-Fatoureclet al. 2003).
En este trabajo, se demuestra que la administrat@éagonistas del
receptor de estrégenos disminuye el numero deaRANKL+ en
médula 6sea inducido por la ovariectomia (Tabla84.8e forma
similar a lo que ocurre en médula 6sea de mujeatsdias con terapia
hormonal (THS) (Lacewgt al. 1998; Eghbali-Fatourecket al. 2003).

La deficiencia estrogénica inducida por la ovadedh, causa una
evidente atrofia uterina (Figuras 4.13 y 4.14). (Begiuestros
resultados, solo el grupo de ratones E2 recupemdpletamente el
peso del utero después de cuatro semanas de atamiunque el
RAL es un compuesto con actividad antagonista dejielo uterino
(Black et al. 1994b), en las Figura 4.13 y 4.14 se puede apre@mo
tanto RAL como GEN actuan con propiedades agonistaseste

organo. La explicacion a este fenomeno parece smsarque RAL se
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comportaria como antagonista al ser administradbembras no
ovariectomizadas, produciendo asi atrofia en eloUtErlandssoret
al. 2002a). Los resultados de este trabajo difiererlodede otros
trabajos previos que describen que, dosis de RAEN similares a
las utilizadas en este trabajo, previenen la parde&hueso trabecular
y no presentan efectos hipertroficos en el Utem.abuerdo con los
datos del presente trabajo, RAL si mostré efeagosiaticos sobre el
Utero de los animales ovariectomizados (Bleckl. 1994b). Ademas,
se ha descrito que la ingesta de elevadas cansidkdétoestrogenos
provoca una disminucion en la capacidad reprodactieopoldet al.
1976). Asi pues, de acuerdo con la fisiologia ngrios resultados de
este trabajo indican que el comportamiento de |1&l @& similar al de
RAL, y que para evitar efectos adversos sobre @lojtlas dosis
administradas de agonistas de receptor de estrgaeloerian ser
ajustadas para el uso en humanos.

Como es sabido, las hormonas esteroideas estaitaoigs en la
linfopoyesis. Mientras que la linfopoyesis de c&tuB esta suprimida
durante el embarazo (Medinat al. 1993), en la deficiencia
estrogénica la sintesis de células B se ve estdauMasuzawat al.
1994). Ademas, se ha demostrado que los estrogemoseguladores
negativos de la linfopoyesis (Medina & Kincade 1P9En este
estudio, la deficiencia estrogénica induce un atmeelectivo de
células B y de células CD25+ en la médula éseashsisultados se
ajustan a resultados de estudios previos en gexuse demostraba
la existencia de un aumento selectivo de célulasaBla deficiencia

estrogénica (Masuzawet al. 1994). Posiblemente, este aumento del
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namero de células B que se produce después devariaaiomia, nos
esté indicando que la célula B participa de formtéava en la pérdida
Osea debida a deficiencia estrogénica, por lo gudeberia indagar
mas sobre la participacion de las células B eretdiga de hueso por
déficit estrogénico. La pérdida O0sea que se prodias el déficit
estrogénico es causado principalmente por una gone@nel nimero
de osteoclastos derivados de la linea mielocitioague de acuerdo
con otros estudio previos (Masuzagteal. 1994), en este trabajo no se
detectdé ningin aumento en el numero de células oniimas
(CD11b+) tras la ovariectomia. Sin embargo, exid#ns que apoyan
la importancia del papel de la célula B en la mEdbosea. Por
ejemplo, se ha descrito la existencia de célulamaB/6fagos
bipotentes (Cumanet al. 1992), osteoclastos que se originan a partir
de células B tempranas (Sabal. 2001), expresion de RANKL en
precursores de células B (Kanematsu al. 2000) y en células
mieloides implicadas en la formacion de osteoctast@ivo (Farrugia
et al. 2003). De acuerdo con datos de estudios previas\{kawaet
al. 1994; Medina & Kincade 1994) que demuestran queE2l
disminuye la linfopoyesis de células B, este trattambién refleja un
descenso en el nimero de células B a causa demiaisiiacion de
agonistas del receptor de estrogenos, aunque soOlalcanzaron
diferencias significativas en los grupos en los sgi@dministré E2 y
RAL. En bazo, al igual que en la médula 0sea, ttmbé observé una
disminucion en el numero de células B a causa ddranistracion de

estradiol.
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La ovariectomia induce un aumento en los nivelescélalas
CD25+ en médula 6sea. En otros estudios, se de&saritaumento en
el nimero de células CD25+ y en el nimero de RUIED69+ en
médula 6sea de animales OVX (Ceatial. 2003) y un aumento de
células CD25+ y de células T HLA-DR+ en mujeresnp@isopausicas
(Yang et al. 2000). Todos ellos son marcadores de activacid@ qu
parece ser, participan en la base de la pérdida idskeicida por la
ovariectomia. El aumento del marcador CD25 (recegéola IL-2)
que se expresa en células T activadas, célulasnBcyofagos, no ha
guedado muy claro, sobre todo si los niveles d2 tHo varian con la
ovariectomia (Tabla 4.25 y 4.28). Solo el E2 fupazade reducir el
namero de células CD25+, aunque el RAL presentdmlama
tendencia.

Como se ha demostrado en otros trabajos, en el éximgten
receptores de estrégenos (Batral. 1982), lo cual sugiere que los
agonistas de los receptores de estrogenos puedeatulanola
linfopoyesis de las células T. En realidad, se émaktrado que la
ovariectomia induce hipertrofia en el timo (Safadi al. 2000),
mientras que la administracion de estrogenos indtrcdia del timo
(Screpantet al. 1989; Safadet al. 2000), del mismo modo que ocurre
cuando aumentan los niveles de hormonas esteroidigasite el
embarazo (Grossman 1985). No obstante, el efeedagdeficiencia
de estrégenos causa en el contenido de células Tosdéejidos
linfoides, particularmente en la médula 6sea, mé wgalmente claro.
Los resultados de este trabajo indican que la estarnia induce

hipertrofia del timo (Figura 4.13), y que los agtas del receptor de
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estrogenos tienden a corregirla, aunque solo larasinacion de E2 y
RAL alcanzaron diferencias significativas. En etgante estudio, la
ovariectomia provoco una disminucion en el porgerda células T,
pero no ocurrié lo mismo para los niveles de célula totales
utilizando un anticuerpo CD3 de raton. Los reswsade este estudio
apoyan los datos de otros autores los cuales Hescrque la
ovariectomia no induce cambio alguno sobre losleévde células T
en la médula 6sea (Masuzaetaal. 1994; Erberet al. 1998a; Erbermt
al. 1998b; Safadiet al. 2000). Sin embargo, existen estudios que
confirman un aumento en el contenido de células Tmhédula Gsea
tras la ovariectomia (Cenet al. 2000; Roggieet al. 2001). EIl papel
de las células T en la pérdida Osea inducida pavéiectomia es
evidente desde que se describid que ratones deésien células T no
perdian hueso tras la ovariectomia (Cext@l. 2000). Por lo tanto, es
necesario un mayor estudio para aclarar el efegtolg deficiencia
estrogeénica ejerce sobre las células T.

Este estudio ha demostrado que la modulacién dedeptores de
estrogenos mediante la administracion de agonigtdsice un
descenso en la regulacién de células CD3+ en lalaédea y en el
contenido de CD3+/CD4+ en el bazo (Tablas 4.27 3B8)4.Sin
embargo, la funcionalidad celular no se vio afextgoor la
ovariectomia ni por la administracion de agonistak receptor de
estrogenos. La funcionalidad celular se evaluérpedio de ensayos
de proliferacion in vitro, por lo que no se puefiex@ar que no estén
afectadas otras funciones celulares. De hechegdtwégenos inhiben

la citotoxicidad de las células NK y la inflamacigrediada por los
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granulocitos, y los agonistas de los receptoressti®genos reducen
la funcionalidad de las células T (Hanna & Schreid#83; Carlsten
et al. 1989). El incremento que algunos agonistas, esipeente la
genisteina, inducen en los niveles de IL-2 en sugeuede ser
indicativo de esa pérdida de funcion de las céllilaga que se sabe
que la genisteina induce la inhibicion del comptigoendocitosis IL-
2/IL-2R en las células T (Yat al. 2000). Ademas, la administracion
de agonistas del receptor de estrogenos aumentaplacidad de
apoptosis inducida por la dexametasona (Tabla 4R&ps datos,
junto con la informacion referente a las propiedadgonistas que
ejercen los agonistas del receptor de estrogenad étero de ratas
ovariectomizadas, apuntan hacia la necesidad dtagsjlas dosis a
administrar de los compuestos alternativos a kptarhormonal para
evitar posibles efectos inmunosupresores. Ademgshas descrito
recientemente que el raloxifeno y el tamoxifenomiiiyen la
diferenciacion de las células dendriticas y swaciton (Nalbandiaet
al. 2005).

En resumen, 4 semanas después de realizar la awvaria,
cuando el metabolismo del hueso tiende a la extatibn, todavia
persisten algunos cambios en el sistema inmunensEsambios
afectan, principalmente, al fenotipo de las céldada médula 6sea,
aungue también se ven afectados otros elementasstirha inmune.
La modulacion del receptor de estrogenos medianéelininistracion
de los agonistas, tiende a mejorar todos los caribaucidos por la
ovariectomia tanto en el sistema inmune como emeihbolismo

0seo. Se puede decir que, a excepcion de algupestas, todos los
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agonistas del receptor de estrégenos actuan erislaardireccion,
aunque con diferente eficacia y, probablemente difenentes efectos
adversos sobre la funcionalidad del sistema inmunela
inmunosupresion.

5.8. Efecto de la ovariectomia y de la administragn de agonistas

del receptor de estrogenos sobre la microestructurdsea del ratén

En el presente trabajo se ha observado que Ixialefia
estrogénica inducida mediante ovariectomia, provacadeterioro
tanto en la densidad mineral 6sea (DMO), principaite en la
vDMOtrab, como de la calidad 6sea, tal y como segiéos cambios
que se producen en casi todos los parametros reiqnotirales
estudiados. En lo referente al hueso trabeculaydaiectomia indujo
una reduccion significativa en el grosor trabecylBp.Th), en el
namero de trabéculas (Tbh.N), y en el volumen destueabecular
(BVITV) y un aumento en la separacion trabeculds.$p). Todos
estos cambios resultaron en una disminucion eonaatividad de las
trabéculas como lo indica el aumento de Tb.Pf. ¥elncortical, la
ovariectomia provoc6 un aumento en el perimetringtat (Ct.Pe.Pm)
y una disminucién en el momento polar de inercid{(My el area de
hueso media de las secciones transversales (B.Ar)

Los datos también aportaron informacion sobre staso
conocimiento que existe acerca del efecto del f@oa sobre las
propiedades microestructurales del hueso. Se hpugsto que el
raloxifeno mejora las propiedades mecéanicas desdmeediante un
mecanismo que no implica un aumento de DMO o deTB\{Allen

et al. 2006). Los resultados del presente trabajo hafirc@ado que el
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raloxifeno mejora el deterioro inducido por la agatomia sobre el
BV/TV, Th.N, Tb.Sp, y Th.Th en el hueso trabeculademas, el

raloxifeno aumenté la conectividad entra las tratscy disminuyé el
indice de modelo estructural (SMI). Este Ultimo cede es

particularmente importante porque el SMI, que sadtariza por la
transicion de una arquitectura en placas (o plaasha arquitectura
en tubos, muestra una importancia particular ehueko trabecular
afectado por osteoporosis (Hildebrand & Ruegsed@eib). En el

grupo RAL se observaron valores pequefios de SMiu& sugirio

una estructura tipo plato, que concordaba con fjarmen la solidez
Osea. Este trabajo ha sido el primero en refléjafeeto del raloxifeno
sobre el SMI. Los efectos de la ovariectomia fuen@mos dramaticos
sobre la microestructura del hueso cortical, sirfbango, de nuevo,
detectamos que el raloxifeno neutraliza el deteri@structural

inducido por la deficiencia estrogénica.

El estradiol ha mostrado unos efectos mas variadtste
tratamiento ha inhibido sélo parcialmente la pé&dig vDMO, pero
sin embargo, ha sido el tratamiento que mejor haado sobre la
vDMOc. Estos datos se ven apoyados por trabajodicpdbs
recientemente (Anderssaat al. 2005; Devareddyet al. 2006). En
cuanto a los parametros microestructurales, ehdistr inhibié la
pérdida de grosor trabecular (Th.Th) y de la cavieetd (Th.Pf). No
se ha encontrado una explicaciéon para este comnpierito, ya que
hubiese sido mas logico encontrar una mejora emUebero de

trabéculas y en la separacion trabecular antes eqaentrar una
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inhibicion de la pérdida de conectividad. Pararaclastas dudas seria
necesario realizar estudios adicionales.

Dadas las diferencias observadas para el ralaxiyeal estradiol,
podriamos pensar que la dosis de estradiol no duéae@tente con
respecto a la del raloxifeno. Sin embargo, las Jdatilizadas de
raloxifeno y estradiol en este trabajo correspoiagea 60 mg y 0.3
mg, respectivamente, para una mujer de 60 kg de fs¢as dosis se
ha demostrado que ejercen un efecto protector fisigtivo en el
hueso en (Delma®t al. 1997; Prestwoocet al. 2003). Ademas,
también se ha demostrado en otros estudios que desestradiol
similares a las utilizadas en este trabajo inhibepérdida de DMO
inducida por la ovariectomia, aunque en esos esudth densidad
mineral se calcul6 por unidad de area (medido psoriometria dual
de Rayos X) en lugar de por unidad de volumen ¢Cetnal. 2000;
Modder et al. 2004a). Para apoyar la significacion de los datos
obtenidos en este trabajo, existen trabajos quenadi que el micro-
TC puede detectar diferencias en el contenido ralirde! hueso que
son comparables o superiores al estandar de oipidiefpor los
valores de la cantidad de ceniza (McNamataal. 2006). Parece
concluyente que el raloxifeno fue mas efectivo guestradiol en el
modelo del ratdén ovariectomizado descrito en etgmte trabajo. Por
otra parte, existen trabajos que indican que eh@isi, administrado a
ratas en dosis similares a las utilizadas en esbajb no es capaz de
mejorar los pardmetros microestructurales de ia fiipoximal como
BV/TV, la densidad de la conectividad, SMI y Th.&evareddyet
al. 2006).
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Un estudio previo de nuestro grupo demostré qusisdde
estradiol idénticas a las utilizadas en este toapagvienen tanto la
atrofia uterina como la hipertrofia timica, induwi® al mismo tiempo
un aumento de las células B en la médula Osea tem
ovariectomizados (Garcia-Pére# al. 2006a). Ademas, en otro
estudio, las misma dosis reestablecieron los caribotucidos por la
ovariectomia en el Gtero, timo y en los niveledD#dO cortical, pero
no fueron capaces de rebasar el 20-30% de la =spaieanzada con
la dosis maxima de estradiol en DMO trabecular &ones de 8
semanas (Anderssat al. 2005). Interesantemente, se ha descrito que
la edad del raton es determinante en este tipcstielies (Moddeet
al. 2004a). Asi, la administracion de 5 pg/kg/dia steagliol a ratones
de 6 meses de edad previene completamente la péddidhueso
trabecular sin ejercer efectos estimulativos sebigero, mientras que
las mismas dosis de estradiol inyectadas a un ce@meses de edad
(la misma edad que los ratones de este trabajeyitaban la pérdida
O0sea y provocaban hipertrofia uterina (Modder al. 2004a),
coincidiendo con los datos de nuestro trabajo pré@iarcia-Péreet
al. 2006a).

La genisteina fue el tratamiento que menor poaéresortivo
mostro en el presente estudio. Este tratamientanfiagpaz de limitar
la pérdida de vDMO o el deterioro microestructuralucido por la
ovariectomia en el hueso trabecular, aunque sintpilgié cambios en
el perimetro periostal (Ct.Pe.Pm) y en la superfartical (B.Ar) en
el hueso cortical. Es poco probable que el poleetefde la genisteina

en este trabajo fuera debido a una dosis insufei¢m dosis utilizada
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en este trabajo fue una dosis normal para estel@psstudios (Ishimi
et al. 1999; Ishimiet al. 2000; Wuet al. 2001), y seria equivalente a
1500 mg para una mujer de 60 kg de peso, unas 28¢5 superior a
la dosis que se prescribe generalmente. Se haltegalescribir que
las dosis de genisteina de este rango son toxaraseptejido (Ishimi
et al. 1999; Ishimiet al. 2000; Wuet al. 2001; Newboldet al. 2001;
Unfer et al. 2004; Garcia-Péreet al. 2006c). Los resultados de
nuestro trabajo coinciden con los de otros estugics/iamente
publicados en que el efecto de la genisteina otkdes @soflavonas
sobre parametros microestructurales del hueso sdnimos
(Hotchkisset al. 2005; Devareddgt al. 2006), aunque existe alguna
evidencia a favor de un efecto protector contrpdedida de hueso
inducida por la ovariectomia (Faseti al. 1998; Ishimiet al. 2000; Wu
et al.2001).

Para dar una respuesta a todas estas cuestiones, peesente
trabajo se han utilizado ratones C57BL/6 como nmmdel que se trata
de una familia de ratones bien establecida patazae&studios sobre
los efectos de la ovariectomia en el hueso. Adesé@autilizaron
ratones C57BL/6 de 12 semanas de edad que se e@msichaduros
desde el punto de vista del esqueleto (Somermillal. 2004). Pese a
ello, en los ratones de esta edad todavia puedssiieuna cierta
actividad de modelado y remodelado en el esquelette estatus
metabdlico especifico ha podido influir en el patrde respuesta
observado para cada agonista del receptor de estrqitilizado en
nuestro estudio. En realidad, la interaccion dehi&ia del receptor de

estr0genos con su propio receptor y factores dertpion, genera un
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amplio despliegue de respuestas tanto de tipo sigooomo de tipo
antagonista (Riggs & Hartmann 2003). Tampoco ss@ulescartar
la contribucién variable de cada compuesto a trdeésutas afectadas
por la edad del animal o incluso por la fase decignento del
esqueleto.

A modo de conclusién del presente trabajo se pdedacir que, a
las dosis utilizadas en este estudio para alcagizafecto agonista
equivalente para cada compuesto, el raloxifenarfag efectivo que el
estradiol o la genisteina en cuanto al mantenimidatla vDMO y de
la microestructura en el raton adulto ovariectoohizdPese a que este
trabajo es un estudio comparativo, existen limiiaes en cuanto a
variables de confusion. Por tanto, no se puedeadesque el uso de
rutas alternativas para la administracion de laginientos, la cepa o
familia de ratones utilizados o la edad de los msnpudieran influir

en los resultados.
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1. El polimorfismo -1025 T>C situado en el promoR2 del gen
RUNX2se asocia a cambios en los niveles de DMO decctestioral,

mostrando los genotipos TC y CC mayor masa 0séas Essultados
apoyan estudios previos realizados por otros grupos

2. Variantes genéticas raras 0 mutaciones quetamser eliminan
glutaminas en el dominio de poli-glutaminas del G#NX2no se
asocian a cambios en la DMO, ni a fracturas, nuced un fenotipo

compatible con la displasia cleidocraneal.

3. El polimorfismo no-sinbnimo Asn19Lys en el gefIL (osteoclast
inhibitory lectin se asocia a cambios en la masa Osea de cuello
femoral y columna lumbar, especialmente en mujeragores de 53
afnos. Asi, el genotipo CG/GG se asocia a una resucke! 5.6% y

del 6.7% en DMO de cadera y columna, respectivaendfdta es la
primera vez que se relacionadCIL y masa 6sea en estudios

epidemioldgicos.

4. Las mujeres homocigotas para el alelo T de umpdismo
funcional C>T situado en la posicidon -1 de la sacig consenso
Kozak del genCD40 (rs1883832) muestran menor DMO y mayor
riesgo de sufrir osteoporosis u osteopenia quenlgsres de genotipo
CTI/CC.
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5. Las mujeres homocigotas para el alelo T de umpdismo
sinbnimo T>C situado en el exon 1 del géD40L (rs1126535)

presentan menor DMO en columna lumbar.

6. Hemos detectado una interaccion génica entrgdogsCD40 y
CD40L con respecto a masa Osea. De esta forma, las asujer
doblemente homocigotas para el alelo T del polirmord situado en

la secuencia consenso Kozak del gdp40 y del polimorfismo del
exon 1 del gel€D40L, muestran una reduccion considerable tanto en
la DMO total como en el parametro Z-score (espemate en
cadera), en modelos multivariados corregidos poasavariables de
confusién. El analisis de regresion logistica ajndb para estas
covariables muestra que las mujeres doblemente Zigotas TT+TT
tienen un riesgo de sufrir osteoporosis u osteapee 2.76 para
cadera y de 2.39 para columna que el resto de lagres
participantes. Nuestro grupo ha sido el primero relacionar el

sistema CD40-CD40L con calidad 6sea en estudiokgiobales.

7. El extracto isopropandlico d@imicifuga racemosaarece tener un
efecto protector sobre la pérdida 6sea posmena@gusa que
disminuye la excrecion de NTx y aumenta la produtde fosfatasa

alcalina a los tres meses de tratamiento.

8. El suero de mujeres posmenopausicas tratadasCuuitifuga

racemosafiadido a células pre-osteoblasticas de ratomesemcia de
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inductores de la diferenciacion osteoblastica, norementa la
produccion de fosfatasa alcalina. Tampoco indugebeas en los
niveles de expresién de genes relacionados corfdeeiciacion y

activacion osteoblastica como el de la prdp&fatasa alcalina, el de
la osteocalcina 0 RUNX2

9. El extracto isopropandlico d@micifuga racemosao parece tener
ningun efecto beneficioso ni adverso sobre el noditaho lipidico en

mujeres posmenopausicas y la adicion de suero (eresutratadas
con extracto isopropandlico d€imicifuga racemosaa células

endoteliales humanas no modificé la produccién estpciclina, 1o

cual estd de acuerdo con que este extracto no pasgén efecto

estrogénico sobre el endotelio vascular.

