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MORBILIDAD DE LAS FRACTURAS VERTEBRALES
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Resumen

Introduccién: la pandemia por COVID-19
afectd negativamente los sistemas de salud.
Las fracturas vertebrales osteoporoticas y el
aislamiento social se relacionan con mayor
morbimortalidad. Objetivos: caracterizar la
morbilidad de las fracturas vertebrales osteo-
poroéticas y evaluar una posible relacion entre
morbilidad y nivel de aislamiento social se-
cundario al estado de pandemia. Material y
métodos: estudio observacional, analitico y
transversal. Resultados: se incluyeron en el
estudio 45 adultos. La fractura fue mayorita-
riamente lumbar con una evolucién superior
de 3 meses. El 35% presentaba seguimien-
to, el 48% habia recibido tratamiento para
osteoporosis y el 48% presentaba fracturas
previas documentadas. El 46% refiri6 falta de
accesibilidad al sistema. Se evalud el aisla-
miento social con la escala sociofamiliar de
Gijoén, que evidencio una situacidn buena en

el 75% y un deterioro social intermedio/seve-
ro en el 24%. El indice de Oswestry mostré
una discapacidad minima/moderada en el
66% y severa o mayor en el 33%. Se evalud
el dolor por la Escala analoga visual (VAS) y
se obtuvo un VAS mayor de 5 en el 57%. Al
comparar el grupo de situacion sociofamiliar
buena con el de deterioro social intermedio/
severo se observo una diferencia en multipli-
cidad de fracturas (p 0,030), hipovitaminosis
D (p 0,045) y falta de accesibilidad (p 0,029).
En discapacidad y dolor no hubo diferencias.
Conclusién: el grupo con mayor aislamien-
to present6é una enfermedad mas severa en
términos de multiplicidad de fracturas e hi-
povitaminosis D; esto podria indicar una aso-
ciacion entre aislamiento social secundario
al estado de pandemia y morbilidad por las
fracturas vertebrales.

Palabras clave: fracturas vertebrales, osteopo-
rosis, aislamiento social, COVID-19, pandemia.

*E-mail: nadiacschwartz@gmail.com
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Schwartz N., et al.: Morbilidad de la fracturas osteoporoticas

Abstract

Introduction: the COVID-19 pandemic had
a negative impact on healthcare systems.
Osteoporotic vertebral fractures and social
isolation have a significant morbidity in our
setting. Objectives: to characterize the
morbidity of osteoporotic vertebral fractures
and evaluate a potential relationship between
morbidity and the level of social isolation
secondary to the pandemic. Material and
methods: observational, analytical and cross-
sectional study. Results: forty-five adults
were included. Fractures were mostly lumbar
with a history of over 3 months. Thirty-five
percent (35%) had been followed-up, 48%
had been treated for osteoporosis and 48%
had previous documented fractures. Forty-six
percent (46%) reported lack of accessibility
to healthcare. Social isolation was measured
using  Gijon's  social-familial  evaluation
scale, which showed a good situation in
75% of cases and an intermediate/severe

Introduccion

La osteoporosis es una patologia esque-
lética sistémica caracterizada por el compro-
miso de la fortaleza ésea que predispone a un
aumento del riesgo de fracturas denominadas
osteopordticas o por fragilidad ésea." ? Afecta
a mas de 200 millones de personas en el mun-
do y causa mas de 8,9 millones de fracturas
anuales.*S En el estudio LAVOS (Latin Ameri-
can Vertebral Osteoporosis Study), un tamiza-
je radiolégico en mujeres latinoamericanas de
50 afios 0 mayores, encontrdé una prevalencia
global de fracturas vertebrales del 16,2% en
la Argentina.® Las consecuencias adversas de
las fracturas vertebrales incluyen dolor, dismi-
nucion de talla, deformidad e inmovilidad, asi
como deterioro de la calidad de vida e impac-
to negativo significativo en las actividades de
la vida diaria.”®

durante la pandemia por COVID-19

social deterioration in 24%. According to
the Oswestry index, disability was minimal/
moderate in 66% of cases and severe or worse
in 33%. Pain was assessed using the Visual
Analogue Scale (VAS), with a score greater
than 5 recorded in 57% of patients. When
comparing the group with a good social-familial
situation vs. the group with intermediate/
severe social deterioration, differences were
found in multiplicity of fractures (p 0.030),
hypovitaminosis D (p 0.045) and lack of
accessibility (p 0.029). No differences were
found in disability and pain. Conclusion: the
group with higher levels of isolation exhibited
more severe disease in terms of multiplicity
of fractures and hypovitaminosis D, which
might suggest an association between social
isolation secondary to the pandemic and
morbidity due to vertebral fractures.