10. La ovariectomia al ratdbn provoca una atrofiarinh y una
hipertrofia timica que fueron corregidas en difezegrado por los
distintos agonistas del receptor de estrogenodliasins (estradiol,
raloxifeno y genisteina). A las 4 semanas de laiest@mia persiste
un metabolismo O0seo alterado como lo muestra logeles

aumentados de calcio sérico y de expresion detigéa catepsina K y
los menores niveles de actividad fosfatasa alcalidemas, la
ovariectomia indujo un incremento de células B gélaelas activadas
(CD25+) y un descenso en el porcentaje de célulpdd expresion
de Runx2 en médula 6sea. Todos los agonistas debtmr de

estrdgenos corrigieron, aunque en distinto grads, dfectos de la

ovariectomia sobre estos parametros. No obstawoigst ellos
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disminuyeron los niveles de células T en médula @am lo que es

conveniente ajustar sus dosis para evitar inmumesigm.

11. La deficiencia estrogénica inducida por ovaoeda provoca un
deterioro evidente en la DMO y en la microestrucitigea en el raton.
En el hueso trabecular, la ovariectomia indujo teduccion en el
grosor trabecular, en el nimero de trabéculas, gl galumen y masa
Osea trabecular, y un incremento en la separa@bedular, lo cual es
compatible con un descenso evidente en la coneatitrabecular. En
hueso cortical, la ovariectomia indujo un increroedel perimetro
periostal y una disminucion en el momento polar idercia. El
raloxifeno evité practicamente todos los cambioduaidos por la
ovariectomia, mostrandose, al menos en el modgleremental del
presente trabajo, como el tratamiento mas efichesteadiol evitd en
parte el deterioro en la microestructura 6sea ka &MO volumétrica
trabecular, aunque fue el tratamiento méas eficaavéar la pérdida de
DMO volumétrica cortical. La genisteina fue el aratento con menor
poder antiresortivo en nuestro estudio, evitandacaimente el
deterioro en algunos parametros corticales talesoccel perimetro
periostal y en la superficie cortical. Estas diferas no deben ser
atribuidas a la dosis ya que se han usado dosisatgntes en cuanto

a la capacidad estrogeénica.
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Several data implicate the immune system in bone lost after estrogen deficiency, however, some ¢
the effects on the immune system of estrogen deficiency or of estrogen receptor (ER) modulation are nc
well established. In this study, the effect of ER agonists on the immune system in ovariectomized mic
is analyzed. Mice were ovariectomized and were administered 178-estradiol (E2), raloxifene (RAL
or genistein (GEN). The effect of a 4-week treatment on bone turnover and on several parameter
that reflect the status of the immune system was studied. Results show that ovariectomy provoke
both uterine atrophy and thymic hypertrophy. Although RAL corrected thymic hypertrophy, only E
corrected both. Ovariectomized mice showed increased levels of serum calcium and cathepsin K gen
expression and decreased levels of serum alkaline phosphatase (ALP) activity, which suggests that ther
is a persistent alteration in bone metabolism. Moreover, ovariectomy increased B-cells and CD25
cells, and decreased the percentages of T-cells and Cbfal gene expression in bone marrow (BM). All El
agonists corrected, although to different degrees, changes induced by the ovariectomy. Furthermor
results showed that it is essential to adjust ER agonist doses to avoid immunosuppression, since all El
agonists decreased BM T-cell levels.

Osteoporosis is a major public health problem shows an increase in the index of cancer appearanc
which is characterized by low bone mass and and cardiovascular risk in  postmenopaus:
an increased risk of fracture. It is known that women taking HRT. Theretore, attention has bee

estrogen deficiency is a well-established cause
of osteoporosis and a major risk factor for bone
loss and fractures, whereas hormone replacement
therapy (HRT) prevents, or even reverses, bone
loss and reduces fracture risk (1). However, the
recent Women’s Health Initiative clinical study (2)

centered on other therapeutic possibilities wit
lesser side-effects. Among the products that exel
their bone function through estrogen receptor
(ERs), it is necessary to underscore the Selectiv
Estrogen Receptor Modulators (SERMs) an
phytoestrogens.
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Raloxifene is a SERM used to prevent and to
treat osteoporosis in postmenopausal women. It
has estrogenic effects on cardiovascular and bone
systems, while it is antagonistic on breast and
uterus tissue, with few recorded side-effects (3-4).
Phytoestrogens are plant-derived compounds that
bind to ERs and have an estrogen-like activity (5).
Due to their potential benefit in the prevention and
treatment of cardiovascular and bone problems
and menopausal symptoms, and also because of
their low toxicity, they are attracting public and
medical attention. Those more broadly used in
the laboratory are genistein and daidzein (main
components of isoflavone pharmaceutical extracts),
although genistein is a known enzymatic inhibitor
(6). Consequently, soy isoflavones are considered
potential alternatives to HRT.

Evidence that involves the immune system in bone
loss have been described. It has been demonstrated
that (i) activated T-cells are able to stimulate
osteoclastogenesis and bone loss through the RANKL/
RANK pathway, (ii) B-cells can generate osteoclasts,
(iii) activated T-cells during inflammation stimulate
bone loss, and (iv) T-cell deficient mice do not lose
bone mass after ovariectomy (OVX) (7-9). In addition,
sex steroids can modulate several aspects of the immune
system. It has been reported that estrogen deficiency
caused by ovariectomy induce thymic hypertrophy
(10), whereas an increased estrogen supply induces an
atrophy of'this gland (11). Moreover, pregnancy reduces
B-cell precursors in the bone marrow (BM) of mice
(12), and estrogen administration selectively reduces
B-cell precursors (13). Nevertheless, the effects of ER
agonists on the immune system of estrogen-deprived
mice have not been sufficiently studied.

The aim of the present work is to study the
effect of ER agonist administration on the immune
system of estrogen-deprived mice. Several aspects
that reflect the status of the immune system (serum
parameters, cell function and phenotype, and gene
expression) were analyzed, both in spleen as well as
in BM, and the effect of ER agonists was evaluated.
To do so, ovariectomized mice were administered
17p-estradiol, raloxifene or genistein for four weeks,
and cell phenotype by means of flow cytometry,
cell proliferation as a index of cell-function, several
parameters in serum as total calcium, alkaline
phosphatase (ALP) activity, TNF-a, IL-6 and IFN-y,

and the expression of specific genes were studied.
MATERIALS AND METHODS

Media and reagents

Recombinant murine macrophage colony stimulating
factor (M-CSF) was obtained from PeproTech (London,
UK). Monoclonal CD3 (clone 145-2C11), CD28 (clone:
37.51), CD3e-FITC (clone: 145-2C11), CDI11b-FITC
(clone: M1/70), CD4-PE (clone: GK1.5), CD8-PE (clone:
53-6.7), RANKL-PE (clone: IK22/5) and Rat-PE negative
control (clone: KLH/G2a-1-1) were from e-Bioscience (San
Diego, CA). Monoclonal CD19-FITC (clone: 6D5), CD25-
RPE (Clone: PC61.5.3) and rat-FITC negative control
(clone: LO-DNP-16) were from Serotec (Oxford, UK).

Cells were obtained in calcium- and magnesium-
free phosphate-buffered saline (PBS; Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA) and incubated in phenol red-free RPMI-
1640 (Gibco) (spleen cells) or in phenol red-free
minimum essential medium alpha modified (a-MEM;
from Gibeo) (BM cells). Media was supplemented with
10% charcoal-stripped, heat inactivated fetal bovine
serum (FBS), 2 mM glutamine, 100 1U/ml penicillin G
and 100 pg/ml streptomycin (all from Gibco, Invitrogen).
Polymerase chain reaction (PCR) primers and enzymes
for retro-transcription (RT) were from Invitrogen. Unless
otherwise stated, all other chemical reagents were from
Sigma (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, MO).

Mice and treatments

The ethical committee of our institution approved all
animal procedures. Ten-week-old female C57BL/6 mice
(Charles River Laboratories, Barcelona, Spain) were
either dorsal ovariectomized or falsely operated (SHAM)
under general anesthesia by using 150 mg/Kg of ketamine
(Merial, Lyon, France) and 5 mg/Kg acepromazine
(Calmo Neosan, Pfizer, NY). The animals were kept at
21°C with 12:12-h light-dark cycle and were allowed
free access to a pelleted standard mouse laboratory diet
containing 0.88% calcium and 0.59% phosphorus (Panlab
SL, Barcelona, Spain) and tap water.

The mice were divided into 5 groups of 8 individuals:
SHAM, ovariectomized without treatment (OVX), and
ovariectomized mice treated with 17f-estradiol (E2),
raloxifene (RAL) and genistein (GEN). Starting from
the third day after surgery, the mice were subcutaneously
injected S-times per week with 100 pl of vehicle (10%
DMSO, 90% sesame oil; Sigma Chemicals) to the SHAM
and OVX groups, and with 17B-estradiol (0.1 pg/mouse/
day = 5 pg/Kg/day), raloxifene (20 pg/mouse/day = 1
mg/Kg/day) or genistein (0.5 mg/mouse/day = 25 mg/Kg/
day), dissolved in vehicle to the remaining groups. The
doses were chosen according to the estrogenic capacity of
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each compound and the doses frequently used as reported
in literature (8, 22-25).

Four weeks after beginning the treatment the mice
were sacrificed under halothane anesthesia (Fluothane;
Zeneca, Macclesfield, UK) by cardiac puncture
exsanguination, and the blood, thymus, uterus, spleen
and femora were aseptically removed. The uterus of each
mouse was removed and weighed to confirm the success
of ovariectomy and to evaluate the effect of treatment.
Spleen and femora were processed immediately. Blood
was allowed to clot and the serum was separated and
frozen at —80°C until analysis.

Tissue collection and cell culture

The spleen cells were isolated by the careful
disintegration of spleen with a scalpel in PBS. The BM
cells were isolated from the left femur of animals using
centrifugation (8). Briefly, after the removal of bone
adherent soft tissues, femur ends were cut off with scissors
and inserted into a 0.6-ml microcentrifuge tube with a hole
punctured in the bottom and placed into a 1.5-ml carrier
microcentrifuge tube, Cells were extracted from the bones
by centrifugation at 4°C, and resuspended immediately in
PBS. Red cells from spleen and femur suspension cells
were lysed with a solution containing 150 mM NH,CI,
10 mM KHCO,, and 0.1 mM EDTA pH 7.4, centrifuged
and washed twice with PBS. An aliquot of these cells was
used for RNA isolation and frozen immediately at —70°C.
The remaining cells were used for cytometric analysis and
proliferation assays.

Serum biochemistry

Serum calcium, measured by reaction with o-
cresolphthalein, and alkaline phosphatase was assayed
using commercial kits (Sigma). Serum total pyridoline
crosslinks were measured by a competitive enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) following the
manufacturer’s instructions (Quidel Corporation, San
Diego, CA). Serum levels of IL-6, IFN-y and IL-2
were measured by EIA (Diaclone, Besangon, France).
Total tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) was
determined by rapid microplate colorimetric assay.
Briefly, p-nitrophenyl phosphate (10 mM) was used as
substrate in a buffer containing 100 mM sodium acetate
pH 5.0, 20 mM sodium tartrate and 0.1 % (v/v) Triton
X-100. Serum samples (20 ul) were added to 250 pl of
substrate and incubated at 37°C for 60 min. The reaction
was stopped by the addition of 75 pul of 0.5 M NaOH, and
absorbance was read at 405 nm with a microplate reader
(Bio-Rad model 550, Richmond, CA).

Cell proliferation and viability analysis
Cell proliferation and viability were evaluated by an

XTT-based colorimetric assay (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany), following the manufacturer’s
instructions. Briefly, 2 x 10° spleen or 5 x 10* BM cells in
100 pl were placed in 96 well microtitre plates (Orange
Scientific, Braine-1'Alleud, Belgium), supplemented
with glutamine, antibiotics and 10% FBS at 37°C in a
humidified atmosphere of 5% CO, during 3 days. The
stimuli used are indicated in Table II and were added in
triplicate. After incubation, 50 pl of XTT substrate was
added to each well and incubated under the above-stated
conditions. The absorbance of each well was determined
at 450 nm using a microplate reader. Proliferation data in
Table II represent the quotient between proliferation of
each stimulus (in triplicate) and proliferation of the same
cells in the same culture plate incubated with vehicle
(RPMI, 0-MEM, ethanol or DMSO).

Flow cytometry

Cells were labeled with antibodies atthe manufacturer’s
recommended dilutions and conditions. Spleen and BM
cells (1 x 10°) were incubated 30 min on ice with indicated
antibodies and then washed and resuspended in PBS
containing 1% BSA and 0.1% sodium azide. Non-specific
signal was estimated by incubation with rat FITC- and
PE-conjugated IgG isotype controls. Labeled cells were
analyzed with an EPICS-XL flow cytometry system
(Beckman Coulter). Data were expressed as percentage of
positive cells and as total cells per femur or spleen.

RNA isolation and semiguantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from bone or spleen
cells with Trizol reagent (Invitrogen) following the
manufacturer’s protocol, and the integrity of the RNA
preparations was examined by agarose gel electrophoresis.
One microgram of total RNA was reverse transcribed in a
20-pL-reaction volume into single-stranded cDNA with a
first-strand ¢cDNA synthesis kit using an oligo-dT primer
(Invitrogen). The subsequent polymerase chain reaction
(PCR) was performed with specific primers for each
gene with Taq polymerase from Sigma. To ensure equal
starting quantities of cDNA for the experiment and to
allow for semiquantification of the PCR products, reverse
transcribed RNA samples were amplified with primers
specific for glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
(GAPDH). Amplifications were done using a GeneAmp
9600 thermal cycler (Perkin-Elmer, Norwald, CT, USA),
with the temperature cycling set according to the primer
length and Trm value. The number of cycles for each primer
pair was determined according to a linear amplification
curve established from primary experiments. For each
PCR reaction, several samples underwent 12-15 extra
cycles of amplification to guarantee the semiquantification
of the experiment. Amplified PCR products were separated
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Table 1. Biochemical serum values of SHAM, OVX and OV X-treated mice.

SHAM OVX E2 RAL GEN 1
Caleium (mg/dL) 95402 99+0.1" 9.6£0.2 9.9+0.2 9.7+0.1
ALP (U/L) 69.7+4.6 473+83" 629+6.1 554463 56.5+73
TRAP (mOD 405nm/mL) 80.8+6.5 91.0+84 76.9 £5.7 87.6£13.7 80.6+2.6
IL-6 (pg/mL) 8815 122427 10.7£2.2 9.7+2.1 74404
TFN-y (pg/mL) 204+21 174422 186+ 1.7 149417 208+ 1.1
IL-2 (pg/mL) 106+ 1.1 11.0£1.2 112204 13.4+08* 16.0 + 0.9 bed
Serum pyridolines (mM/L) 27+0.1 24£02 2802 27+02 29+02

Values are expressed as the mean = SEM. ° p < 0.05 vs. SHAM, * p < 0.05 vs. OVX;  p < 0.01 vs. E2; " p < 0.001 vs.

SHAM.

Table I1. Cell proliferation analysis in spleen and BM cells of SHAM, OVX and OV X-treated mice.

Spleen

SHAM: OVX E2 RAL GEN
PHA (10 pg/mi) 1.08 +0.02 1.10 +£0.03 1.03 £0.05 1.04 + 0.04 1.10 + 0.06
PMA (10 ng/ml) 1.26 +0.07 1.32+£0.03 1.21 £0.05 1.16+0.04" 1.17 +0.05"
aCD3 (1 pg/ml) + aCD28 (0.2 ug/ml 1.37+0.11 1.38 £0.09 1.38 +0.09 1.25+0.09 1.35+0.14
M-CSF (25 ng/ml) 1.22+0.03 1.35+0.08 1.30 +0.05 1.26 +0.06 1.32+0.10
LPS (1 pg/ml) 1.31 +0.05 1.61 +£0.06* 1.47 +0.08 1.51+0.14 1.60 + 0.16
Dex: h 0.1 uM 0.68 +0.04 0.60 + 0.05 0.56+0.03° 0.54+0.04° 0.51+£0.03*
IFNy (100 ng/ml) 1.00+0.02 1.03 +0.04 0.96 +0.04 0.93 +0.02 1.00 + 0.04

Bone Marrow

SHAM OovXxX E2 RAL GEN
PHA (10 pg/ml) 1.28 £0.05 1.26 £ 0.07 1.37+£0.08 1.26 +0.07 1.34 4+ 0.08
PMA (10 ng/ml) 1.78 + 0.03 1.89+0.07 1.75 +0.08 1.88 +0.08 1.98 + 0.07
«CD3 (1 pug/ml) + aCD28 (0.2 pug/ml) | 1.08 + 0.02 1.14 +0.04 111 +0.02 1.08 +0.02 1.09 +0.03
M-CSF (25 ng/ml) 2.39 £0.03 2.64+0.17 2.49+0.15 2.58+0.19 2.65+0.13
LPS (1 pg/ml) 1.93 + 0.07 1.89£0.17 2.13%0.15 203+0.14 1.94£0.18
Dexamethasone 0.1 pM 0.77 £ 0.02 0.79 £ 0.02 0.79 £0.03 0.85£0.04 0.77 £0.03
IFNy (100 ng/ml) 1.22 +0.03 1.32 £0.07 1.37+0.06 1.35£0.07 1.43+0.07°

Values are expressed as the mean + SEM. * p < 0.01 vs. SHAM; *p < 0.05 vs. OVX; °p < 0.05 vs. SHAM.

on 2% agarose gel and stained with ethidium bromide for
visualization. The intensity of ethidium bromide-stained
bands was quantified using the histogram function in
Adobe PhotoShop version 7.0 (Adobe Systems Inc,
San Jose, CA, USA) and was normalized with GAPDH
housekeeping gene.

The sequence of primers used were the following:

GAPDH sense 5°-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’
and antisense 5’-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3’;
CD25 sense 5’-CTC TCC TAC AAG AAC GGC AC-3"and
antisense 5°-TCA CTA GCC AGA AAT CGG TGG-3"; Core
binding factor al (Cbfal) sense 5°-CCG CAC GAC AAC
CGC ACC AT-3’ and antisense 5’-CGC TCC GGC CCA
CAA ATC TC-3’; osteoprotegerin (OPG) sense 5°-GCT
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Table 1L Flow cytometry analysis of spleen cells of SHAM, OVX and OVX-treated mice in Region 1.

SHAM OVX E2 RAL GEN
Percentage of positive cells
CD3 308+ 1.0 284412 | 280+09 |27.1+09" | 265+1.1"
CD3+/CD4+ 18.6 1.0 178+ 1.1 16.8 £0.8 162+0.6 | 16.1+0.7"
CD3+/CD8+ 123405 11.3+0.6 11.4+0.3 112405 | 103+04"
CD11b 53+£03 6.5+1.0 6.7+0.8 75+08 6.4+1.0
CD19 57.9+0.8 56.1+£08 | 57.0+1.1 549+1.9 57.9+£0.9
Total number of positive cells (xll)'slspleen)
CD3 67+13 72+0.6 53+0.7 53+0.7 6,2+04
CD3+/CD4+ 38+0.7 45+04 32+£04° | 33+03°¢ 3.8+03
CD3+/CD8+ 2.7+0.6 29+0.2 2.1+0.2 2303 24+02
CD11b 1.2+03 1.6+£0.2 1.2+0.1 1.6+03 1.5£03
CD19 12.5+£2.7 142+£1.0 [109+14¢| 11.1£1.0 13.6 + 0.6

Values are expressed as the mean = SEM. The total number of positive cells per spleen was calculated from the total
number of spleen cells (cells after red cell lysis) and the percentages of both gated cells (with respect to total cells in each
histogram), as well as positive cells.® p < 0.05 vs. SHAM; * p < 0.01 vs. SHAM; ¢ p < 0.05 vs. OVX.

GAG TGT TTT GGT GGA CA-3" and antisense 5’-GCT
CGA TTT GCA GGT CTT TC-3"; Cathepsin K sense 5’-
CTT GTG GAC TGT GTG ACT-3" and antisense 5-ACA
CTG CAT GGT TCA CA-3’; Osteocalcin (OCN) sense
5’-AAG CAG GAG GGC AAT AAG GT-3’ and antisense
5’-AGC TGC TGT GAC ATC CAT AC-3"; RANKL sense
5’-CAT TTG CAC ACC TCA CCA TC-3’ and antisense
5°-AAG GGT TGG ACA CCT GAA TG-3’; TRAP sense
5°-ACT TCC CCA GCC CTT ACT ACC-3" and antisense
5°-TCA GCA CAT AGC CCA CAC CG-3’; and IFN-y sense
5*-TCT TGG CTT TGC AGC TCT TCC-3" and antisense 5’
CGA ATC AGC AGC GAC TCC TTTTC-3".

Statistical Analysis

Untransformed data were analyzed for normality by
the Kolmogorov-Smirnov test. If the data were normally
distributed, a two-tailed 7 test was performed to compare
the SHAM group with the OVX/vehicle group. A one-way
(treatment) ANOVA was performed to ascertain the treatment
effect difference between OVX/vehicle or SHAM and the
three different treatments (E2, RAL and GEN) groups at an a
=0.05 level. If the ANOVA test was significant, Dunnett’s test
(when the variances were assumed to be equal) or Dunnett’s

T3 test (when the variances were assumed to be unequal)
was applied to perform post hoc pairwise comparisons at
=0.05 level. Levene test was used to test the homogeneity
of variance for each dependent variable across all level
combinations of the between-subject factors. If the data were
not normally distributed, a non-parametric Krustal-Wallis
was performed to determine intergroup differences, if any.
The results are presented as means £ SEM. A p value of
< 0.05 was considered statistically significant. The entire
statistical analysis was carried out using the Statistical
Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL), v.
12.0 for Windows.

RESULTS

Effect of ovariectomy and treatment on physical
parameters

The effect of ovariectomy and ER agonist
administration on mouse weight and on the
relationship between uterus and thymus weights
versus mouse weight is shown in Fig. 1. At the
moment of sacrifice there were no weight differences

305



812

M.A. GARCIA-PEREZ ET AL.

Table IV. Flow cytometry analysis of BM cells of SHAM, OVX and OVX-treated mice in lymphoid region (R1 region).

SHAM ovx E2 RAL GEN
Percentage of positive cells
CD3 72+05 | 52+02% | 49+04" | 52+03° | 43+03"
CD11b 270+3.5 | 245+6.0 | 33.8+43 | 349+57 | 329+66
CD19 23.1+17 | 314+3.1*| 298+3.1 | 278+3.6 | 33.8+34"
CD25 170+0.7 | 241+44 | 235+22 | 296+42 | 303+6.7
RANKL 2.8+04 3.0+0.2 28+03 32403 22402
Total number of positive cells (xlﬂslfemur)

CD3 2.6+0.7 2503 | 1.2£03% | 1.3£0.1% | 1.5+£02°
CD11b 84+12 105+1.3 76+13 8.6+1.6 9.7+0.8
CD19 7.6+1.6 159+3.1% | 68+1.0% | 6.7+09% | 11317
CD25 5.8+ 1.1 9.9+1.2" | 55+1.0° | 73+12 9.1+0.9
RANKL 0.9+02 1502 | 06019 [ 08019 | 08=0.119

Values are expressed as the mean + SEM. The total number of positive cells was calculated from total of BM cells obtained
Sfrom femur (after red cell lysis) and the percentages of both gated cells (with respect to total cells in each histogram) as well
as positive cells.* p < 0.05 vs. SHAM; * p < 0.001 vs. SHAM; < p < 0.01 vs. SHAM; 4 p < 0.01 vs. OVX: ¢ p < 0.05 vs. OVX.

between SHAM and OVX groups. Ovariectomy
induced a dramatic uterine atrophy (p < 0.0001) as
well as a thymic hypertrophy (p <0.01).

When the effect of ER agonist administration was
evaluated, mouse weight was higher in GEN that in
OVX mice (p < 0.05). All treatments incremented
uterus weight compared with the OVX group (E2:
p <0.0001; RAL: p < 0.0001; and GEN: p < 0.05).
Only E2 fully recovered uterus weight, however,
since RAL and GEN mice still showed a smaller
uterus weight than did SHAM mice (both, p < 0.01).
Regarding thymus size, E2 and RAL corrected
thymic hypertrophy induced by ovariectomy (p <
0.05) and GEN showed a marked tendency (p =
0.08) (Fig. 1).

Effect of ovariectomy and treatment on serum
parameters

The effect of ovariectomy and ER agonists on
serum parameters is shown in Table L. Four weeks
after ovariectomy, serum calcium level was higher in

the OVX than in the SHAM group (p < 0.05), while
serum ALP activity was lower (p < 0.05). Levels of
TRAP, serum pyridinoline crosslinks and assayed
cytokines remained unchanged.

When the effect of ER agonist administration
was evaluated, there were no significant differences
in calcium and ALP levels between treated groups
and SHAM mice (Table I). Finally, treatment did
not modify the levels of assayed cytokines with
the exception of IL-2 (Table I). The level of this
cytokine was higher in RAL (p < 0.05 vs. SHAM)
and in GEN mice (p < 0.05 vs. OVX, and p < 0.001
vs. SHAM).

Cell proliferation analysis

To evaluate the functionality of spleen and BM
cells, in vitro cell proliferation assays were carried
out in response to different stimuli (Table II).
Ovariectomy induced an increase in the proliferative
response of spleen cells to LPS (p < 0.01). This
increase was not observed between treated and
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D Mouse weight (g)
W Uterus/Mouse weight (me/g 10)
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RAL GEN

Fig. 1. Mouse weight at the end of experiment, and the relationship between uterus and thymus weights versus mouse
weight. Each bar represents the mean+ SEM. * p < 0.0001 vs SHAM: ® p < 0.01 vs SHAM; ©p < 0.05 vs OVX; “p < 0.0001

vs OVX; < p < 0.05 vs OVX.

Forward Scatter

3

Side Scatter

Fig. 2. Representative flow cytometry dot plots sorted from mouse. Forward and side light scatter plot of
unstained cells following red cell lysis from spleen (4) and BM (B) cells. The R1 region contains the greatest
number of lymphocyte/blast cells in spleen and BM. Region 2 in BM includes most of the myeloid cells, which
are larger cells and have more intracellular granules relative to cells in region R1. More than 85% of all cells
in myeloid cell gate R2 are positive for monoclonal antibody CD11b recognizing type 3-complement receptor

shared by myelomonocytic cells.

SHAM mice (Table II). Moreover, spleen cells from
RAL and GEN mice showed a smaller proliferation
in response to PMA than did SHAM mice (p < 0.05).
Finally, 0.1-pM dexamethasone induced apoptosis in
all groups (Table II). This effect was higher in treated
animals compared to SHAM mice (p < 0.05 for E2
and RAL and p < 0.01 for GEN). Proliferation in
response to other stimuli, such as IFN-y, CD3+CD28
mAbs, M-CSF or PHA remained unaffected
by ovariectomy or treatment. The in vitro cell
proliferation rate of BM cells was affected neither

for the ovariectomy nor for ER agonists (Table II).

Flow cytometry analysis of spleen and BM cells

To examine the effects of ovariectomy and ER
agonists on hematopoiesis, cells from spleen and
BM were analyzed by flow cytometry. A region in
the spleen (R1) and two regions (R1 and R2) in BM
flow cytometry scattering (Fig. 2) were analyzed. R1
contained the greatest number of lymphocyte/blast
cells, whereas R2 contained most of the myeloid
cells. The total number of cells remained unchanged
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1.40 4 a ORANKL [ Cathepsin K W Cbfal ©OPG

E2 RAL GEN

Fig. 3. mRNA expression levels from BM cells of SHAM, OVX, and OVX-treated mice assessed by semiquantitative RT-
PCR. This was carried out on RNA samples extracted from femurs of SHAM, OVX and OVX-treated mice 4 weeks after
beginning treatment. Values are expressed as the mean * SEM, and represent the intensity of ethidium bromide-stained
bands from two different retro-transcription experiments quantified using Adobe PhotoShop. Each gene was normalized
with GAPDH housekeeping gene (See Methods for details). * p < 0.05 vs. SHAM; * p < 0.0 vs. SHAM.

in spleen and BM, although there was a tendency for
it to increase by = 20% in the OVX group. All the
treatments showed a tendency to reduce total cells
per spleen or per femur induced by the ovariectomy,
although only E2 showed a significant decrease (p
< 0.05) in both organs. Treated mice did not show
differences with SHAM mice (results not shown).

In spleen, ovariectomy did not modify cell
phenotype (Table III). E2 decreased total CD3+/
CD4+ and CDI9+ cells compared with OVX
mice, while RAL mice also showed a CD3+/CD4+
reduction. In addition, RAL mice showed decreased
percentages of CD3+ cells (p < 0.05) while GEN
mice showed significant decreases in percentages of
all T-cell subtypes (CD3+, CD4+, and CD8+; Table
1II) relative to the SHAM group.

OVX caused a more remarkable change in BM
cell phenotype. In the lymphoid region of BM
(Table IV), ovariectomy induced a decrease in
the percentages of CD3+ cells (p < 0.05) and an
increase in CD19+ cells (p < 0.05). However, only
the increase of CD19+ cells as well as an increase in
CD25+ cells (both, p < 0.05) were observed in total
cells.

All OVX-treated mice showed both a decrease
in the percentages of CD3+ cells relative to SHAM
mice (E2, p <0.001; RAL, p <0.01, GEN, p <0.001)
and a decrease in total cells per femur compared with

OVX and SHAM mice (Table IV). In addition, E2
and RAL mice showed decreased amounts of total
CDI19+ cells (p < 0.01) compared to OVX mice,
while only E2 treatment reduced levels of CD25+
cells compared with OVX mice (p < 0.05). Finally,
all treated mice groups showed lower levels of
RANKL+ cells (p < 0.01) compared with those of
OVX mice (Table IV).

Ovariectomy or treatments affected to the
phenotype of cells gated in the myeloid region to a
much smaller degree (data not shown). Significant
differences in total cells were not observed. Only a
decrease in the percentage of CD3+ cells (p < 0.05)
in the RAL group compared with the SHAM group,
and an increase in the percentage of CD25+ cells (p
< 0.05) in the OVX and E2 groups relative to the
SHAM mice were observed.

Gene expression

Fig. 3 shows mRNA expression levels assessed by
semiquantitative RT-PCR in RNA samples extracted
from BM cells. After 4 weeks of treatment, a high
level of cathepsin K expression persisted in the OVX
and GEN groups compared with the SHAM mice,
but not in E2 and RAL mice. Unexpectedly, it was
observed that ovariectomy induced a lower expression
level of Cbfal. Finally, ovariectomy or ER agonists
did not affect the expression of other evaluated genes

308



Int. J. Immunopathol. Pharmacol, 815

such as RANKL and OPG (Fig. 3) or CD25, TRAP,
osteocalcin, or IFN-y (data not shown).

DISCUSSION

The major point of the present study is that
modulation of ER by the agonists tested (17B-
estradiol, raloxifene and genistein) corrects in
similar direction, but with different levels of
efficacy, the effects that estrogen deficiency induces
on the immune system. Data also point towards the
necessity of adjusting ER agonist doses to avoid
not only agonistic effects on the uterus, but also
immunosuppression like the decreased levels of the
T-cells described in this work.

An altered bone metabolism persisted four weeks
after ovariectomy, as shown by increased levels of
serum calcium and cathepsin K expression in BM
and decreased serum levels of ALP in OVX mice
(Table I and Fig. 3). Changes in the levels of other
markers, however, have not been detected (Table I),
which implies that bone turnover tends to stabilize.
Ovariectomy accelerates bone turnover, causing
an increase in bone resorption as well as in bone
formation. In the mouse, these markers (including
total and bone-specific ALP) peak the first days
post-surgery and then decline. Subsequently, by 4-5
weeks post-surgery, the levels had normalized almost
completely (14-16). The decreased levels of ALP, a
marker of bone formation (17), imply that bone
formation is impaired in OVX mice. In accordance
with this, there was a decreased expression of
osteoblastic transcription factor Cbfal in BM of
OVX mice. The data suggest, thercfore, that 4
weeks after ovariectomy a decreased level of bone
formation and a smaller osteogenic potential exist in
OVX mice. In agreement with our data, decreases in
serum ALP and in pre-osteoblastic cells in estrogen
deficiency (18), and a down-regulation of ALP and
Cbfal gene expression by ovariectomy and an up-
regulation by estrogens in BM mesenchymal stem
cells of mice (19), have been described.

Levels of all markers of bone metabolism returned
to normality after ER agonist treatment, except for
cathepsin K, a protease that plays an essential role
in osteoclast-mediated degradation of the organic
matrix of bone, whose expression normalized only
by E2 and RAL. Changes in rat OPG, RANKL

and bone sialoprotein gene expression the first
and second weeks, but not the fourth week, after
ovariectomy have been described (20). This indicates
that, as for bone biochemical markers, changes in
gene expression come about in the first weeks after
ovariectomy.

In bone, the binding of RANKL to RANK on
pre-osteoclasts, together with M-CSF, is necessary
and sufficient to initiate osteoclastogenesis (21). The
present data show that ovariectomy tends to increase
RANKL+ cells in BM (p = 0.13). This increase
agrees with a previous study which demonstrates
that estrogen deficiency increases RANKL
expression in BM (18). The present study shows that
all ER agonists tested down-regulate BM RANKL+
cells induced by ovariectomy (Table IV), similar to
what occurs in BM of HRT-treated postmenopausal
women (18).

Estrogenic deficiency induced by ovariectomy
caused dramatic uterine atrophy (Fig. 1). Only E2
totally recovered uterus weight after 4 weeks of
treatment. Although RAL have antagonistic activity
in uterine tissue (22), Fig. 1 shows that, both RAL
as well as GEN display agonistic properties in
this organ. It seems, however, that when RAL is
administered to intact females, the uterus suffers
atrophy, demonstrating its antagonistic properties
(23). Our results contrast with those of previous
studies in which doses of GEN (24) or E2 (25)
similar to those used in the present research,
prevented trabecular bone loss without hypertrophic
effects on the uterus. In agreement with our data,
RAL have shown agonistic effects on the uterus
of ovariectomized animals (22). Moreover, the
intake of large amounts of phytoestrogens causing
impaired reproductive function has been described
(26). Therefore, regarding uterine physiology, our
results show that the behaviour of GEN is similar
to that RAL, and that to avoid adverse effects on the
uterus, ER agonist doses should be adjusted for use
in humans.

Sex steroids are involved in lymphopoiesis.
Whereas B lymphopoiesis is suppressed during
pregnancy (12), it is upregulated in estrogen
deficiency (27). Additionally estrogens are ncgative
regulators of lymphopoiesis (13). In the present
study, estrogen deficiency induced a selective
increase in BM B- and CD25+ cells, These results
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agree with those of a previous study in which a
selective increase in B-cells after estrogen deficiency
is demonstrated (27). It is possible that appropriate
attention is not given to B-cell increases after
ovariectomy, and that these cells participate actively
in bone loss under conditions of estrogen deficiency.
Bone resorption following estrogen deficiency is
caused primarily by increased numbers of bone-
resorbing osteoclasts derived from myelopoietic
lineage, although, confirming previous results (27),
the present study found no increase of myeloid cells
(CD11b+) after ovariectomy. Considerable data,
however, support the essential role of B-cells in
bone loss. For example, the existence of bipotent B/
macrophage cells (28), osteoclasts formed from early
B-cells (7), pre-B-cells expressing RANKL (29) and
multiple myeloma plasma cells expressing RANKL
implicated in the formation of osteoclast in vivo (30),
have been reported. In accordance with previous
data (13, 27), where it was demonstrated that E2
decreased B-cell lymphopoiesis, our data show that
all ER agonists tested show the same tendency to
decrease B-cells, although only the results of E2 and
RAL reached statistical significance. In spleen, like
BM, estradiol also decreased B-cell levels.

Ovariectomy induced an increase in BM CD25+
cell levels. Increases of CD25+ and CD69+ T-cells
in BM of OVX mice (31) and of CD25+ and HLA-
DR+ T-cells in postmenopausal women (32), have
been described. All of these are activation markers
that seem to be in the basis of ovariectomy-induced
bone loss. The increase of CD25 marker (IL-2
receptor alpha chain), that is expressed on activated
T, B-cells and macrophages, has not been well
explained, particularly if IL-2 levels do not change
with ovariectomy (Table I). Only estradiol was able
to reduce the number of CD25+ cells, although
raloxifene also showed the same tendency.

Estrogen receptors have been demonstrated
in the thymus (33), suggesting that ER agonists
can modulate T-cell lymphopoiesis. In fact, it has
been reported that ovariectomy induces thymic
hypertrophy (10), whereas estrogen administration
induces thymic atrophy (10-11), as occurs during
normal pregnancy when high sex steroid levels exist
(34). Nevertheless, the effect of estrogen deficiency
or ER agonists on the T-cell content of lymphoid
tissues, particularly in BM, remains unclear. The

M.A. GARCIA-PEREZ ET AL.

present results demonstrate that ovariectomy induces
thymic hypertrophy (Fig. 1), and that ER agonists
tend to correct it, although only the results of E2 and
RAL reached statistical significance. In the present
study, ovariectomy decreased the percentage of T-
cells, but not total T-cell levels using a specific CD3
mAb. Results of the study support previous data
from other authors which describe ovariectomy as
either having no effect on, or reducing BM T-cell
levels (10,27, 35). An increase in BM T-ccll content,
however, has been described after OVX (8, 36).
The role of T-cells in bone loss after ovariectomy
is evident since T-cell deficient mice do not lose
bone after ovariectomy (8). Therefore, additional
studies are needed to establish the effect of estrogen
deficiency on T-cells.

This study shows that the modulation of ER with
all the agonists tested, induced a down-regulation of
BM CD3+ and spleen CD3+/CD4+ T-cell content
(Tables III and IV). Cell functionality, however,
was not affected by ovariectomy or by ER agonists.
Cell functionality was evaluated by means of cell
proliferation in vitro assays; therefore, it is not
possible to conclude that other cellular functions
are not affected. In fact, estrogen inhibits NK-cell-
mediated cytotoxicity and granulocyte-mediated
inflammation, and ER agonists impair T-cell
functionality (37-38). The increment in serum
IL-2 levels induced by some agonists, especially
by genistein, may be indicative of this T-cell
function impairment, since inhibition of IL-2/IL-
2R complex endocytosis in T-cells by genistein has
been described (39). Additionally, ER agonist
administration increased dexamethasone-induced
apoptosis (Table II). All these data, together with data
concerning agonistic properties of ER agonists in the
uterus of ovariectomized mice (see Results), point
towards the need of adjusting the dose of compounds
prescribed as alternatives to HRT to avoid possible
immunosuppressant effects. Moreover, it has recently
been described that raloxifene and tamoxifen impair
dendritic cell differentiation and activation (40).

In summary, 4 weeks after ovariectomy, when
bone metabolism tends to normalize, several changes
in the immune system persist. These changes mainly
affect the phenotype of BM cells, although other
compartments of the immune system are altered
as well. Modulation of ER by the agonists tested
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tends to improve all ovariectomy-induced changes
in immune as well as in bone systems. Except for
minor aspects, all ER agonists acted in the same
direction, although with different force and probably
with different side-effects as regards immune system
functionality and immunosuppression.
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Abstract

Summary This study evaluated the association of a poly-
morphism in the CD40 gene with BMD and risk of
osteopenia or osteoporosis in a population of 602 postmen-
opausal women. Results showed that women with the TT
genotype had lower BMD at femoral neck and spine sites
and increased risk of osteopenia or osteoporosis.
Introduction Recent findings have demonstrated that the
CD40/CD40L system, which is of main importance for the
immune system, can also be implied in the regulation of
bone metabolism. The main objective of the present work
has been to clarify whether single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) affecting genes of CD40/CD40L system
could be linked with abnommalities in the level of bone
mineral density (BMD) in menopausal women.
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Methods We performed an association study of BMD
values with a SNP located at position —1 of the Kozak
consensus sequence of CD40 gene (rs1883832: C>T)ina
population of 602 postmenopausal women.

Resufts Women with the TT genotype (8.6% of women)
displayed a reduction in femoral neck BMD (FN BMD) and
lumbar spine BMD (LS BMD) of 6.2% and of 6.3%,
respectively, as compared to women with CC + CT
genotype. Logistic regression analysis adjusted for age,
weight, and height showed that women with the TT
genotype had increased risk for FN (odds ratio: 2.34; 95%
CI: 1.12-4.89) and LS (odds ratio: 2.49; 95% CL: 1.19-
5.24) osteopenia or osteoporosis.

Conclusions Women with the TT genotype in rs1883832
SNP affecting to Kozak consensus sequence of CD40 gene
had lower BMD at FN and at LS sites and increased risk of
osteopenia or osteoporosis.

Keywords Bone mass - CD40 gene - Kozak sequence -
Osteopenia - Osteoporosis - Polymorphisms

Introduction

The accurate equilibrium between osteoblasts (OBs), the
bone-forming cells, and osteoclasts (OCs), the bone-resorbing
cells, is critical for bone homeostasis. Precursors for both cell
types originate in the bone marrow (BM), where differentia-
tion to one or an other cell-line is driven through intervention
of systemic hormones, cytokines, and growth factors [1]. The
exposure of receptor activator of NF-kB (RANK)-bearing
OCs precursors to the RANK ligand (RANKL) is a crucial
step in osteoclastogenesis (OCS) [2].

This process is inhibited by osteoprotegerin (OPG), a
soluble decoy receptor of RANKL produced by OB/stromal

&\ Springer

314



Osteoporos Int

cells. Consistent with that balanced role of RANKL and
OPG, osteoporosis has been demonstrated in animal models
cither by administration of RANKL or by genetically
conditioned deficiency in OPG. In contrast, osteopetrosis
has been demonstrated in RANK- or RANKL-deficient
mice or in animals that overexpress OPG [3-6].

Interestingly, some evidences favor the notion of an
intervention of the immunological system in the regulation
of bone homeostasis. In this wise, activated T-cells have been
shown to express RANKL as well as TNF-o and INF-y, two
cytokines involved in OCS [7-10]. Additionally, B-cells have
been related with bone loss, although its role in OCS is
poorly understood. For example, both early B-cells and
mycloma plasma cells have been implicated in OCS, and
pre-B-cells have been shown to express RANKL [11-13].

The CD40/CD40L system is crucial for some relevant
functions of the immune system, such as macrophage
activation and differentiation, antibody isotype switching,
or the adequate organization of immunologic memory in B-
cells. Recent data have linked the CD40/CD40L system
with bone metabolism. Thus, osteoporosis and diminished
BM OPG production have been described in CD40 and
CD40L KO mice [14]. Moreover, children affected by the
hyper-IgM syndrome, a primary immunodeficiency charac-
terized by repeated infections and low IgG levels caused by
mutations in CD40L gene, have been diagnosed low bone
mass and osteopenia [15].

As a result of those data. we hypothesized that the
CD40/CD40L system could be associated with a dimin-
ished bone mass in menopausal women. For that, we
analyzed the association of a single nucleotide polymor-
phism (SNP) located at position —1 of the Kozak sequence
of CD40 gene with bone mineral density (BMD) in a
population of postmenopausal women.

Material and methods
Study population

Six hundred and two postmenopausal women, all of them
of Spanish ancestry, were recruited from the population
regularly demanding services of health control at our
menopause unit, a center that covers an urban area of
middle-class population. Healthy women with natural
menopause, defined by at least one-year amenorrhea and
FSH level above 40 Ul/ml, or surgical menopause, were
cligible. Women taking drugs affecting bone mass, affected
of immobility, or with non-Spanish ancestry were excluded
from study. The local cthics committee approved the
protocol, and written informed consent was obtained from
all women in accordance with regulations of our center’s
research foundation and ethics committee.

) Springer

Anthropometric and biochemical measurements

Parity, age at menarche, age at menopause, years since
menopause (YSM), type of menopause, tobacco consump-
tion, age, height, and weight were recorded. The body mass
index (BMI) was calculated for each subject as the ratio
between weight (kg) and square height (m?).

Basal blood samples were obtained for biochemical
measurement of hormones and metabolites, and to obtain
DNA. Blood was collected at 8:00-10:00 after an
overnight fast and was allowed to clot. Then, the serum
was separated and kept at —70°C until analysis. The levels
of carboxyterminal telopeptides of collagen I (CTx) were
measured by electrochemiluminescence (E170 modular
analyzer; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), and
those of total alkaline phosphatase, intact parathyroid
homone (PTH), testosterone, and 17p-estradiol by routine
methods [16, 17]. The intra- and inter-assay coefficients of
variation for these methods were lower than 9%.

Bone density measurements

Measurements of BMD were performed at the lumbar spine
from L2-L4 (LS BMD) and at the non-dominant proximal
femoral neck (FN BMD) with the use of a dual energy X-ray
absorptiometry (DEXA) system (Norland XR-36, Norland
Medical Systems Inc: Fort Atkinson, WI, USA). The
coefficient of variation (CV) was <1% for spine and <1.2%
for femoral neck (based on hydroxyapatite phantom). Norland
2.3 wversion software was used for data acquisition and
analysis. The BMD was calculated by the software program
and presented as g.r‘cm:. The Z- and T-scores were the
number of SDs that a given measurement differed from the
mean for a sex- and age-matched population and for a
normal young adult reference population, respectively.

Single nucleotide polymorphisms and genotyping

The CD40 gene, also known as TNF receptor superfamily
member 5 gene, maps to human chromosome 20 at q12-q13.2
region. According with dbSNP database (National Center for
Biotechnology Information), there are 117 SNPs in the CD40
gene and in the surrounding regions. Among them, there are
cight SNPs located in the translated region of the gene, of
which five are non-synonymous SNPs, nine of them maps at
5'-or 3"-UTR regions, and most are in the introns and regions
near to the gene. We scarched for SNPs that, at least
theoretically, influence a phenotype in a measurable way
(functional SNPs), such as those causing a change in the
peptide sequence or locate in regulatory regions. Among them
there is only one SNP that, while maintaining appropriate
heterozygosity in Caucasian population, meets the above-

315



Osteoporos Int

Table 1 Subject’s anthropometric characteristics for each genotype

Subject characteristics C C (304)

TT(52)

Age (years)

YSM (years)

Age at menarche (years)
Age at menopause (years)
Surgical menopause (%)
Pari

Weight (Kg)

Height (cm)

BMI (kg/m?)
Smoking (%)
Estradiol (pg/ml)
Testosterone (ng/ml)
Intact PTH (pg/ml)
CTx (ng/ml)

Total ALP (U/L)

237
1582103
0.27£0.14
46.0£209
0.45£0.20
174.0+43.2

181.1£40.5

Values are the mean + SD. Number of women is shown in brackets

BMI: body mass index; YSM: years since menopause; PTH: parathyroid hormone; CTx: carboxyterminal telopeptide of collagen type I; ALP:

alkaline phosphatase

mentioned properties. This SNP locates in 5-UTR region at
position —1 in the Kozak consensus sequence of CD40 gene.
The Kozak consensus sequence is a short recognition
sequence that facilitates the initial binding of mRNA to the
small subunit of the ribosome [18]. The consensus sequence
in the most eukaryotic mRNAs is ACCAUGG, while that of
CDA40 gene is GCCAUGG, being the italic C the position of
the selected SNP (C = T, rs1883832) and the AUG the start
codon for translation.

Blood samples were collected in tubes containing
disodium-EDTA as anticoagulant and stored at 4°C until
extraction. Genomic DNA was isolated from nucleated cells
after red-blood lysis with ammonium chloride (10 mM
KHCO;, 150 mM NH,CL 0.1 mM EDTA-Na2, pH 7.4)
with a genomic DNA extraction kit (REAL, Durviz,
Valencia, Spain), according to manufacturer’s instructions.
The obtained DNA gave a 260/280-absorbance ratio of 1.6—
2.0, indicating high-quality DNA.

Genotyping of SNP were performed by TagMan allelic
discrimination real-time PCR on a 7900 HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA),
according to the protocol provided by the manufacturer.
Briefly, 20 ng of genomic DNA was amplified on 96 well
plates in the presence of 1X TagMan probe assay and 1X
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems).
Allelic discrimination was performed by using 7900 HT
thermocycler software. About 0.5% of the genotypes were
ambiguous and samples had to be re-genotyped.

Statistical analysis

The entire statistical analysis was carried out using the
Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago,
IL) v. 14.0 for Windows. Fixed-effects designs of analysis
of variance (ANOVA) and covariance (ANCOVA) were
used for comparisons of means. The Levene test was used

Table 2 Bone mineral density (BMD) and T- and Z-scores of women according to genotype

cc CT TT
FN BMD fg,"‘cm:j 0.78£0.11 (235) 0.79£0.12 (200) 0.7420.13 (43) *
FN BMD T-score 1.01+0.92 0.99£1 .00 1424110 *
FN BMD Z-score 0.12+0.88 0.11£0.97 0532098
LS BMD (giem?) 0.99£0.16 (247) 0.99£0.15 (207) 092£0.13 (47) *
LS BMD T-score 1.2321.47 1.20£1.39
LS BMD Z-score 0.26+1.33 0.26+128

Values are the mean = SD. Number of women is shown in brackets

@ P=0.05 with respect to CC genotype and P<0.01 with respect to CT genotype; * P<0.01 with respect to CC or to CT genotypes
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for the homogeneity of variance for each dependent
variable across all level combinations of the between-
subject factors. Dunnett t test (when the variances were
assumed to be equal) or Dunnett’s T3 test (when the
variances were assumed to be unequal) was applied to
perform post hoc pairwise multiple comparisons. The
existence of Hardy-Weinberg equilibrium was tested with
Haploview 3.2 software (http:/Awww.broad.mit.edu/mpg/
haploview/). The frequency distribution of genotypes was
compared using cross-tabulation and standard ¥ tests.
Odds ratios (with 95% confidence intervals) were calculat-
ed by logistic regression analysis to estimate the relative
risk of osteopenia or osteoporosis according to WHO
definition (T-score < -1). Values shown in the text and
tables are means+SD and frequencies, unless specified
otherwise. Significance was defined as P<0.05.

Results

Table 1 shows that there were not significant differences for
anthropometric data and levels of biochemical markers
between women when separated according to genotype.

Table 2 shows BMD data according to genotype.
Significant differences between genotypes were detected
for FN BMD (P=0.022) and LS BMD (P=0.024) by
ANOVA analysis. Subsequent pairwise comparisons dem-
onstrated that women with the TT genotype had a
considerable reduction of FN BMD when compared with
women with the CC genotype (5.9%, P=0.014) and with
women with the CT genotype (6.5%, P=0.007). Reductions
of similar magnitude (6.2% for CC genotype, P=0.010, and
6.2% for CT genotype, P=0.009) were detected for LS
BMD. The corresponding values for T- and Z-score
reproduced the same pattern, with more negative values
for women with the TT genotype. The similar BMD values
obtained for the CC and CT genotypes suggest a recessive
model of inheritance.

Table 3 shows the risk of FN and LS osteopenia or
osteoporosis adjusted by confounding variables, such as
age, weight, and height, according to genotypes. The
prevalence of the TT genotype was higher in women with
osteopenia or osteoporosis at either FN or LS. Thus, the
odds ratio for the diagnosis of FN osteopenia or osteopo-
rosis in women with the TT genotype was 2.34 (95% CI:
1.12-4.89) when compared with CC + CT women, 246
(95% CI: 1.12-5.38) when compared with CC women, and
2.36 (95% CL: 1.09-5.11) when compared with CT women.
Similar results were obtained for LS, where the
corresponding odds ratios were 2.49 (95% CI: 1.19-5.24),
2.59 (95% CI: 1.20-5.59) and 2.68 (95% CIL: 1.19-6.04).
Confirming results of BMD, data of regression study also
suggest a recessive model of inheritance.

&) Springer
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We have gathered women in this study with osteopenia or
osteoporosis, because our population included a low number
of women with osteoporosis at the FN (27 women, six with the
TT genotype) or at the LS (111 women, 14 with the TT
genotype). Nonetheless, a logistical regression analysis ad-
justed for age, weight and height, applied to this reduced group
of women still detects an odds ratio of 3.87 (95% CL 1.23~
12.18; P=0.021) for FN osteoporosis and of 1.61 (95% CI:
0.78-3.34; P=0.199) for LS osteoporosis in the TT women.

According to a recessive model of inheritance, women
with the TT genotype displayed a lower FN BMD (0.739
vs. 0.787 glem?; P=0.007) and a lower LS BMD (0.922 vs.
0.987 g/em® P=0.006) when compared with women with
the CC + CT genotypes.

Discussion

The data of the present study show an association of the
polymorphism rs1883832 (C = T) located in the position —1
of the Kozak consensus sequence of CD40 gene with BMD
in a population of postmenopausal women. Women with
the TT genotype (frequency 8.6%) showed a reduction in
BMD that exceeded 6% in both the FN and the LS when
compared with women having the CC or CT genotype. This
difference translates into a more than double risk for cither
osteopenia or osteoporosis. However, this smaller BMD is
not translated in significant differences regarding biochem-
ical markers of bone metabolism analyzed (Table 1).

The SNP analyzed in this work is located in the
functional region of the CD40 gene, the Kozak consensus
sequence. The molecular details affected by this mutation
have been analyzed on B-cells, where expression levels of
CD40 were decreased by 39.4% in individuals with the TT
genotype when compared with individuals with the CC
genotype. This effect resulted from a lower translation
efficiency [19].

In agreement with our data, two recent studies have
found an association of the CD40/CD40L system with the
regulation of bone metabolism. In one of them, children
affected by X-linked hyper-IgM syndrome as a conse-
quence of mutations in CD40L gene, displayed osteopenia,
in addition to the series of expected abnormalities in the
immune system [15]. Activated T-cells from these children
express normal levels of RANKL but do not produce IFNy
because of deficient interaction between T cells and
antigen-presenting cells. The resulting defective inhibition
of osteoclastogenesis leads to ostcopenia [15]. In the
second study, Li et al. [14] demonstrate that B-cells are a
main source of OPG, and that T cells, through the CD40/
CD40L system, promote OPG production by B-cells in
vivo. Consequently, CD40- and CD40L-deficient mice
display osteopenia and osteoporosis. Both works constitute

the starting point of a new research field where the
cooperation between T- and B-cells seems crucial in the
regulation of bone homeostasis.

Our work further adds data obtained in a normal human
population that associate polymorphisms in genes of CD40/
CD40L system with higher risk for ostecopenia or osteopo-
rosis. However, a limitation of our work is that the study
population is only constituted by postmenopausal women.
Nevertheless, we think that our findings are consistent
because our population is heterogeneous regarding the age
and bone status. Anyway, this association should be also
demonstrated in men and in premenopausal women.

The linking between a low CD40 expression in cells of
women with the TT genotype with low BMD and increased
risk of osteopenia or osteoporosis is now unknown. A
possibility is that the low CD40 expression in TT women
provokes a low production of OPG, a potent inhibitor of
osteoclastogenesis [2, 5], by B-cells [14], or other antigen-
presenting cells, or even osteocyte/osteoblast cells since
these cells also expresses CD40 [20, 21]. On the other hand,
CD40 activation inhibits osteocyte/osteoblast cell death [21]:
therefore, a low CD40 expression on these cells could reduce
their half life and thus affect bone metabolism. Anyway, it
seems that CD40 level on B-cells/osteoblasts/other-cells is
implicated in the regulation of bone metabolism.

Acknowledgements  The authors are indebted to Mrs. Rosa Aliaga and
Mrs. Elvira Calap for their excellent technical assistance. Grants GV05/
141 from Generalitat Valenciana (Valencia, Spain), FIS 06/154 from
Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS, Madrid, Spain) and Red
HERACLES RDO6/000? from Instituto Carlos 1T (Ministerio de Sanidad
y Consumo; Madrid, Spain) supported this work. MAG-P is a recipient of
a research confract from Fondo de Investigacion Sanitaria - Conselleria de
Sanitat (Generalitat Valenciana).

Conflicts of interest None.

References

. Garcia-Perez MA (2006) Physiological regulation of bone
metabolism and estrogen agonism. In: Cano A, Calaf i Alsina J,
Duefias-Diez JL (eds) Selective estrogen receptor modulators: a
new brand of multitarget drugs. Springer, Berlin, pp 159184
Lacey DL, Timms E, Tan HL et al (1998) Osteoprotegerin ligand
is a cytokine that regulates osteoclast differentiation and activa-
tion. Cell 93:165-17

Kong YY, Yoshida H, Sarosi I et al (1999) OPGL is a key
regulator of osteoclastogenesis, lymphocyte development and
lymph-node organogenesis. Nature 397:315-323

Dougall WC, Glaccum M, Charrier K et al (1999) RANK is
essential for osteoclast and lymph node development. Genes Dev
13:2412-2424

Simonet WS, Lacey DL, Dunstan CR et al (1997) Osteoprote-
gerin: a novel secreted protein involved in the regulation of bone
density. Cell 89:309-319

[

w

=

v

318



Osteoporos Int

>

-

=

o

=

=

s}

. Takayanagi H, Ogasawara K,

. Yun TJ. Tallquist MD, Aicher A et al (2001) Osteoprotegerin, a

crucial regulator of bone metabolism, also regulates B cell
development and function. J Immunol 166:1482-1491

- Roggia C, Gao Y, Cenei S et al (2001) Up-regulation of TNF-

producing T cells in the bone marrow: a key mechanism by which
estrogen deficiency induces bone loss in vivo. Proc Natl Acad Sci
U S A 98:13960-13965

Cenci S, Weitzmann MN, Roggia C et al (2000) Estrogen
deficiency induces bone loss by enhancing T<cell production of
TNF-alpha. J Clin Invest 106:1229-1237

. Anderson DM, Maraskovsky E, Billingsley WL et al (1997) A

homologue of the TNF receptor and its ligand enhance T-cell
growth and dendriticcell function. Nature 390:175-179

S et al (2000) T-cell-mediated
regulation of osteoclastogenesis by signalling cross-talk berween
RANKL and IFN-gamma. Nature 408:600-605

- Sato T, Shibata T, Tkeda K et al (2001) Generation of bone-resorbing

osteoclass from B220+ cells: its role in accelerated osteoclasto-
genesis due to estrogen deficiency. J Bone Miner Res 16:2215-2221

.- Kanematsu M, Sato T, Takai H et al (2000) Prostaglandin E2

induces expression of receptor activator of nuclear factor-kappa B
ligand/osteoprotegrin ligand on pre-B cells: implications for
accelerated osteoclastogenesis in estrogen deficiency. J Bone
Miner Res 15:1321-1329

. Famugia AN, Atkins GJ, To LB et al (2003) Receptor activator of

nuclear factor-kappaB ligand expression by human myeloma cells
mediates osteoclast formation in vitro and correlates with bone
destruction in vive. Cancer Res 63:5438-5443

&) Springer

14.

20.

21

LiY, Toraldo G, Li A et al (2007) B cells and T cells are critical
for the preservation of bone homeostasis and attainment of peak
bone mass i 0. Blood 109:3839-3848

. Lopez-Granados E, Temmerman ST, Wu L et al (2007) Osteope-

nia in X-linked hyper-IgM syndrome reveals a regulatory role for
CD40 ligand in osteoclastogenesis. Proc Natl Acad Sci U § A
104:5056-5061

Garcia-Perez MA, Moreno-Mercer I, Tarin JI et al (2003)
Relationship between PTH, sex steroid and bone turnover marker
measurements and bone density in recently postmenopausal
women. Maturitas 45:67-74

. Garcia-Perez MA, Moreno-Mercer J, Tarin JT et al (2004) Bone

turnover markers and PTH levels in surgical versus natural
menopause. Caleif Tissue Int 74:143-149

. Kozak M (1986) Point mutations define a sequence flanking the

AUG initiator codon that modulates translation by eukaryotic
ribosomes. Cell 44:283-292

. Jacobson EM, Concepcion E, Oashi Tet al (2005) A Graves® disease-

associated Kozak sequence single-nucleotide polymorphism enhan-
ces the efficiency of CD40 gene translation: a case for translational
pathophysiclogy. Endocrinology 146: 26842691

Schrum LW, Marriott I, Butler BR et al (2003) Functional CD40
expression induced following bacterial infection of mouse and
human osteoblasts. Infect Immun 71:1209-1216

Ahuja S8, Zhao S, Bellido T et al (2003) CD40 ligand blocks
apoptosis induced by tumor necrosis factor alpha, glucocorticoids,
and etoposide in osteoblasts and the osteocyte-like cell line
murine long bone osteocyte-Y4. Endocrinology 144:1761-1769

319



Osteoporos Int (2008) 19:793-800
DOT 10.1007/500198-007-0498-6

ORIGINAL ARTICLE

Comparative effects of 173-estradiol, raloxifene and genistein
on bone 3D microarchitecture and volumetric bone mineral
density in the ovariectomized mice

A. Cano - S. Dapia - L. Noguera - B. Pineda -
C. Hermenegildo « R. del Val - J. R, Caeiro +
M. A. Garcia-Pérez

Received: 23 July 2007 / Accepted: 10 October 2007 /Published online: 30 October 2007
(© International Osteoporosis Foundation and National Osteoporosis Foundation 2007

Abstract

Summary This study assessed the effect of estradiol,
raloxifene and genistein on the preservation of bone 3D-
microarchitecture and volumetric bone mineral density
(vBMD) in the ovariectomized mouse model. Our results
indicated that raloxifene was more effective in preserving
bone ovariectomized-induced changes, the advantage being
concentrated in both bone microarchitecture and vBMD.
Introduction This study assessed the effect of different
estrogen receptor (ER) agonists on the preservation of bone
3D-microarchitecture and volumetric bone mineral density
(vBMD) in the ovariectomized (OVX) mouse model.
Methods Twelve-week-old female CS7BL/6 mice were
randomly assigned to one of five groups: (1) SHAM-
operated + vehicle: (2) OVX + vehicle; (3) OVX + 17p-
estradiol (5 pg/kg): (4) OVX + mloxifene (1 mg/kg); (5)
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OVX + genistein (25 mg/kg), during 4-weeks. Bone
microarchitecture and trabecular, cortical and total vBMD
of distal femur were imaged by ex vive microcomputed
tomography (micro-CT).

Results Ovariectomy produced a global deterioration in-
volving both trabecular and cortical 3D-microarchitecture
and vBMD. Raloxifene maintained both microarchitecture
and vBMD, whereas estradiol prevented deterioration of
some microstructural parameters, such as trabecular thick-
ness (Th.Th), trabecular bone pattem factor (Th.Pf), and
cortical periosteal perimeter (Ct.Pe.Pm), but did not
completely block the loss in vBMD. Mice treated with
genistein exhibited the less favourable profile in both
vBMD and microstructural parameters preserving only
cross-sectional bone area (B.Ar) and Ct.Pe.Pm in cortical
bone.
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Conclusion Our data indicate that, at the sclected doses,
raloxifene was more effective in preserving bone OVX-
induced changes than either estradiol or genistein, the
advantage being concentrated in both bone microarchitec-
ture and vBMD.

Keywords Genistein - Osteoporosis - Raloxifene -
Three-dimensional microarchitecture - 17 p-estradiol

Introduction

Osteoporosis is a discase characterized by the progressive
loss of bone mass, deterioration of cortical and trabecular
architecture, and a decrease in mineralization of bone
tissue. These changes, among others, may compromise
bone strength leading to an increased risk of fracture. The
hypogonadic state associated with menopause is the main
determinant of postmenopausal osteoporosis, the most
frequent form of the disease [1, 2]. Indeed, estrogen
deficiency increases bone remodeling within a context
where bone resorption prevails over bone formation [3].
Hormone therapy (HT) prevents bone loss and reduces
fracture risk [2, 3]. However, recent clinical studies [4, 5]
have shown an unfavourable balance for HT when admin-
istered to non-symptomatic women. Advances in the
knowledge on the molecular details of estrogen receptor
(ER) action have made clear that there is a wide array of
molecules exhibiting a whole range of agonistic/antagonistic
profile on the ER [6]. The recent denomination of sclective
estrogen receptor modulators (SERMs) reflects this concept.
Moreover, an additional source of ER agonists is represented
by phytoestrogens, a generic denomination including plant-
derived compounds with the ability to bind ER as well.
Raloxifene is a SERM approved for prevention and
treatment of osteoporosis in postmenopausal women.
Interestingly, together with this agonistic effect on bone,
raloxifene displays antagonistic effects on the breast [7, 8].
Genistein (GEN), one main component of the isoflavone
family of phytoestrogens, has been shown to have a
preferential affinity for the p isoform of the ER [9, 10].
There are data suggesting a beneficial effect of GEN on the
cardiovascular tree, on the control of menopausal symp-
toms, as well as lowering the RANKL/OPG ratio [11, 12].
The aim of the present work was to compare the effects
of three different agonists of the ER, estradiol, raloxifene
and genistein, on two parameters crucial for bone quality,
3D microarchitecture and volumetric bone mineral density
(vBMD) in an animal model of accelerated bone loss by
using ovaricctomized young female mice. Loss of trabec-
ular connectivity resulting in a shift from plate-like to rod-
like trabeculac is a well-cstablished characteristic of
osteoporosis [13]. Given that the nature of trabecular
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architecture is anisotropic, the study used microcomputed
tomography (micro-CT), a technique capable of analyzing
3D images. Ovariectomized mice were used as a model to
perform the experiments.

Materials and methods

Mice and treatments

Twelve-week-old female CS57BL/6 mice (Charles River
Laboratories, Barcelona, Spain) were housed in an environ-
mentally controlled laboratory upon arrival and acclimatized
for 4 days. The animals were either dorsal ovariectomized or
falsely operated (SHAM) under general anesthesia by using
150 mg/kg of ketamine (Merial, Lyon, France) and 5 mg/kg
acepromazine (Calmo Neosan, Pfizer, NY). Animals were
kept at 21°C with 12:12-h light-dark cycle and were
allowed free access to a pelleted standard mouse laboratory
diet containing 0.88% calcium, 0.59% phosphorus and
900 1U/kg vitamin D3 (Panlab SL, Barcelona, Spain) and
tap water. All procedures for consideration of animal welfare
were reviewed and approved by the ethical committee of our
institution.

The mice were divided into five groups: SHAM-
operated (SHAM, n=6), ovariectomized without treatment
(OVX, n=6), and ovariectomized mice treated with 175-
estradiol (E2, »=8), raloxifene (RAL, n=8) or genistein
(GEN, n=8), all compounds were supplied by Sigma-
Aldrich Chemical (St. Louis, MO). Mice were subcutane-
ously injected 5-times per week with 100 pl of vehicle
(10% DMSO, 90% sesame oil; Sigma) in the SHAM and
OVX groups, and with 17p-estradiol (0.1 pg/mouse/day=
5 pg/kg/day), raloxifene (20 pg/mouse/day=1 mgkg/day)
or genistein (0.5 mg/mouse/day=25 mg/kg/day), dissolved
in vehicle for the remaining groups from the third day after
surgery. The administered doses suppose equipotent dose
according to the estrogenic capacity of each agonist [14,
15] and were chosen based on doses frequently used in the
literature [16-20].

Mice were sacrificed 4 wecks after beginning the
treatment by cardiac puncture exsanguination under halo-
thane anesthesia (Fluothane: Zeneca, Macclesfield, UK),
and the uterus and right femur were aseptically removed.
The uterus was weighed to confirm the success of
ovariectomy and the femur was cleaned of adherent soft
tissues and deposited in a tube with 10% formalin.

Three-dimensional trabecular and cortical microarchitecture
analysis by micro-CT

The distal region of femora was analyzed without further
sample preparation by micro-CT, (SkyScan 1172), imaged
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Fig. 1 3D trabecular microarchitectural images of distal mouse
femora by means of micro-CT. a) SHAM group. b) OVX group at
4 weeks postsurgery. ¢) E2 group after 4 weeks of estradiol treatment

Analysis of data indicates that, as compared with the
SHAM group, ovariectomy decreased Th.N and Tb.Th by
nearly 23% (P<0.01) and 11% (P<0.001), respectively,
and increased Th.Sp by 9% (P<0.05, Fig. 2a.c.e). Addi-
tional effects of ovariectomy were a 25% decrease in
trabecular BV/TV (P<0.01, Fig. 2b), and 11% increase in
Th.Pf (P<0.01), suggesting a more disconnected trabecular
structure (Fig. 2d). There were no significant differences
with respect to SMI (Fig. 2f), a variable that quantifies the
relative prevalence of rods or plates in a 3D structure such
as trabecular bone.

Also in Fig. 2, data were similar for the RAL and the
SHAM groups except for SMI, which was slightly lower
for RAL (P<0.05). However, RAL-treated mice behaved
differently from OVX animals in all parameters, clearly
demonstrating that this compound inhibited every change
induced by ovariectomy in trabecular bone. The effect was
more mixed for E2 and GEN (Fig. 2). Estradiol prevented
the changes induced by ovariectomy in both Tb.Th (P<
0.0001) and Th.Pf (P<0.05), but not in Tb.N, Th.Sp, or
BV/TV. GEN, in turn, was unable to correct any change
induced by ovariectomy.

Effect of ovariectomy and ER agonist administration
on cortical bone microarchitecture

As compared with the SHAM group (Table 1), ovariectomy
induced changes in CtPe.Pm (13.1% increase, P<0.01),
MMI (13.4% decrease, P<0.01) and B.Ar (8.2% decrease,
P<0.05). RAL significantly normalized all the three
parameters, while E2 only nomalized the Ct.Pe.Pm (P<
0.01), although a tendency to prevent the B.Ar deterioration
(P=0.06) was observed. GEN neutralized the changes in
Ct.Pe.Pm (P=0.05) and B.Ar (P<0.0001) (Table 1).

) Springer

d) RAL group after 4 weeks of mloxifene treatment. ¢) GEN group
after 4 weeks of genistein treatment

Effect of ovariectomy and ER agonist administration
on vBMD

Ovariectomy resulted in a reduction of 34% (P<0.01) and
4% (P<0.01) in vBMDtrab and vBMDc, respectively, an
effect that represents a vBMDt reduction of approximately
32% (P<0.001) (Fig. 3). The different ER agonists
prevented, with differing effectiveness, trabecular bone
mass loss. Thus, RAL entirely blocked trabecular bone
loss after 4 weeks of treatment (P<0.0001). Mice treated
with E2 and GEN showed vBMDtrab that was intermediate
between SHAM and OVX animals, an effect implying that
they inhibited trabecular bone mass loss only partially
(Fig. 3). No treatment inhibited bone loss at the cortical
level, although the E2 group nearly reached a favorable
difference in relation to the OVX group (P=0.09).

In terms of vBMDt values, RAL, and not GEN,
cffectively neutralized the loss of bone mass associated
with OVX. E2 exhibited an intermediate effect, since
vBMDt was 21.4% higher than in the OVX group. but
14.6% lower than in the SHAM operated animals.

As expected, strong correlations between vBMDt values
and almost all trabecular bone microarchitectural parame-
ters were found. Thus, vBMDt correlated positively with
BV/TV (r=0.62, P<0.001), Tb.Th (r=0.60, P<0.001), and
Th.N (r=0.59, P<0.001) and negatively with Th.Pf (r=
0.59, P<0.001) and SMI (r=0.46, P<0.01).

Discussion
In the present study it was observed that estrogen

deficiency, as induced by ovariectomy, deteriorated both
bone mineral density (mainly vBMDtrab) and bone quality,
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as suggested by the important changes in almost all
microstructural parameters assayed. Regarding trabecular
bone, ovariectomy induced a significant reduction in
trabecular thickness (Th.Th), trabecular number (Tb.N),
and trabecular bone volume (BV/TV), as well as an
increase in trabecular sepamtion (Tb.Sp), a series of
changes that result in a decrcased connectivity among
trabeculae (increase in Th.Pf value). At the cortical level,
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ovariectomy induced an increment of the periosteal perimeter
(Ct.Pe.Pm) and a diminution in the polar moment of inertia
(MM and cortical surface (B.Ar). These results confirmed
that 4-week-old ovariectomized mice presented both a very
deteriorated microarchitecture as well as a large reduction in
trabecular mass (35%). Therefore, this mouse model of adult
young mice seems suitable for investigating phenomena
underlying accelerated bone loss and osteoporosis.

To our best knowledge, this is the first report on
microstructural comparative effects on bone, as assessed
by micro-CT, of estradiol, raloxifene and genistein, admin-
istered at equipotent dose to ovaricctomized mice. The data
confinmed that raloxifene was the most effective treatment,
preventing the deterioration of both vBMD as well as
trabecular and cortical microarchitectural parameters. More-
over, this treatment not only neutralized the loss in
vBMDtrab, but, in agreement with published data in rat
and in women [7, 16], it further increased this parameter
above the levels observed for the control group.

The data add substantial information to the sparse
knowledge about the effect of raloxifene on microstructural
properties of bone. It has been proposed that raloxifene
improves the mechanical propertics of bone in ways that do
not involve increases in BMD or BV/TV [27]. The present
results confirmed that raloxifene improved the deterioration
induced by ovariectomy in BV/TV, Tb.N, Th.Sp, and Tb.Th
in trabecular bone. Furthermore, raloxifene increased the
connectivity between trabeculae and diminished the SMI.
This last effect is particularly important because SMI,
which is characterized by a transition from plate-like to rod-
like architecture, shows particular importance in trabecular
bone affected by osteoporosis [24]. Lower SMI values in
the RAL group suggest a more plate-like structure, which is
in accordance with improved bone strength. This is the first
time that the effect of raloxifene on SMI has been reported.
The effects of ovariectomy were less dramatic in cortical
bone microstructure but, again, raloxifene necutralized the
structural deterioration induced by estrogen deficiency.

Estradiol exhibited a more mixed effect. It only partially
avoided vBMD loss, but was the treatment that performed
best on vBMDe. This profile is in agreement with recently
published data [28, 29]. Regarding microarchitectural
parameters, estradiol inhibited loss in trabecular thickness
(Tb.Th) and in connectivity (Th.Pf). We do not have yet
explanation for this behaviour, since a significantly im-
provement in number and in trabecular separation would be
expected before of a inhibition of connectivity loss.
Additional studies will be needed to clarify this behaviour.

Given the differences observed for raloxifene and
estradiol. it might be argued that the dose of estradiol was
not equipotent to that of raloxifene. However, the mloxifene
and estradiol dosages used in this work would correspond
to 60 mg and 0.3 mg, respectively, for a woman of 60 kg of
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weight, levels that have been demonstrated to have signif-
icant bone protection effects in humans [30, 31]. Addition-
ally, it has been described that similar doses of estradiol to
those used in the current work inhibit BMD loss induced by
ovariectomy, although in those studies, bone mineral content
was calculated per area unit (measured by dual energy X-ray
absorptiometry) instead of per volume unit [17-20]. To
further support the significance of the present data, it has
been reported that micro-CT can detect differences in
mineral content that are comparable or superior to the gold
standard defined by ash content values [32]. It seems
conclusive, therefore, that raloxifene was more effective
than E2 in this ovariectomized mice model. Indeed, it has
been described that estradiol, administered to ovariectomized
rats at similar doses to those of this study, was unable to
improve some proximal tibia microstructural parameters,
such as BV/TV, connectivity density, SMI, and Tb.Sp [29].

A previous study demonstrated that identical doses of
estradiol as those used in the present one prevented both
uterine atrophy and thymic hypertrophy, as well as the
increase in B-cells in BM of ovariectomized mice [33].
Moreover, in another study, the same doses reestablished
the changes induced by ovariectomy in uterus, thymus, and
cortical BMD levels, but were are not able to exceed 20—
30% of the response achieved with the maximum dose of
estradiol in trabecular BMD in eight-week-old mice [28].
Interestingly, it has been described that mouse age is
determinant in this type of study [20]. Thus, administration
of 5 pg/kg/day estradiol to 6-month-old mice completely
prevented the loss of trabecular bone without stimulative
effects on the uterus, while the same dose injected to 3-
month-old mice (identical age to that of our mice) did not
avoid the bone loss, and resulted in uterine hypertrophy
[20], which agrees with our published data [33].

Genistein was the treatment with the lowest antiresorp-
tive power in our study. It was unable to limit vBMD loss
or the microstructural deterioration induced by ovariectomy
in trabecular bone, although it inhibited the changes in
periosteal perimeter (Ct.Pe.Pm) and cortical surface (B.Ar)
in cortical bone. It is unlikely that the poor effect of
genistein in our study was due to insufficient dosage. That
used in our work is normal for this type of study [19, 34,
35], and it would be equivalent to 1500 mg for a woman of
60 kg of weight, 20-25 times superior to the dose gencrally
prescribed. It has been described that genistein dosages
around this range are toxic for reproductive tissue [36-38].
Our results agree with some previously published studies of
the minimal effect of genistein or other isoflavones on bone
microarchitectural parameters [29, 39], albeit some evi-
dence in favor of protection against ovariectomy-induced
bone loss has been detected [34, 35, 40].

To give an answer to these questions we used C57TBL/6
mice as a model, a mousc strain largely used for

investigating bone effects of ovariectomy. Morcover, we
have used twelve-week-old C57BL/6 mice that, with regard
to skeleton, are virtually mature [41]. A certain degree of
modeling and remodeling activities, however, can still
subsist at this age in the skeleton. This specific metabolic
status might have influenced the pattern of response
observed for each ER agonist tested in our study. In fact,
the interaction of ER agonists with either the own receptor
and transcription factors generates a wide array of
responses from pure agonism to complete antagonism
[42]. We cannot discard variable contributions of each
compound through pathways affected by the age of the
animal or even of the phase of skeleton growth.

In conclusion, at doses that were chosen to achieve
equivalent agonistic power for each of the three com-
pounds, raloxifene has been shown to be a more effective
treatment than either estradiol or genistein in preserving
bone vBMD and microstructure in the adult young
ovariectomized mice. Since the present work was a
comparative study, it limits the interference of confounding
varables. One cannot discard, however, that the use of
alternative routes for administrating the treatment, mouse
strain, or age of the mice, may have influenced the results.
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No effect of Cimicifuga racemosa extract on serum interleukin-6
levels and prostacyclin production by human endothelial cells
Dear Editor,

We found that serum from women having the isopropanolic
extract of Cimicifuga racemosa (iCR) did not stimulate prostacyclin
production, a typical estrogenic outcome, by human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC). Moreover, the production of IL-6, a pro-
inflammatory cytokine, was not modified.

The finding is important because iCR has been proposed as an
alternative to menopause hormone therapy, although its efficacy is
still controversial [1]. We designed an open study with two parallel
groups. Between June 2006 and March 2007, we screened 129
women attending our Menopause unit. Middle class Caucasian
women with surgical or natural menopause (1-year amenorrhea,
FSH = 40 mIU/mL) were eligible. Other requirements were mild
estrogen deficiency symptoms and healthy condition, as shown by
medical history and by clinical and analytical examination. After
informed consent, 100 were selected and divided into two groups,
treatment [Remifemin® (bulk batch number 622992), 40 mg/day,
50 women, average age 55.3 years| and untreated control (50
women, average age 55.5 years). Remifemin is composed of tablets
containing 2.5mg of the rootstock extract (propan-2-ol at a
concentration of 40%, V/V) of CR, with drug-extract-ratioof 6-11:1,
corresponding to 20 mg of herbal drug.

In the treated group, 45 women completed the 6 months of the
study, 3 women abandoned, and 2 women were lost to follow up.
In the control group the corresponding figures were 37, 10, and 4
women. The reported reasons for discontinuation were fear of the
possible risks associated with treatment (2 women) and migraine
(1 woman)in the treated group, and request for effective treatment
(8 women) and loss of interest in continuing (1 woman) in the
control.

Fasting samples of blood were taken at the beginning and at the
completion of the 3rd and the 6th month. Basic biochemical
parameters and lipid profile were measured by enzymatic methods
(autoanalyzer AU-5000 Olympus). Commercial immunoassays
were used to measure E;, FSH, and IL-6. The intra- and inter-
assay coefficients of variation were lower than 10%. To minimize
variation, samples from the same woman were tested in the same
run.

The production of prostacyclin was assayed as previously
described [2]. Briefly, serum from women was added to HUVEC and
the concentration of 6-keto-prostaglandin Fy,, the stable hydro-
lysis product of prostacyclin, was assessed in triplicate by EIA
(Cayman Chemical Ann Arbor, MI, USA). The three samples from
the same woman were tested in the same run against the same
batch of HUVEC cells.

Repeated measures analysis of variance was used to determine
the effects of ‘type of treatment’ and ‘time’ (baseline and after 3 and
6 months treatment) variables. Significance was defined as
P <0.05.

Both groups were comparable concerning clinical and bio-
chemical values, and no abnormality was detected in the
subsequent 3-month and 6-month time-points. Table 1 presents
the lipid and hormonal parameters in each group. There were no
differences between groups for either I1L-6 or 6-keto-prostaglandin
Fyq at baseline; mean IL-6 of the treated group was 1.9 pg/mL (95%
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Fig. 1. Effects of isopropanolic extract of Cimicifuga racemosa on the serum levels of
IL-6 (upper panel) and of serum from women having the extract on the 6-keto-
prostaglandin Fy,, levels produced by HUVEC (lower panel). The data represent the
mean + SEM and are expressed as the ratio to their corresponding baseline values(1in
both cases by definition, not shown in the figure). White boxes: untreated control
Black boxes: treatment with Cimicifuga racemosa,

Table 1
Values [mean (95% confidence intervals )| obtained at each time-point for hormonal and lipid parameters

NT (n=37) iCR (n=45)

Baseline 3 months 6 months Baseline 3 months 6 months
Estradiol { pg/mL) 14.4 (106-18.1) 149 (11.6-18.1) 156 (11.6-19.5) 179 (13.4-224) 1222 (8.3-162) 15.8 (59-258)
FSH (mIU/mL) 74.0 (61.9-86.0) 784 (67.5-89.3) 74.9 (61.8-87.99 68.4 (58.1-78.7) 693 (58.2-80.4) 68.4 (56.4-803)
Cholesterol (mg/dL) ~ 224.2(2108-237.6) 2329 (2188-247.1)  2246(210.1-239.1) 2195 (209.8-2202)  225.1(212.8-237.3)  222.1(2127-231.6)
HDL (mg/dL) 64.8 (59.6-69.9) 655 (60.8-70.3) 64.4 (59.3-69.5) 56.8 (53.3-603) 582 (53.1-63.3) 56.3 (51.8-60.7)
LDL (mgfdL) 140.1 (1295-1506) 1462 (1341-1583)  139.8(1283-1513) 1411 (1325-149.7) 1413 (1262-156.4)  143.2(134.5-151.9)
Triglycerides (mg/dL) ~ 96.2(82.5-109.9) 1057 (89.8-121.6)  102.3(85.7-119.0) 1049 (91.8-1180)  109.0(89.6-128.5)  103.9(88.1-119.8)

NT: no treatment; iCR: isopropanolic extract of Cimicifuga Racemosa; FSH: folli

—stimulating hormone; HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein.
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CI1.4-2.5) versus 2.0 pg/mL (95% CI 1.4-2.6) in the controls, mean
protein of 6-keto-prostaglandin F; levels in the treated group was
3.2 ng/mg(95% C12.6-3.9) versus 3.1 ng/mg (95% CI2.5-3.8) in the
controls. This lack of statistical difference was maintained at the
subsequent time-points (Fig. 1), although this conclusion may be
limited by the 31% statistical power of our analysis. Moreover,
there were not significant differences either when levels at each
time-point were compared with baseline.

In conclusion, serum from women treated with iCR had neutral
effects on prostacyclin or IL-6 production by HUVEC. The
implications are of interest given the slight estrogenic activity
exhibited by a different, ethanolic extract of CR [3].
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Extrarenal Wilms' tumor of the uterus with ovarian dermoid
cyst

Dear Editor,

‘We encountered a rare clinical entity when a 16-year-old girl
who had not yet had intercourse presented with weight loss,
abdominal pain, and vaginal bleeding that had lasted for six months.
The patient did not permit a vaginal examination. Rectal examina-
tion revealed an approximately 6- to 7-cm fixed palpable mass with
a firm consistency on the lower middle abdomen and a semi-
palpable mass, probably with a cystic component, in the area of the
right ovary. Computed thoracic and abdominal tomography (CT)
were normal with no evidence of renal or retroperitoneal masses.
Pelvic CT revealed an 8-cm x 7-cm pelvic mass pervading the
midline structures and concealing the uterine margins with some
extension through the uterine cervix, frontward displacement of the
urinary bladder and a cystic lesion in the right ovary. Exploratory
laparotomy clarified that the solid mass displacing the urinary
bladder was located in the corpus uteri extending through the
isthmus and parametrial soft tissues. The ligamentum rotundum
and sacrouterine ligament were bilaterally thickened. Because
caudal borders were not clearly discriminated, subsequent to her
family’s informed consent, vaginal examination disclosed a fragile
necrotic tumor with hemorrhage filling the upper vaginal half,
infiltrating the ectocervix, and covering up the external os. Multiple
biopsies were taken from the upper vaginal segment, isthmus, and
sacrouterine ligament; the cyst in the right ovary was also excised.
Frozen section diagnosis was a “malignant small round cell tumor”
with a comment that paraffin sections were required for definite
histological diagnosis. The case was considered inoperable.

Final microscopic examination revealed a mixture of primitive
epithelial, mesenchymal, and blastemal components in an
organoid configuration (Fig. 1). The epithelial components con-
sisted of tubular and papillary structures lined by columnar or
cuboidal cells. Small cells with ovoid, dark nuclei and scant
cytoplasm generated nests of primitive blastema. The stroma was
composed of unspecified sarcomatoid spindle cells with dispersed
foci of rhabdoid differentiation against a myxomatous background
with no anaplastic features.

Immunohistochemically, vimentin was positive in blastemal
and mesenchymal components, and desmin and pan-keratin
were focally expressed in mesenchymal and epithelial compo-
nents, respectively. The tumor was diagnosed as an extrarenal

Fig. 1. Triphasic pattem consisting of blastema combined with epithelial structures
and stromal elements (H&E, x200).
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The Asn19Lys Substitution in the Osteoclast Inhibitory Lectin
(OCIL) Gene is Associated with a Reduction of Bone Mineral

Density in Postmenopausal Women
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Abstract  Osteoclast inhibitory lectin (OCIL) is a newly
recognized inhibitor of mouse and human osteoclast differ-
entiation whose cellular expression is similar to that of
receptor activator of nuclear factor kB (RANKL). The main
objective of the present work was to elucidate whether nat-
urally occurring single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in
this gene could be associated with bone mass in postmeno-
pausal women. To that end, we studied the association of
bone mineral density (BMD) measured by dual-energy X-
ray absorptiometry with two nonsynonymous SNPs in the
OCIL gene resulting in Asnl19Lys and Leu23Val substitu-
tions in a population of 500 postmenopausal Spanish women.
A weak association was detected for Asn19Lys SNP with
femoral neck (FN) BMD and lumbar spine (LS) BMD in the
whole population. When the population was stratified by age,
however, the association was strong in older women (=53

years). Thus, in this group of participants, women with CG/
GG genotype displayed reductions of 5.6% and 6.7% in FN
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BMD and LS BMD adjusted by age and body mass index
(BMI), respectively, compared to women with CC genotype.
The Asnl9Lys SNP alleles explained about 7% of BMD
variance in older women but only 1.7-3.9% in the whole
population in regression models including age and BMI. In
conclusion, women with a lysine (GG genotype) at position
19 of the OCIL protein displayed lower BMD at femoral
neck and at lumbar spine sites than women having an
asparagine residue. Since the OCIL protein inhibits osteo-
clast differentiation, this amino acid substitution could have
consequences for OCIL functionality.

Keywords Osteoporosis - Genetic polymorphism -
Bone mineral density - QCIL gene

Osteoporosis is a skeletal disorder characterized by com-
promised bone strength and increased risk of fracture. Bone
mineral density (BMD) is used in diagnosis because this
parameter accounts for approximately 70% of bone strength
[1. 2]. Despite the involvement of environmental factors in
the pathogenesis of osteopo genetic factors are deter-
minant because twin and family studies suggest that they
account for about 50-85% of the variance in BMD [3, 4].

Osteoclasts and osteoblasts are capital actors in bone
remodelling, but other cells, such as endothelial, stromal,
osteocyte, or T cells, also participate [5]. Osteoclasts are
derived from hematopoictic stem cells of the monocyte—
macrophage lineage. which also produces monocytes and
macrophages. Interaction of receptor activator of nuclear
factor kB ligand (RANKL, also known as tumor necrosis
factor related activation-induced cytokine (TRANCE)) on
the osteoblast surface with RANK on osteoclast precursors
or mature osteoclasts is a necessary step to initiate osteo-
clastogenesis or osteoclast activation [5].

a Springer
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Osteoclast inhibitory lectin (OCIL), also known as lec-
tin-like transcript 1 (LLT1) and C-type lectin domain
family 2, member D (CLEC2D, official name), is a type 11
C-type lectin that binds natural killer (NK) cell-associated
receptor Nkrpld (CD161) and sulfated glycosaminogly-
cans [6, 7]. The OCIL gene is expressed by several cell
types found in bone (osteobl among others) and
encodes for a protein that inhibits mouse and human
osteoclast differentiation [6, 8]. OCIL cellular distribution
was identical to that of RANKL, an indication suggesting
that the RANKL/osteoprotegerin (OPG) axis may be fur-
ther influenced by OCIL family members [8]. In addition,
OCIL/CDI161 interaction in the presence of a signal
through the T-cell receptor has been shown to enhance
production of interferon-y [9], a bone antiresorptive cyto-
kine, by T cells [10]. Human OCIL mRNA expression is
upregulated by interleukin-1o and prostaglandin E, (PGE;)
in a time-dependent manner but not by dexamethasone or
1,25-dihydroxyvitamin D5 [11]. In addition to its capacity
to limit osteoclast formation. OCIL was able to inhibit
bone resorption by mature, giant cell tumor-derived
osteoclasts [11]. Moreover, OCIL has been demonstrated to
inhibit osteoblast differentiation and function in vitro [12].

Given the OCIL function and its similar location to
RANKL, we hypothesized that the various nonsynonymous
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) described in the
OCIL gene sequence might affect bone metabolism. To that
end, we studied the association of two nonsynonymous SNPs
resulting in Asn19Lys and Leu23Val substitutions with BMD
in a population of 500 postmenopausal Spanish women.

Materials and Methods
Subjects

Five hundred consecutive unselected postmenopausal
women, all of Spanish ancestry, were recruited from the
population regularly demanding health-care services at our
Menopause Unit, a center that covers an urban middle-class
population. Healthy women with natural menopause, defined
by at least 1 year of amenorrhea and a follicle-stimulating
hormone (FSH) level above 40 Ul/mL, or surgical meno-
pause were eligible. Women taking drugs affecting bone
mass or with non-Spanish ancestry were excluded from the
study. The local ethics committee approved the protocol, and
written informed consent was obtained from all women in
accordance with regulations of the Research Foundation and
Ethics Committee of our center.

Anthropometric and Biochemical Measurements

Age, height, weight, and tobacco consumption were
recorded in all participants. Body mass index (BMI) was

@ Springer

calculated for each subject as the ratio between weight (kg)
and height (mz),

Basal blood samples were obtained for biochemical
measurement of hormones and metabolites and to obtain
DNA. Blood was collected at 0800-1000 hours after an
ovemnight fast and allowed to clot. Then, the serum was
separated and kept at —70°C until analysis. Most partici-
pants (>85%) were assayed for levels of carboxy-terminal
telopeptides of collagen 1 (CTx) by electrochemilumines-
cence (E170 Modular Analyzer; Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) and those of total alkaline phos-
phatase (ALP), FSH, and 17 fi-estradiol by routine methods
[13, 14].

In addition, in a random sample of 250 women we
assayed intact parathyroid hormone (PTH) [13, 14] and 25-
hydroxycholecalciferol (vitamin D3) by electrochemilumi-
nescence (DiaSorin, Madrid, Spain), serum bone-specific
ALP by immunoradiometric assay (Tandem R-Ostase:
Hybritech Europe, Liege, Belgium), and osteoprotegerin
(OPG) and RANKL by enzyme-linked immunosorbent
assay (Bender MedSystems, Vienna, Austria). The intra-
and interassay coefficients of variation (CVs) for these
methods were <8%.

Bone Density Measurements

Measurements of BMD were performed at the lumbar spine
from L2-L4 (LS BMD) and at the nondominant proximal
femoral neck (FN BMD) with the use of a dual-energy X-
ray absorptiometric (DEXA) system (Norland XR-36;
Norland Medical Systems, Fort Atkinson, WI) in all par-
ticipants. The CV was <1% for LS and <1.2% for FN
(based on hydroxyapatite phantom). Norland 2.3 software
was used for data acquisition and analysis. BMD was
calculated by the software program and presented as grams
per centimeter squared. The Z and T scores were the
number of standard deviations (SDs) that a given mea-
surement differed from the mean for a sex- and age-
matched population and for a normal young adult reference
population of Spanish ancestry, respectively.

SNPs and Genotyping

The OCIL gene maps to human chromosome 12 at the
12p13 region, spans about 27 kb, and contains six exons. In
agreement with the dbSNP database (National Center for
Biotechnology Information [NCBI]), there are 147 SNPs in
OCIL and in the surrounding regions. Among them, there
are only three SNPs located in the translated region of the
gene, of which two are nonsynonymous SNPs. For the rest,
six of them map to the 3’-untranslated region but without
published heterozygosity, and most of the other SNPs are
located in the six introns and regions near the gene.

329



B. Pineda et al.: OCIL Alleles and Postmenopausal Bone Mass

We selected the two nonsynonymous SNPs located at
exon 1 (C > G, Asnl9Lys, rs16914640) and at exon 2
(C > G, Leu23Val, rs376402). These SNPs were chosen
because they conform with two properties; firstly, they are
SNPs with predictable changes in OCIL protein sequence
and, secondly, they exhibit adequate heterozygosity (0.243
for Asn19Lys and 0.418 for Leu23Val in our population).

Blood samples were collected in tubes containing
disodium-EDTA as anticoagulant and stored at 4°C until
extraction. Genomic DNA was isolated from nucleated
cells after red blood cell lysis with ammonium chloride
(10 mM KHCO;, 150 mM NH,Cl, 0.1 mM EDTA-Na2,
pH 7.4) with a genomic DNA extraction kit (REAL: Dur-
viz, Valencia, Spain) according to the manufacturer’s
instructions. The product gave a 260/280 absorbance ratio
of 1.6-2.0, indicating high-quality DNA.

Genotyping of SNPs was performed by allelic discrim-
ination using the TagMan® SNP Genotyping Assay
(Applied Biosystems, Foster City, CA) on a 7900 HT Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) according to
the protocol provided by the manufacturer. Briefly, 20 ng
of genomic DNA was amplified on 96-well plates in the
presence of 1 x TagMan probe assay and 1 x TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). Allelic
discrimination was performed using 7900 HT thermocycler
software. Reproducibility was estimated by regenotyping
5-7% of samples in each plate and was =99%. About 0.5%
of the genotypes were ambiguous and samples had to be
regenotyped.

Statistical Analysis

The entire statistical analysis was carried out using the
Statistical Package for Social Sciences for Windows (ver-
sion 14.0; SPSS, Inc., Chicago, IL). Fixed-effects designs
of analysis of variance (ANOVA) were used for compari-
sons of means. If the ANOVA was significant, Dunnett’s
test was applied to perform post hoc pairwise comparisons
at o = 0.05. Levene’s test was used to test the homoge-
neity of variance for each dependent variable across all
level combinations of the between-subject factors. The
frequency distribution of genotypes was compared using
cross-tabulation and standard y* tests. Allele frequencies
and the existence of Hardy-Weinberg equilibrium were
tested with Haploview 3.2 software (http://www.broad. mit.
edu/mpg/haploview/) [15]. Haplotype reconstruction was
performed using PHASE 2.1 software (http://www.stat.
washington.edu/stephens/software.html)  [16, 17|, and
haplotype frequencies =0.75 were computed for analysis.
Differences in BMD between different OCIL genotypes
were tested by analysis of covariance and regression
analysis after adjustment for age and BMI. In multivariate
models, the proportion of BMD variance explained by each

factor was estimated as the difference between the
coefficient obtained including that factor in the model and
the #* obtained after removing the factor. Sample size
and power estimation were done by QUANTO software
(htep://www.hydra.usc.edu/GxE/) [18]. We estimated a
sample size of 520 women as sufficient to attain a 90%
power to detect a gene effect at least 2% of BMD variance,
according to reported allele frequencies for Asnl9Lys
SNP. All analyses were two-tailed, and values shown in the
text and tables are means & SD and frequencies, unless
specified otherwise. Significance was defined as P < 0.05.

Results

Allele frequencies for G alleles were 14.0% and 31.0% for
Asnl9Lys and Leu23Val SNPs, respectively. Genotype
frequencies were CC 73.8%, CG 23.6%, and GG 2.5% for
Asnl9Lys SNP and CC 48.4%. CG 41.6%, and GG 10.0%
for Leu23Val SNP. These distributions are consistent with
Hardy-Weinberg equilibrium, and the two SNPs were in
weak linkage disequilibrium (D' = 0.82. ;% =229,
P = 0.00013).

A preliminary study by means of ANOVA detected
suggestive associations of SNP 1516914640 (C > G,
Asnl9Lys) with LS BMD (P = 0.057) and with FN BMD
(P = 0.108). Given the low frequency of the GG genotype
for Asn19Lys SNP, €G and GG genotypes were combined.
The characteristics of the study population are summarized
in Table 1. There were no significant differences between
Leu23Val SNP genotypes for the variables examined. This
varied in the case of the Asn19Lys SNP, where the geno-
type CG/GG displayed significantly lower FN BMD and
OPG levels than the CC genotype (P < 0.05). Moreover, a
trend for lower LS BMD was detected for the CG/GG
genotype compared with the CC genotype (P = 0.059,
ANOVA).

Since weak associations of Asn19Lys SNP with BMD
were detected (ANOVA) in the whole population, we
explored whether a more discriminative analysis might
bring to light a stronger link. Preliminary regression anal-
yses revealed age as the more potent factor associated with
genotype and BMD. Consequently, we explored whether
the segmentation of the population according to the median
age (53 years) might more adequately disclose the potential
association of the Asnl9Lys SNP with BMD (Table 2).
Values for weight, height, BMI, tobacco use, and bio-
chemical parameters were similar between genotypes in
younger (<53 years) and older (=53 years) women, except
for age in young women (C'C women, 48.2 years: CG/GG
women, 49.2 years; P = (0.046). We detected, however, a
significant association of Asnl9Lys alleles with BMD in
the subgroup of older women (=53 years). Thus, women

@ Springer
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Table 1 Anthropometric and biochemical characteristics of subgroups of women according to genotype

Asnl9Lys Leu23Val
CC (370 CG/GG (130) P CC (242) CG (208) GG (50) P
Age (years) 53.0 (53.0-54.0) 53 (52-55) 0,342 53.0 (52.0-55.00  53.0 (53.0-54.0) 53.0 (52.0-56.0) 0.900
Weight (kg) 6594+ 103 65.6 & 113 0.818  66.0 £ 103 653 4+ 10.7 679+ 116 0.306
Height (¢m) 157.0 £ 59 1570 £ 6.6 0955 1577 £63 1563 £ 60 156.6 £ 4.7 0.063
BMI [kg/mjl 268 4.2 26.6 4+ 4.0 0,624 26.6 &+ 4.0 268 4+ 4.1 27.7 4+ 4.6 0.212
Smoking (%) 5 242 19.6 0.783
Estradiol (pg/mL) 14.0(13.0-15.5)  151(13.1-16.3) 143 (12.8-15.9) 134 (11.3-158) 143 (13.1-18.1) 0.637
FSH (U/L) 79.9 4+ 334 758 4+ 288 0.221 791 4+ 321 806 4 32.6 T4.0 4+ 31.9 0.452
CTx (ng/mL) 042(0.37-045) 042 (0.38-047) 0.659 044 (037-047) 041 (0.38-0.45) 0.44 (0.29-0.49) 0.572
Total ALP (U/L) 174.4 £ 473 1725 £ 44.4 0720 171.8 £479 1754 £ 45.1 1708 £ 355 0717
Bone ALP (pg/L) 121 £ 5.8 10.5 £ 5.1 0.137 120 £ 64 115 £50 L1 4+52 0.825
Intact PTH (pg/mL) 42.2(37.7-46.3)  38.6 (34.4-45.1) 0.227  39.1 (37.4-46.3) 415 (37.3—46.2)  41.5(29.3-47.2) 0.403
Vitamin D3 (ng/mL) 299 & 12.5 318 £ 140 0459 304 £ 125 299 £ 11.3 8k 1401 0710
RANKL (pg/mL) 27.6 £ 137 3024+ 110 0282 299 & 144 268 £ 12.5 26,6 £ 9.0 0.327
OPG (pg/mL) 91.6 (82.7-99.1) 769 (63.8-107.8) 0.048 827 (78.2-99.2) 863 (75.9-106.5) 91.4 (58.1-108.6) 0.806
BMD (g/em?)
LS 1.000 £ 0.152 0.970 £ 0.163 0.059  0.998 £ 0.157 0.991 £0.158 0989 £ 0.161 0.870
FN 0802 £ 0.122 0.776 £ 0.124 0.045  0.799 £ 0.126 0.791 £0.122 0799 £ 0.103 0.790

Walues are means <= SD if the variable was normally distributed or the median (95% confidence interval) if it was not. Number of women is

shown in parentheses

Table 2 Densitometric data stratified according to age (<53, =53 years) and Asn19Lys SNP genotype

Younger (<53 years)

Older (=53 years)

CC (177 CG/GG (63) P CC(193) CG/GG (67) P

Femoral neck

BMD (glem’) 0.826 £0.112 0.831 £ 0.121 0.80 0779 £ 0.128 0.725 £ 0.102 0.0031

T score —0.691 £ 0974 —0.669 £ 1.001 0.88 —1.094 £ 1.060 —1.542 £ 0.847 0.0032

Z score —0.108 £ 0.986 —=0.019 £ 1.029 0.55 0.001 £ 1.030 —=0.355 £ 0772 0.015
Lumbar spine

BMD (g/em?) LOI8 £ 0.144 1030 £ 0.155 0.55 0977 £ 0.162 0.904 £ 0.140 0.0029

T score —0.912 £ 1.363 —0.812 £ 1469 0.63 —1274 £ 1.509 — L1961 £ 1315 0.0025

Z score —=0.359 + 1.296 —0.154 + 1.288 0.29 0016 £ 1.323 —=0.631 £ 1.146 0.002

Values are means £ SD. Number of women is shown in parentheses

with CG/GG genotype displayed significantly lower LS
BMD (£ =0.0029) and FN BMD (# = 0.0031). The
corresponding values for T and Z scores reproduced the
same pattern for both sites, with more negative values for
women with CG/GG genotype. Figure 1 shows adjusted
BMD by age and BMI in older women (=53 years)
according to Asnl9Lys SNP genotypes. The difference
between individuals with CG/GG and CC genotypes was
5.6% at FN and 6.7% at LS.

In multiple regression models, the BMD variance
explained by Asnl9Lys genotypes was 1.7% at FN and
3.9% at LS for the whole population and 6.8% at FN and

@ Springer

7.2% at LS for older women (=53 years). Regression
analysis of age- and BMI-adjusted BMD showed signifi-
cant associations of Asnl9Lys genotypes with LS BMD
(P = 0.0058) and FN BMD (P = 0.012), although given
the small number of women homozygous for the G allele,
we could not test the existence of a gene-dosing effect.
Inferred haplotype frequencies from the analysis of the
OCIL gene SNPs rs16914640 and rs376402 were 0.543 for
CC, 0311 for CG, 0.141 for GC, and 0.005 for GG hapl-
otypes. ANOVA using common haplotypes (CC, CG, and
GC) for the whole population showed a weak association
of haplotypes with BMD (FN P = 0.079, LS P = 0.035)

331



B. Pineda et al.: OCIL Alleles and Postmenopausal Bone Mass
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093
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Lumbar spine BMD (y’cmx)

Fig. 1 FN and LS BMD adjusted by age and BMI in younger (<53
years) and older (=33 years) women according o0 Asnl9Lys SNP
genotype. Dashed bars, CC genotype; solid bars, CG/GG genotypes
Values are means + SEM. *P = 0.012, *P = 0.0058 with respect to
CC genotype in the same age group

with women with the CC haplotype showing higher BMD.
When the population was segmented by age (<53 or =53
years), we detected an association of haplotypes with BMD
at both FN (P = 0.032) and LS (P = 0.0027) for older, but
not for younger, women. The association of major haplo-
types with BMD is shown in Fig. 2 for older women (=53
years).

0.0008

0.037

0.008

0.022

Femoral neck Lumbar spine

Fig. 2 FN and LS BMD (mean + SEM) in older women (=53 years)
with common haplotypes of OCIL and P values after Dunnert’s test
with adjustment for multiple comparisons

Discussion

The data of the present study show an association of the
polymorphism Asnl9Lys (C > G, rs16914640) located in
exon 1 of the OCIL gene with BMD in a population of
Spanish postmenopausal women. Women with the CG/GG
genotype displayed, in multivariate models adjusted by age
and BMI, decreases of 5.6% in FN BMD and 6.7% in LS
BMD, with respect to women with the CC genotype. The
low number of individuals with the GG genotype (fre-
quency 2.5%) did not allow us to analyze them as a
separate group. This SNP explained about 7.0% of the
BMD variance in older women (=53 years).

The Asnl9Lys SNP, however, did not associate with
BMD in the younger (<53 years) subgroup of women.
Given the number of participants in our study, our analysis
reached a statistical power of 94% (to detect an effect of
genotype of 2% of BMD variance), which decreased to
70% when the population was divided into two groups.
Despite this reduction in statistical power, our data sig-
nificantly indicated that Asn19Lys SNP was related to bone
mass in this group of women. The association with the
older group suggests that the Asn19Lys SNP gains rele-
vance in the second half of life, once the peak of bone mass
has been reached and bone remodeling becomes the main
process for bone cells [19]. This hypothesis acquires
meaning in the context of the function of the OCIL protein
as an inhibitor of osteoclastic differentiation and function
[6. 11].

This is, to our knowledge, the first description of an
association of genetic polymorphisms in this gene with a
human quantitative trait like bone mass. A limitation of the
present study, however, is that our population was com-
posed only of postmenopausal women, although it was
heterogencous regarding age and bone status. It might be
worth testing whether the association between the Asnl19-
Lys SNP and bone mass is also present in men since it was
strongly dependent on age. Another potential limitation of
our study is that, despite the importance of vitamin Dj
status, we could not use it as a covariate in linear regression
studies due to the lack of this information in some partic-
ipants. However, we think that our analysis is robust since
it was adjusted for age and BMI, probably the two main
confounders when analyzing BMD.

The association with BMD was only detected for the
Asnl9Lys SNP. and not for Leu23Val SNP, despite the fact
that both SNPs are in linkage disequilibrium, though not so
strong (D = 0.82, * = 22.9), probably due to consider-
able distance among them (11,105 bp: according to the
NCBI database, Build 36). In agreement with this weak
linkage disequilibrium, haplotypic analysis was not much
more informative than single-locus analysis. Women with
the CC or CG haplotype displayed better bone parameters

@ Springer
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than women with the GC haplotype but only in the older
group (Fig. 2). Data seemed to indicate that the presence of
a (G in rs16914640 SNP (C > G, Asnl9Lys), which is the
allele for lysine, implied worse bone parameters.

According to the NCBI database, there are two main
human OCIL protein isoforms, both displaying an aspara-
gine residue at position 19 and a leucine at position 23 of
the protein sequence [11]. We used the PolyPhen server (
http://www.bork.emblheidelberg.de/PolyPhen) [20], which
combines structure- and sequence-based prediction, for
prediction of the phenotypic consequences of two SNPs on
the OCIL protein. The PolyPhen server predicted that both
SNPs are benign and therefore did not alter protein phe-
notype. However, the phenotype was estimated only by
alignment of sequences and not by structure data and,
specifically for Asn19Lys SNP, the software assigned a big
value for position-specific independent counts. This indi-
cates that the studied substitution is rarely or never
observed in the protein family and, therefore, one can
expect a poor prediction. Regarding Leu23Val SNP, leu-
cine 23 is conserved in human and murine OCIL proteins
and in the murine OCIL-related protein (mOCILrP1) [8].
The substitution of Leu 23 by Val should not cause large
structural changes in the protein, given the similar physi-
cochemical characteristics of the two amino acids. In
addition, another murine OCIL-related protein (mOC-
ILrP2) possesses in this position a valine, demonstrating
that this substitution is tolerated.

In conclusion, the present work describes a strong
association of a nonsynonymous SNP (Asnl9Lys) with
BMD in women =53 years old. This particular age-
dependent association should be related to the inhibitory
effect of the OCIL protein on osteoclastic differentiation
and function. Although we do not have data on this, it is
possible that if the change of Asn 19 by Lys causes some
functional loss in the OCIL protein, this effect is only
apparent during the specific bone metabolic traits of older
age.
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There is no equivalent alternative to hormone therapy (HT)
in the control of menopause symptoms. However, ma
symptomatic women do not take HT due to either
reservations about potential harmful effects of hormones
or poor tolerance of the side effects (1). A series of “natu-
ral” alternatives has been proposed; among them, Cimici-
fuga racemosa (CR), or black cohosh, has received
attention.

The efficacy of CR in the correction of menopausal symp-
tomsis a matter of debate (2). Differences in the composition
of the extracts of CR might explain some of the discrep-
ancies. Some investigators have claimed that the CR extracts
may have some bone-sparing effects. There is direct dens
data in rodents (3) and information on changes
abolic parameters in humans or human cell 1

n bone mcl’-
es (4, 5). The
protective effects of CR have been described in osteoblasts,

with ir

reased production of osteoprotegerin (5), and in
osteoclasts, whose differentiation was inhibited (6).

Our study of the bone effects of an isopropanolic extract
of CR (iCR) had two goals. First, we checked whether
women taking the iCR preparation exhibited any changes
in a panel of bone biochemical markers. Second, we used
an osteoblastic cell line to explore whether serum from
treated women was capable of stimulating the cellular func-
tion as well as the expression of three capital genes for bone
formation: runt-related transcription factor-2 (Runx-2),
alkaline phosphatase (ALP), and osteocalcin.
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Isopropanolic Cimicifuga racemosa is favorable on
bone markers but neutral on an osteoblastic cell line

Postmenopausal women treated with an isopropanolic extract of Cimicifuga racemosa underwent a decrease in
the urinary concentration of N-telopeptides, a marker of bone resorption, and an increase in alkaline phospha-
tase, a marker of bone formation, at the third month of therapy. Serum from treated women did not modify the
activity of alkaline phosphatase or the expression of three genes, runt-related transcription factor-2 (Runx-2),
alkaline phosphatase, and osteocalcin, when added to the MC3T3-E1 osteoblastic cell line. (Fertil Steril® 2
91:1347-50. ©2009 by American Society for Reproductive Medicine.)

We conducted a 3-month prospective trial on a group of
women with surgical or natural menopause, defined as
amenorrthea =1 year and follicle-stimulating hormone
(FSH) levels =40 IU/L. Forty-five women were treated
with 40 mg/day of iCR (Remifemin; Schaper & Briimmer,
Ringelheim, Germany), and 37 women participated as

1 controls. Ca origin and low level of
menopausal symptoms were additional conditions for eligi-
bility. In addition to the information obtained from their
medical history, the women were considered healthy
ording to a basic as well as a complete gynecologic
evaluation and a routine blood analysis. All were non-
smokers, nondrinkers, and generally sedentary. Exclusion
criteria were immobility, recent bone fractures (<1 year
ago), or use of medication known to influence calcium
metabolism. Compliance was checked with the use of diary
cards.

Our investigation conformed to the principles outlined in
the Declaration of Helsinki, was approved by the institu-
tional review board at our center, and written informed con-
sent was obtained from all patients. At the beginning of the
study and at the completion of the third month of the follow-
up period, blood and urine samples were obtained (08:00 to
10:00 am) after an overnight fast. Serum and urine were im-
mediately frozen at —80°C until assay.

Serum was analyzed for routine biochemical parameters,
including ALP and a complete lipid profile with an autoan-
yzer (Olympus AV 5200; Olympus, Tokyo, Japan). Also
intact parathyroid hormone (pg/mL) was
measured by immunoradiometry (IRMA), and follicle-
stimulating hormone (FSH), estradiol, and testosterone
were measured by specific immunoas: s previously de-
scribed elsewhere (7, 8). Urine was analyzed for creatinine
and total calcium with the use of the autoanalyzer Olympus
AV 600 (Olympus). The urinary concentration of N-telo-
peptide of type I collagen (NTx) was measured by an
enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA), as previ-
ously described elsewhere (7).

in  serum,

Measurements of bone mineral density (BMD, glem®)
were performed at the lumbar spine from L2 to L4 (LS

0015-0282/09/836.00
doi:10.1016/].fertnstert.2008.03.042
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BMD) and at the nondominant proximal femoral neck (FN
BMD) with the use of a dual-energy x-ray absorptiometry
(DEXA) system (Norland XR-36; Norland Medical Sys-
tems Inc., Fort Atkinson, WT).

The mouse cell line MC3T3-E1 was used to clarify any
effect of iCR extract on osteoblastic function. To that end,
MC3T3-El cells were grown according to previously pub-
lished conditions (9); when at 90% of confluence, serum
from women was added to the medium. After 12
culture, the medium was removed, and ALP activity
protein content were measured in the supernatant from son-
icated cells. To further confirm that we were using fully ma-
ture osteoblasts, a parallel series of experiments was
performed in which MC3T3-El cells were treated with
@-glycerophosphate (10 mM) and ascorbic acid (50 ug/
mL), two osteoblastic differentiation inductors. The activity
of ALP was yed in triplicate by a commercial kit
(THERMO Electron Corporation, Louisville, KY) follow-
ing the manufacturer’s instructions.

Also in MC3T3-El cells, we used real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) to quantify the expression of three
genes related with osteoblastic differentiation and function,
Runx-2, ALP, and osteocalcin. The extraction of RNA as
well as the reverse transcription procedure was performed
as previously described (10). The primers used for the
PCR reaction were glyceraldehyde 3-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH) sense 5'-ACC ACA GTC CAT GCC ATC
AC-3' and antisense 5'-TCC ACC ACC CTG TTG CTG
TA-3'; Runx-2 sense 5'-CCG CAC GAC AAC CGC ACC
AT-3" and antisense 5-CGC TCC GGC CCA CAA ATC
TC-3"; ALP sense 5-GGT GAA CGG GAA AAT GTC
TC-3" and antisense 5-CTG GAC CTC TCC CTT GAG
TG-3; and osteocalcin sense 5'-CTC TCC TAC AAG
AAC GGC AC-3 and antisense 5-TCA CTA GCC AGA
AAT CGG TGG-3". Amplified PCR products were sepa-
rated on 2% agarose gel and stained with ethidium bromide
for visualization. The intensity of ethidium bromide—
stained bands was quantified using the histogram function
in Adobe PhotoShop version 7.0 (Adobe Systems Inc.,
San Jose, CA) and was normalized with the glyceraldehyde
phosphate dehydrogenase (GAPDH) housekeeping gene.

The statistical analysis was carried out using the Statisti-
cal Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL) v
14.0 for Windows. Kolmogorov-Smirnov one-sample test
was used to check whether variables were normally distrib-
uted. Fixed-effects (models with only fixed effects and the
residual term) designs of analysis of variance (ANOVA)
and Student’s r-test were applied for comparisons of means
of data. In addition to parallel comparisons between groups,
effects on each participant were compared with her own
baseline values. P <.05 was considered statistically signif-
icant.

The treatment was well tolerated, and no patient with-
drew from the study due to adverse reactions. Basic clinical

data including age (55.5 + 5.9 years in the treated group and
553 £ 5.1 years in the control), years since menopause
(10.4 4+ 5.3 vs. 8.5 + 4.5, respectively), and body mass in-
dex (26.8 £ 3.8 vs. 274 £ 4.2 kg/m:. espectively) were
comparable in both groups. Values for LS BMD and FN
BMD were within the normal range for the age, and were
similar in both groups. There were no differences between
the groups for routine biochemical parameters, lipids or
hormones (estradiol, testosterone, FSH, and parathyroid
hormone) at each time-point of the study, or when values
at 3 months were compared with baseline within each
group.

The whole profile of the effects of iCR on bone is pre-
sented in Figure 1. Women treated with iCR exhibited
statistically significant differences for NTx, which was de-
creased, and ALP, which was increased (panel A). No
difference between groups was detected, however, for
data obtained with the use of MC3T3-El cells. Moreover,
ALP remained unchanged when cells were treated with
serum alone or with serum plus -glycerophosphate and
ascorbic acid (panel B). Consistent with this data, there
were no statistically significant changes in any of the three
studied genes (Runx-2, ALP, or osteocalcin) when com-
pared with the GAPDH constitutive gene (panel C).

Our data confirm that the use of an iCR extract was well
tolerated and did not alter analytical parameters. This neu-
trality included the lipid profile, in contrast to the recog-
nized changes induced by oral estrogens. Moreover, the
treatment was not associated with changes in the reproduc-
tive hormones FSH, testosterone, or estradiol.

The bone changes consisted of a dual protective effect,
with reduction in the levels of NTx, an indicator of bone re-
sorption, and increase in ALP, an indicator of bone forma-
tion. The mechanism used by the iCR extract to limit
bone remodeling is unknown at present. Nevertheless, a re-
cent experimental study has shed some light by showing
that 25-acetylcimigenol xylopyranoside, a triterpenoid gly-
coside isolated from CR, potently blocks the osteoclasto-
genesis induced by either receptor activator of nuclear
factor kB ligand (RANKL) or tumor-necrosis factor-c (6).
Further information has been provided by another study
in which an iCR extract increased the production of osteo-
protegerin by cultured osteoblasts (5). The counterbalanc-
ing effects of osteoprotegerin on osteoclastogenesis might
influence the reduction in the bone-remodeling activity
observed in our study.

Experiments with MC3T3-E1 cells, an osteoblastic cell
line, were designed to further clarify the mechanism used
by the iCR extract. For this purpose, we used serum from
women, a model whose advantage resides in that it most
faithfully reproduces conditions similar to the physiologic
environment (11, 12). In contrast to the changes in bone
markers, there was no change in ALP activity. The use of
RT-PCR to explore changes in the expression of genes

Garcia-Pérez et al. Correspondence
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FIGURE 1

Effects of Cimicifuga racemosa on bone as
reflected by changes in bone markers in women
(panel A), or cell activity and gene expression
(panels B and C, respectively) in the MC3T3-E1
osteoblastic cell line. The data represent the mean
-+ standard error of the mean and are expressed as
the ratio to their corresponding baseline values.
White boxes: untreated control. Black boxes:
treatment with Cimicifuga racemosa. NTx: N-
telopeptide of type | collagen. Ca/Cr: calcium-
creatinine ratio. ALP: alkaline phosphatase. -GP:
#-glycerophosphate. Runx-2: Runt-related
transcription factor-2. *P< .05 when comparing
both groups.
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involved in osteoblast differentiation and function gave
a negative result as well, There is no clear explanation for
the discrepancy with the bone markers data in women. Po-

tential hypotheses might include the murine origin of the
cell line or the increased local concentrations of iICR metab-
olites on bone in vivo.

There has been some debate on whether some CR actions
might be mediated by a hypothetical agonism on estrogen
receptors (ER), but experiments exploring the affinity of
an ethanolic extract concluded in a lack of affinity for either
ERa or ERZ. We have not performed specific experiments
to discem whether there is any binding affinity of our iso-
propanolic extract on ER, but the poor modulation ability
on bone metabolism as well as the lack of effect on the
levels of FSH reduces support to this hypothesis, Similar
findings have been reported by other investigators (13).

‘We detected biochemical changes consistent with a small
protective effect of iCR against the increased bone loss that
oceurs after menopause. Experiments with a murine osteo-
blastic cell line did not confirm any effect on osteoblasts.
‘We cannot discard that the outcome might be different
with another CR preparation because the bands obtained
with thin-layer chromatography do not overlap for the
most common ethanolic and isopropanolic extracts (14).
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Common polymorphisms rather than rare genetic variants
of the Runx2 gene are associated with femoral neck BMD
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Abstract
osteoblast differentiation and skeletal morphogenesis. Its

mutation creates cleidocranial dysplasia (CCD), a disorder

characterized by skeletal abnormalities and bone mineral
density (BMD) alterations. The purpose of the present study
has been to clarify whether polymorphisms affecting this
gene could be associated with changes in BMD in women. To
that end, we performed an association study of BMD values
from 776 women with two single nucleotide polymorphisms
(SNPs) located at P2 promoter (-1025 T=C) and at exon 2
(+198 G=A), and with a deletion polymorphism
(17Ala=>11Ala), also located at exon 2. We found an asso-
ciation of ~1025 T=C SNP with femoral neck BMD (FN-
BMD), being the women of TC/CC genotype who have
higher BMD than women of TT genotype (£ = 0.006). This
association was independent of age, weight, menopausal
status, or hormone replacement therapy (HRT) use as shown

RUNX2 is a transcription factor essential for
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by regression analysis. When women of highest versus
lowest quartile of BMD were compared, this association
became more evident (P = 0.002), extending also to +198
G=>A SNP (GA/AA women with higher FN-BMD;
P < 0.05). In addition, we describe herein three novel rare
variants in the polyglutamine domain of RUNX2 protein: an
in-frame insertion and two deletions in exon 2, resulting in
the insertions of 7 and deletions of 7 and 5 glutamines,
respectively. These variants do not produce CCD, increased
frequency of bone fracture, or BMD alterations. In conclu-
sion, common polymorphisms in Runx2 are associated with
FN-BMD. Nevertheless, rare variants that modify the poly-
glutamine domain of RUNX2 neither have any effect on
BMD nor produce the CCD phenotype. These results
underscore the significance of polymorphisms in the 5'-
region of Runx2 in the determination of FN-BMD.

Keywords Osteoporosis - Runx2 - Bone mineral density -
Association - Alleles

Introduction

Osteoporosis is a skeletal disease characterized by reduced
bone mineral density (BMD) and increased risk of fragility
fractures, which worldwide affects an elevated percentage
not only of women but also of men [1]. Genetic factors
have been recognized as playing an important role in the
pathogenesis of osteoporosis, although, as a multifactorial
disease, it is influenced by other parameters such as diet,
physical activity, medication use, and lifestyle [I, 2].
According to the key role of genetic factors in the phys-
iopathology of postmenopausal osteoporosis, twin, family,
and epidemiological studies have shown high heritability
of BMD and other determinants of fracture risk, such as the
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ultrasound properties of bone, skeletal geometry, and bone
turnover [3, 4].

A proper selection of phenotype is mandatory in genetic
studies of such complex or multifactorial pathologies as
osteoporosis [3]. In the present work, we have analyzed the
association of polymorphisms with BMD because this is
the main predictor of bone fracture [5-7], being more
independent than other phenotypes of nonrelated bone
factors such as neurological disease or accidents [3].
Presently, given the advances in high-throughput geno-
typing methods, genome-wide association studies (GWAS)
are being carried out in several populations to look for
genes associated with BMD or bone fracture [8-10].
Nevertheless, this type of study, besides being extremely
expensive, has low statistical power, and eventually
explains but a very small percentage of the variation in
BMD, although giving new insights into the genetics of
complex disorders such as osteoporosis. In contrast, anal-
ysis of candidate genes selected according to their function
and according to observed phenotypes in animal models or
in spontancous mutations in humans remains a valid
approach [11].

Runt-related transcription factor 2 (Runx2) gene, also
named Core-binding factor al (Cbfal), meets all the con-
ditions for study as a candidate gene in the genetics of
postmenopausal osteoporosis. Runx2 is a member of the
RUNX family of transcription factors that encodes a
nuclear protein with a Runt DNA-binding domain. RUNX2
contains a region of glutamine and alanine repeats in the N-
terminal region (polyQ/polyA domain), the central Runt
domain, and a C-terminal proline/serine/threonine-rich
(PST) activation domain [12, 13]. RUNX2 is essential for
osteoblastic differentiation and skeletal morphogenesis, as
demonstrated in mice lacking the Runx2 gene [14]. Mice
homozygous for a mutation in Runx2 die after birth without
breathing and show complete lack of ossification of the
skeleton, whereas heterozygous mice show specific skeletal
abnormalities characteristic of cleidocranial dysplasia [15].
Cleidocranial dysplasia (CCD, OMIM 119600) is a rare
autosomal-dominant disease characterized by hypo- or
aplastic clavicles, open fontanelles, supemumerary teeth,
and short stature [13]. The presence of heterozygous
mutations in some CCD families advanced the conclusion
that heterozygous loss of RUNX2 function is sufficient to
produce CCD. To date, several mutations located at polyQ)/
polyA, PST, and mainly at the Runt domain, have been
described [13, 16, 17]. The considerable phenotypic vari-
ability, nonetheless, has impaired a clear genotype-phe-
notype correlation [16, 17]. This phenotypic variability
includes the full-blown phenotype plus osteoporosis to
isolated dental anomalies or brachydactyly [13].

Mutations and naturally occurring polymorphisms in
Runx2 have been associated with alterations in bone
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mineral density (BMD) and increased risk of fracture
without displaying the overt CCD phenotype. Thus,
mutations or rare variants that may be related to low BMD
and fractures have been observed within the glutamine
repeat [18], and several polymorphisms affecting mainly
the P2 promoter and exon 2 have been related to low BMD
and risk of fracture [18-20]. For these reasons, our aim was
to study the association of genetic polymorphism in this
gene with BMD in a cohort of women.

Materials and methods
Subjects

The study group were women of Spanish ancestry from a
population-based cohort that we regularly analyze in epi-
demiological studies of osteoporosis and bone health [21,
22]. All the women were living in Valencia and were
recruited from the population regularly receiving health
care services at the Menopause Unit of our hospital.
‘Women were classified as postmenopausal if they were
older than 40 years, with amenorrhea for at least 1 year and
with a follicle-stimulating hormone (FSH) level above
40 Ul/ml, or if they were subjected to a surgical bilateral
ovariectomy performed before menopause: as perimeno-
pausal if the menstruation was irregular and/or up to
6 months had elapsed since their last period:; and as pre-
menopausal if they were menstruating regularly. Women
with a history of bone disease other than primary osteo-
porosis or who had used any medication known to alter
bone mass or bone metabolism, except for hormone
replacement therapy (HRT), were excluded from the study.

A total of 776 women accepted to participate in the
study and underwent genotyping, constituting a study
group of 689 postmenopausal and 87 pre-perimenopausal
(80% perimenopausal) women. The participants completed
a questionnaire on osteoporosis risk factors such as age,
menopausal status, height and weight, cigarette smoking,
and use of hormone replacement therapy (HRT) or medi-
cation known to affect bone metabolism, and data were
recorded. Age, weight, HRT use, HRT duration, and
menopausal status were used as covariates in the analysis
of the data. The local ethics committee approved the study
and protocol, and written informed consent was obtained
from all women in accordance with the regulations of the
Research Foundation and Ethics Committee of our center.

Anthropometric and biochemical measurements

Age, years since menopause (ysm), height, weight, and
tobacco consumption were recorded for all participants in
the study. The body mass index (BMI) was calculated for
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cach subject as the ratio between weight (kg) and square
height (m*). Basal blood samples were obtained for bio-
chemical measurement of hormones and metabolites and
to obtain DNA for genotyping and sequencing. Blood
was collected between 8:00 and 10:00 AM. after an
overnight fast and was allowed to clot. Then, the serum
was separated and kept at <70°C until analysis. The levels
of carboxy-terminal telopeptides of collagen 1 (CTx) and
25-hydroxycholecalciferol (25(0OH)D;) were measured
by eclectrochemiluminescence (E170 Modular Analyser;
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Levels of osteo-
protegerin (OPG) were assayed by an instant enzyme-
linked immunoassay (ELISA) kit (Bender MedSystems,
Vienna, Austria). Levels of total alkaline phosphatase
(ALP), 17 f-estradiol, FSH, total calcium and phosphate,
thyroid-stimulating hormone (TSH), and 17f-estradiol
were measured using routine methods [21, 22].

Bone density measurements

Measurements of bone mineral density (BMD) were per-
formed by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) at the
lumbar spine from L2 to L4 (LS-BMD) and at the non-
dominant proximal femoral neck (FN-BMD) with Norland
XR-36 (Norland Medical Systems, Fort Atkinson, WI,
USA) or Lunar DPX (GE Lunar Corporation, Madison, WI,
USA) densitometers. The BMD was calculated by the
software program and presented as gfem®. The Z and T
scores were the number of SDs that a given measurement
differed from the mean for a sex- and age-matched popu-
lation and for a normal young adult reference population,
respectively. To use DXA measurements obtained from
equipment from two different manufacturers, standardized
BMD (sBMD) was calculated according to previous work
[23, 24).

Single nucleotide polymorphisms and genotyping

The Runx2 gene is located at 6p21, spanning 124.8 kb of
genome, and contains two promoters (P1 and P2) and seven
exons, giving two distinct isoforms, RUNX2-I and -11. both
expressed in human osteoblasts and osteoblastic precursors
[25]. The polymorphisms were chosen after looking for
SNPs previously associated with BMD in public databases.
Thus, we selected a SNP (+198 G=>A, rs6921145; chro-
mosome position, 45.498,489) in the region of alanine
repeats in the N-terminal region (polyA domain) of the
RUNX2 protein [18, 19] and a functional SNP (-1025
T=C, rs7771980; chromosome position, 45,497,267)
located at promoter P2 |26]. Notably, the +198 G=A
SNP is located within another deletion polymorphism
(rs11498192) with alleles 17Ala (wild type) and 11Ala at
the alanine repeat of RUNX2 protein [18, 19].

Blood samples were collected in tubes containing dis-
odium-cthylenediaminetetraacetic acid (EDTA) as antico-
agulant and stored at 4°C until extraction. Genomic
DNA was isolated from nucleated cells after red cell lysis
with an ammonium chloride commercial kit (REAL,
Durviz, Valencia, Spain) according to the manufacturer’s
instructions.

Genotyping of <1025 T=C SNP was performed by
allelic discrimination using TagMan SNP Genotyping
Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) on a
7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems) according to the protocol provided by the manufac-
turer [21, 22]. Allelic discrimination was performed using
7900 HT thermocycler software. Reproducibility was
estimated by regenotyping 7% of samples in each plate and
was higher than 99%. Between 0.5% and 3.0% of the
genotypes (depending on SNP) were ambiguous, mainly
because of poor amplification, and these samples had to be
regenotyped.

Genotyping of deletion polymorphism (17Ala>11Ala)
and the synonymous SNP +198 G=A was performed by
polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) using the MspAll restriction
enzyme as described previously [19]. Briefly, isolated
genomic DNA was amplified with the primers forward 5'-
CCG GCA AAA TGA GCG ACG-3' and reverse 5'-GGG
CGG TGT AGC CTC TTA CCT T-3 in a 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems). The presence of wild-type
allele (336 bp: 17Ala) and the 6-alanine deletion allele
(318 bp: 11Ala) was visualized by electrophoresis on 3%
agarose gels. These PCR products then underwent enzy-
matic digestion using MspAll (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) to genotype the +198 G=>A SNP [19].
Therefore, for this system there are 6 possible genotypes:
homozygous for 17Ala allele+ GG or GA or AA for
another SNP: heterozygous 17Ala/l11Ala and G- or
A- allele (11Ala has lost the target sequence to MspAll),
or 11Alaf/11Ala homozygous. Between 1% and 3.0% of
the genotypes were ambiguous, and samples had to be
regenotyped.

Sequencing of rare variants in the RUNX2 polyQ/
polyA domain

Samples presenting a pattem of bands different from that
expected, according to gene sequence [19], were sequenced
after the separation of two bands by polyacrylamide gel
clectrophoresis and reamplification with the same primers to
obtain separated, purified molecules. PCR products were
prepared for cycle-sequencing after purification with the use
of Sephadex G-50 molecular exclusion resin (Amersham
Biosciences, Piscataway, NI, USA). Cycle-sequencing
reactions were assembled using 0.3 ul cycle-sequencing
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premix (BigDye, version 3.1: Applied Biosystems), 6 pmol
primer, 0.6 pl 5x sequencing dilution buffer, 3% dimethyl
sulfoxide (DMS), and 2 pl PCR product in a final volume of
5 pl. An initial denaturation step at 96°C for 10 min was
followed by 40 cycles of 96°C for 30 s, 62°C for 4 min, with
a final step at 72°C for 15 min. Cycle-sequencing reactions
were purified using Sephadex G-50 and dried at 95°C for
45 min. The dried DNA was resuspended in 5 pl Hi-Di
Formamide (Applied Biosystems). Afterward, it was elec-
trophoretically analyzed using a DNA  Analyzer 3730
(Applied Biosystems).

Statistical analysis

Fixed-effects designs of analysis of variance (ANOVA)
and covariance (ANCOVA) were used for comparisons of
means in normally distributed data. Continuous variables
that did not fit a normal distribution, e.g., age, weight, body
mass index (BMI), estradiol, TSH, CTx, total calcium and
phosphate, total ALP, and 25(OH)D3, were analyzed using
the Kruskal-Wallis test to evaluate the effect of genotype.
To compare the association of the 1025 T>C SNP among
women of extreme BMD, we divided the population in four
groups according to the BMD values and analyzed the
association of the ~1025 T=C SNP in women of highest
versus lowest quartile of BMD. Differences in BMD
between different Runx2 genotypes were evaluated using
analysis of covariance and regression analysis after
adjusting for age, weight, HRT use and duration, and
menopausal status, and the quantitative variables that were
significantly different between groups of women according
to genotype (total ALP and total calcium; see Table 3). In
multivariate models, the proportion of BMD variance
explained by each factor was estimated as the difference
between the 12 coefficient obtained, including in the model
that factor, and the #* obtained after removing the factor.
Population structure was examined using STRUCTURE
version 2.2 [27]. Each STRUCTURE analysis was per-
formed without any prior population assignment and was
performed at least five times with similar results using
10,000 replicates and burn-in cycles under the admixture
model. Estimation of the correct number of populations (K)
was based on visual inspection of the respective probabil-
ities and of the distribution of the populations among the
inferred clusters.

The frequency distribution of genotypes was compared
using cross-tabulation and standard »* tests. Allele fre-
quencies and the existence of Hardy—Weinberg equilibrium
(HWE) were tested with Haploview 3.2 software (http://
www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) [28]. The model of
inheritance (codominant, dominant, overdominant, and
recessive) was analyzed with SNPStats software (http://
bioinfo.iconcologia.net/index.php?module=Snpstats) [29].
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We estimated a sample size of 594 women as sufficient to
attain an 85% power to detect a gene effect at least 1.5%
of BMD variance, according to reported allele frequencies
for —1025 T=C SNP, by using the QUANTO software
(http://hydra.usc.edu/GxE/) [30]. Values shown in the text
and tables are mean + SD and frequencies, unless speci-
fied. All analyses were two-tailed and significance was
defined as P < 0.05. The statistical analysis was carmried out
using the Statistical Package for Social Sciences (version
15; SPSS, Chicago, IL, USA).

Results
Association between BMD and Runx2 genotypes

The main characteristics of the 776 participants in the study
are listed in Table 1. Genotype and allele frequencies for
three polymorphisms of Runx2 gene are shown in Table 2.
Note that the genotype for +198 G=A SNP data refers to
17Ala/17Ala women (n = 643) because the
restriction site for MspAll is lost in the 11Ala allele [18,
19]: this is probably the reason for the departure from
Hardy-Weinberg equilibrium for this SNP seen in our
population (Table 2). On the other hand, the two SNPs
+198 G=A and -1025 T>C were in strong linkage dis-
equilibrium (D' = 0.97; ;{2 = 1100).  Finally, the
STRUCTURE software was used to check for possible
population substructure. Data were consistent with the
existence of a unique population (probability = 0.996),
and models assuming two to five populations showed
negligible probability.

A preliminary study by means of ANOVA detected no
associations of the 17Ala>11Ala length polymorphism or

common

Table 1 Characteristics of the Spanish women cohort

n Value

Age (years) 776 52.0 (52-53)
Weight (kg) 776 65.0 (64.5-66)
Height (cm) 776 1576 £ 62
BMI (kg/m?) 776 26.2 (26.0-26.7)
Smoking (%) 776 233
Estradiol (pg/ml) 740 13.3 (12.5-14.00
FSH (UM 740 764 4 341
TSH (U/) 738 202(193-2.11)
BMD (g/cm?)

Lumbar spine (LS) 703 0.997 £ 0.150

Femoral neck (FN) 0686 0.799 £ 0.116

Values are the mean £ SD if the variable was normally distributed,
the median (95% confidence interval) if it was not, or percentage
BMI body mass index, FSH follicle-stimulating hormone, TSH thy-
roid-stimulating hormone, BMD bone mineral density
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Table 2 Genotypic and allele

frequencies and HWE P values Polymorphism Genotype ni(%) Allele (frequency) HWE P value
for polymorphism analyzed 17Ala> 1Al 17Al/1 TAla 643 (82.9) 17Ala (0.91) 0332
17TAl2/1 1Ala 123 (15.8) 11Ala (0.09)
ITAla/1 1Ala 10(1.3)
4 Data for +198 G=A +198 G=A* GG 568 (88.3) G (094) 0.022
(rs6921145) refer to women GA 68 (10.6) A (0.06)
with the 17Al/17Ala genotype AA 7011
because the 11Ala allele has no B
polymeorphic restriction site for —1025 T=C TT 685 (88.3) T (0.94) 0.124
MspAll and consequently TC 84 (10.8) C (0.06)
cannot be genotyped for the cc 7 (0.90)

+198 G=A polymorphism

Table 3 Anthropometric, biochemical, bone characteristics, and menopausal status data of our study population according to —1025 T=C

polymorphism genotypes

I Genotype P
TT TC/CC
Age (years) 776 52.0 (52.0-53.0) 520 (50.0-53.0) 0.902
Ysm (years) 776 5.0 (4.0-5.0) 5.0 (4.0-7.0) 0.966
Weight (kg) 776 65.0 (64.5-66.0) 66.5 (63.5-08.6) 0.272
Height (cm) 776 I57.5 £ 6.2 158.7 £ 6.3 0.085
BMI (kg/m?) 776 26.2 (25.9-26.7) 266 (255-27.3) 0.881
Estradiol (pg/ml) 740 13.4 (127-14.4) 145 (129-16.5) 0.275
HRT user (%) 776 34.2 36.7 0.639
Surgical menopause (%) 776 27.5 236 0.525
Postmenopausal status (%) 776 86.9 862 0.866
CTx (ng/ml) 776 0.41 (0.38-0.43) 041 (0.35-047) 0.945
Total ALP (U/1) 776 168.0 (163.0-172.0) 152.0 (142.0-162.0) 0.003
Calcium (mg/dl) 776 9.6 (95-9.6) 9.7 (95-9.8) 0.030
Phosphate (mg/dl) 776 3.6 (35-3.6) 3.6(35-37) 0.654
OPG (pg/ml) 450 80.5 £ 204 975 £31.6 0.080
25(0H)Ds (ng/ml) 410 22.8 (21.6-24.5) 258 (22.1-32.9) 0.117
FN-BMD [g/cmEJ 686 0.796 + 0.116 0.833 & 0.113 0.006
LS-BMD (g/em?) 703 0.996 £ 0.149 1019 £ 0.148 0.182

Values are the mean £+ SD if the variable was normally distributed, the median (95% confidence interval) if it was not, or percentage

BMI body mass index, HRT hormone replacement therapy. CTx carboxy-terminal telopeptides of collagen 1. ALP alkaline phosphatase, OPG
osteoprotegerin, 25(OH)Dy 25-hydroxycholecalciferol, BMD bone mineral density

of the +198 G>A SNP with FN- or LS-BMD in our
population. Nevertheless, to verify the previously described
association of GAJAA genotype for +198 G=>A SNP with
FN-BMD, mainly in women with higher body mass index
(BMI) [18, 19], we conducted an analysis according to
median BMI (< or >26.3 kglmz], Again, we did not find an
association with FN-BMD, although a trend was evident
both for FN-BMD (GG women: 0.784 + 0.118 vs. GA/AA
women: (.820 & 0.111 glc:mz; P = 0.087), as well as for
LS-BMD (GG women: 0.974 £ 0.143 vs. GA/AA women:
1018 £ 0.143; P = 0.087). In our population this trend
occurred only for women with BMI < 26.3 kg/m?
(n = 337 and 353, for FN- and LS-BMD, respectively).

‘We did find, however, an association between —1025
T=C SNP genotypes and FN-BMD (P = 0.021), the
women with C allele having a higher FN-BMD, but not for
LS-BMD (£ = 0.296). Given the low frequency of the CC
genotype (<<1%, Table 2), and that a preliminary study
with SNPstats software [29] showed a dominant inheri-
tance, TC and CC genotypes were combined in subsequent
studies. Table 3 shows anthropometric, biochemical, bone
characteristics, and menopausal status data of our women
according these genotypes (TT vs. TC/CC). There were no
anthropometrical or menopausal status differences among
groups of genotypes. Regarding biochemical data, TT
women showed higher total serum ALP (P = 0.003) and
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lower total serum calcium (P = 0.030) than women with
TC/CC genotype. Finally, TC/CC women displayed higher
FN-BMD (P = 0.006; Table 3) than did women with the
TT genotype, and, consequently, the T and Z scores were
more negative for women of TT genotype (not shown).

To study the association of —1025 T>C SNP with FN
and LS-BMD among women of extreme BMD, the popu-
lation was divided into quartiles of BMD. When we
selected only the women of the highest and lowest BMD
quartiles, the association of this SNP with BMD was more
evident for FN (BMD TT women: 0.797 £ 0.159 vs. TC/
CC women: 0.876 4+ 0.142 glcmz; P = 0.002). Interest-
ingly, the association of +198 G=A with FN-BMD
reached a weak but positive statistical significance (BMD
GG women: 0798 £ 0.160 vs. GA/AA women:
0.857 £ 0.141 gfem?; P = 0.049) in this analysis regard-
ing women of extreme BMD.

As has been described in many studies, age, weight,
HRT use, and menopausal status were significantly related
to FN-BMD and LS-BMD (results not shown). In addition,
there were differences between groups with respect to total
alkaline phosphatase and total calcium levels (Table 3):
therefore, we used an ANCOVA analysis to evaluate the
effect on BMD of —1025 T>C SNP using all these
parameters as covariates. Figure 1 shows that the FN-BMD
adjusted for age, weight, HRT use, HRT duration, meno-
pausal status, and total calcium and alkaline phosphatase
levels for women with TC/CC genotype is 3.9% higher
than those for women with TT genotype (0.798 + 0.116
vs. 0.830 £ 0.112 g.fcn13; P = 0.021, for TT and TC/CC
women, respectively). There were no significant differ-
ences with regard to LS-BMD (Fig. 1). The percentage of
FN-BMD variance explained by —~1025 T=C SNP geno-
types was 1.2% in multivariate models adjusted for these
covariates.
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Femoral Neck Lumbar Spine

Fig. 1 Femoral neck and lumbar spine bone mineral density (BMD)
adjusted by age, weight, hormone replacement therapy (HRT) use,
HRT duration, and menopausal status, and levels of total calcium and
total alkaline phosphatase in our population according to the 1025
T=C genotype. Values are mean + SD. *P = 0.021, with respect to
the TT genotype
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Rare variants in exon 2 and BMD

We detected three PCR products of abnormal size from a
total of 1,366 chromosomes while genotyping the
17Ala>11Ala and 4198 G=A polymorphisms [18, 19]. In
those three cases, the wild-type 336-bp band was detected
together with another band of greater or smaller size,
suggesting one insertion and two deletions in PCR prod-
ucts. One of them consisted of an insertion of a fragment of
21 bp (CAG CAG CAG CAG CAA CAG CAG) in the
polyQ region of the gene, leading to a total of 30 glutamine
residues as opposed to 23 residues in the wild-type
sequence (Fig. 2). The second variant was an in-frame
deletion of 15 bp (CAA CAG CAG CAG CAG), which
caused a deletion of 5 glutamines in the polyQ region of the
gene (mutation 18Q). Finally, the third rare variant con-
sisted of an in-frame deletion of 21 bp (CAA CAG CAG
CAG CAG CAG CAG), which led to a deletion of 7 glu-
tamines in the polyQ region of the gene (mutation 16Q).
These rare variants were not accompanied by BMD alter-
ations because none of the woman showed osteopenia
(T = —1) or osteoporosis (T < -2.5) at the femoral neck,
and only one showed osteopenia (T = -2.4) at the lumbar
spine site. Additionally, the patient with the insertion of 7
glutamines agreed to an X-ray study to determine if her
genotype was compatible with the CCD phenotype. She
underwent a normal radiologic exploration of bones and
teeth, and the only observations made by the radiologist
were of a slight right dorsal scoliosis, hyperostosis frontalis
interna, and prominent ulnar styloids, all of which were
considered as variations unrelated to CCD and of little
clinical significance. The clinical examinations of two
different patients disproved the existence of any phenotype
compatible with CCD.

Discussion

In the present study, we have demonstrated that the —1025
T=C polymorphism, located at the P2 promoter of the
Runx2 gene, is associated with FN-BMD in a population of
Spanish women. Thus, C-carrier allele women (genotypes
CC or TC) for this SNP show higher BMD at the femoral
neck site than do homozygous carriers for the T allele,
revealing, therefore, a dominant inheritance (analyzed with
SNPstats software [29]). The nominal P value for the dif-
ference in BMD among groups (TT vs. TC/CC) would
remain significant (P = 0.006) even after applying the
Bonferroni correction for multiple comparisons with three
analyzed polymorphisms (P = 0.017). This difference
among genotypes for FN-BMD became more evident when
we performed the analysis in women with their BMD in the
two quartile extremes, which demonstrate the strength of
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Fig. 2 Position of RUNX2
mutations in nucleotide
(Iowercase) and protein
(uppercase) sequences. The
sequence shadowed in grey

corresponds to the primers used
for polymerase chain reaction
(PCR) amplification. PV, FM,
and MF are the initials of
patients. Patient PV showed an
insertion of 21 bp, resulting in

FM

ggtagtg

S PV V AAQQQQQQQ
MF

agcagc

gec aggaggcggeggegg

an in-frame insertion of 7
glutamines. FM and MF
mutations are deletions of 15
and 21 bp, respectively,
resulting in two in-frame

2 2 20 QQ Q0 Q0 Q00 Q0 Q0 Q02 QQE A AR

deletions of 5 and 7 glutamine
residues. The position of the 6-
alanine deletion polymorphism
is indicated by the recrangle.
Arrow indicates the location of
glutamine insertions and
deletions described by Vaughan
et al. [18]

geggcggcageggehy! g

A A A AAAAAAAAAAAVYVPRILRBRYE

gevgcagty ggtigegyccey

cccacgacaacegoaccatggtggagatecatcgocgaccaceoggeegaactegtocgea

ccgacagecccaacttectgtge teggtgetgocctegeactggegetgecaacaagacee

tgccegtggect

the association. Certainly, we are ignorant of the reason
because we did not detect any association between poly-
morphisms in Runx2 with LS-BMD. The fact that these
associate with FN-BMD and not with LS-BMD in the
general population can reflect the different composi-
tion among the two types of bone or even a different
dependence regarding the Runx2-mediated osteoblast
functionality.

Our study confirms previous results carred out in
another population of Spanish postmenopausal women
(from Barcelona), in which an association of ~1025 T=>C
SNP has been described with FN-BMD, but not with LS-
BMD, with TC women showing a higher FN-BMD than
did women with the TT genotype [20]. Nevertheless,
Bustamante et al. described CC women as possessing lower
BMD than did TT and TC women, which coincides with a
recent study in a population of Korean postmenopausal
women [31]. According to the study, CC women are those
who present lower BMD in all skeletal locations, although
in this Korean study TC and TT genotypes did not differ
regarding BMD. Data concerning BMD for women with
the CC genotype should be taken with caution because the
frequency of CC women did not reach 1% in any of the
three populations discussed here, representing fewer than
ten women for the three studies.

‘We think the polymorphism 1025 T=C is a functional
change because the transition T>C causes an increase of
the transcription of the Runx2 gene in in vitro experiments
using luciferase as a reporter gene. This finding could
explain the higher BMD seen in women with the TC/CC
genotype [26]. The reason for this increase in the gene

ga99

gccc

transcription seems to be that the change T>C in the ~1025
region of the gene abolishes a binding site for a repressor of
transcription, so that the change allows for a higher
expression level when the C allele is present [26]. These
results agree with the data of FastSNP software (http://
fastsnp.ibms.sinica.edu.tw/), which assign a low to medium
risk for the change defined by this SNP. However, the
higher level of the marker of osteoblastic activity ALP
(Table 3) detected in women with the TT genotype seems
to contradict this hypothesis. We ignore the reason for this
difference, although the similar levels between groups
regarding the level of CTx, a marker of bone remodeling
much more sensitive than that of total ALP, suggests that it
exists a comparable bone remodeling. Nevertheless. in the
present study, we have assayed total ALP levels and not
levels of bone-specific ALP (BAP), and therefore we
cannot discard an important contribution of the hepatic
isoenzyme in our ALP levels, which prevents us from
obtaining any conclusion about RUNX2 activity, repre-
senting a limitation of our work.

In the present study, we have not detected the previously
published association of +198 G>A polymorphism with
BMD [18, 19, 26], although this SNP was in linkage dis-
equilibrium with —1025 T=C SNP. Our study reflected only
a trend both in FN-BMD as well as in LS-BMD for GA/AA
women to display higher BMD than GG women (sce
“Results™), although this trend occurred in women with a
BMI < 26.3 kg/m”, in contrast to previously published
data in which an association was given in women with a
higher BMI [19]. We are ignorant of the cause, although it
could be the result of the +198 G=A SNP showing a
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departure  from  Hardy-Weinberg equilibrium  (see
Table 2). However, because the analysis with STRUC-
TURE software demonstrates that our population does not
have substructures, we assume that the cause of this
departure, which could have prevented the detection of an
association of +198 G=A SNP with BMD, is caused by the
bias that we have introduced by only considering women
with the 17Ala/17Ala genotype and not those with the
17Ala/11Ala or 11Ala/11Ala (representing 17.1% of the
population), because the 11Ala allele has lost the restric-
tion site for the MspAll enzyme and, therefore, the +198
G=A SNP. For this reason, we did not conduct a haplotype
analysis for these two SNPs. Indeed, if we consider the
system as a polymorphism with three alleles, that is, G, A,
and 11Ala, the system was in Hardy-Weinberg equilibrium
(P = 0.124; results not shown). Finally, when we selected
women of extreme BMD (highest and lowest quartile of
BMD), the association of +198 G=A with FN-BMD
reached a weakly positive statistical significance, showing
the relevance of this SNP with FN-BMD [I8, 19, 26].
Alternatively, although the FastSNP software assigns a low
to medium risk for this 17Ala>11Ala polymorphism,
probably because of the reduction of alanine residues and
the possible conformational change of RUNX2 protein,
which can alter its binding capacity to target sequences, our
data confirm that this change is not associated with BMD
as was previously published [19].

Women with the TC/CC genotype who show a higher

BMD also possess smaller levels of ALP and higher levels
of total calcium than do women with smaller BMD (TT
women). This behavior is expected because the levels of
ALP correlate negatively with those of BMD in all skeletal
sites. ALP levels are increased in osteoporotic women, and
these increases are associated with a high risk for osteo-
porotic fracture [32-34]. These biochemical data reinforce
the results between genotype and BMD in our population
of women. However, a point that we cannot explain is that
women with higher levels of ALP possess lower levels of
calcium, as both levels correlate positively in different
studies (in our population, r = 0.113, P = 0.005). A pos-
sible explanation can be that, in the present study, we have
not assayed the BAP (see above), although it can also be by
pure chance because the differences in calcium levels
among genotypes are very small (P = 0.03). Finally, and
uncxpectedly, we have detected a trend in women with the
TC/CC genotype of displaying greater height than do TT
women (P = 0.085). This trend could be a casual finding
or could reflect previous studies in which associations have
been described among polymorphism in the Runx2 gene
with hand bone length or femoral length [35, 36].

In the present study, we describe three new heterozy-
gous mutations or very rare variants in the Runx2 gene. The
rare variants consist of an in-frame insertion of 21 bp or a
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deletion of 21 or 15 bp in the polyglutamine region of the
gene, resulting in the addition of 7 glutamine residues or of
deletion of 7 and 5 glutamine residues to the protein. Both
deletions cannot be precisely localized because one can
find the same 5 or 7 triplets, respectively, immediately to
the left of each underlined deletion in Fig. 2.

Therefore, the RUNX2 protein for our patients had 30,
18, or 16 glutamines (30Q, 18Q, or 16Q) residues instead
of 23Q as in wild-type protein [13]. These genotypic
changes did not affect hip or spine BMD, as indicated by
the T and Z scores, and only one patient showed a BMD
compatible with osteoporosis at the lumbar spine (7' =
~2.4), although this value is normal for her age, as con-
firmed by the Z score (~0.8). Moreover, these rare variants
did not produce a CCD phenotype, not even in its more
benign form, which would only affect the teeth or produce
brachydactyly [13].

The literature describes a wide range of variations in the
polyQ/polyA region, including insertions, deletions, and
missense mutations that produce the full CCD phenotype
[13, 16]. Nevertheless, it has been described that rare
mutations (30Q, 24Q, and 16Q)) in the glutamine repeat
without the CCD phenotype in individuals from an Aus-
tralian fracture cohort [18]. The authors concluded that
glutamine mutations (representing (.9% of the population)
may be comrelated with reduced BMD and fracture [18]. In
the present study, we have amplified the region polyQ/
polyA from 1,366 chromosomes, and we have found only
the three cases described here. This result represents a
frequency of 0.2%, sensibly smaller than that for the
Australian population. Therefore, these genetic changes
should not be considered as common polymorphisms but
rather as mutations or very rare variants. The data of
Vaughan et al. [18], together with ours, indicate that in-
frame insertions and/or deletions are tolerated in the polyQ
region without inducing the CCD phenotype. The effect of
these tolerated mutations on the BMD should be estab-
lished, although, in our patients, it does not seem to affect
BMD.

In conclusion, the present study replicates previous
studies that have described that the —1025 T>C functional
polymorphism at the P2 promoter of the Runx2 gene are
associated with FN-BMD. Rare variants that insert or
eliminate glutamine residues into polyglutamine domain of
the RUNX2 protein, however, have no effect on BMD, nor
do they produce the CCD phenotype.
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