Key words: vertebral fractures, osteoporosis,
social isolation, COVID-19, pandemic.

El aislamiento social es la situaciéon ob-
jetiva de tener minimos contactos con otras
personas. Se ha investigado su rol tanto en el
aumento del riesgo de un amplio abanico de
enfermedades crénicas, como en la predic-
cién de mortalidad, con la misma consisten-
cia que muchos factores de riesgo conocidos.
Las personas aisladas tienen un mayor riesgo
de caidas, mas reingresos hospitalarios, mas
institucionalizacion asi como mayor atencion
domiciliaria.

En marzo de 2020, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) categorizé la infeccion por
COVID-19 como una pandemia. Los abor-
dajes a nivel de la salud publica incluyeron el
distanciamiento social, medidas para el control
de infecciones y la priorizacién de los servicios
de urgencia. Todo esto causé una disrupcion
profunda en la capacidad de atencién de los
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sistemas de salud a nivel global y el tratamien-
to de muchas enfermedades crénicas como la
osteoporosis.'?'3

Por lo antes mencionado, este estudio tie-
ne como objetivos caracterizar la morbilidad
de las fracturas vertebrales por osteoporosis y
evaluar una posible relacién entre morbilidad
y nivel de aislamiento social secundario al es-
tado de pandemia.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio analitico, observa-
cional y transversal de una serie de pacientes
con fracturas vertebrales por osteoporosis,
que consultaron en el contexto de la pande-
mia por COVID-19, en un uUnico hospital del
sistema publico la Ciudad Auténoma de Bue-
nos Aires, durante el periodo comprendido
entre marzo de 2020 y septiembre de 2021.

Se seleccioné una muestra no probabilisti-
ca de pacientes de acuerdo con los siguientes
criterios de seleccion: se incluyeron pacientes
adultos de ambos sexos, edad mayor de 50
afos, con diagnostico radiogréfico de fractura
vertebral por osteoporosis, que hubieran con-
sultado a los equipos de Metabolismo mine-
ral 6seo (Unidad de Endocrinologia) y/o Co-
lumna vertebral (Ortopedia y Traumatologia)
durante el periodo de estudio. Se excluyeron
pacientes con las siguientes comorbilidades:
enfermedad oncolégica avanzada, artritis/
colagenopatias, infecciones sistémicas, neu-
ropatias, enfermedades neurodegenerativas u
otras osteopatias metabdlicas. Adicionalmen-
te, fueron excluidos pacientes con dependen-
cia funcional severa (postrados) y aquellos in-
capaces para la comprension y respuesta de
las escalas y cuestionarios (demencia, déficit
cognitivo).

Se realiz6 el registro de las variables de es-
tudio agrupadas en las siguientes categorias:
1) Sociodemograficas (edad, sexo, residencia,
nivel de educacion alcanzado); 2) Relaciona-
das con la fractura y su enfermedad (diagnés-
tico radiografico de fractura por la clasifica-
cién de Genant,' tiempo de evoluciéon de la
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fractura, estado neuroldgico, diagnéstico pre-
vio y tiempo de evolucién de la osteoporosis,
fracturas previas, tratamiento de la osteoporo-
sis, densitometria-equipos Lunar Prodigy Ad-
vance® y Hologic®; categorias diagndsticas
segun la OMS: Normal: densitometria 6sea
(DMO) igual o superior a -1 DE en la escala
T, Osteopenia: DMO se situa entre -1y -2,5
DE en la escala T, Osteoporosis: DMO igual o
inferior a -2,5 DE en la escala T,'® determina-
cion de 250HD niveles 6ptimos: mayores de
30 ng/mL; insuficiencia: 20-30 ng/mL; niveles
de deficiencia: < 20 ng/mL; hipovitaminosis
D definida por un valor menor de 30 ng/mL);
3) Acceso a la consulta (numero de consultas
previas y durante la pandemia; dificultades de
accesibilidad); 4) Nivel de aislamiento social
(escala de valoracion sociofamiliar de Gijén)
y 5) Morbilidad asociada al dolor (dolor segun
escala visual analdgica —VAS por sus siglas en
inglés Visual Analog Scale- y a discapacidad
funcional, segun indice de Oswestry).

Para evaluar el nivel de aislamiento social
se utilizé la escala de valoracién sociofamiliar
de Gijon (abreviada y modificada), que es un
instrumento especifico de medicién de la si-
tuacién social que consta de 3 items o varia-
bles: situacién familiar, relaciones y contactos
sociales, y apoyo y red social. Contempla 5
categorias posibles en cada una de ellas, es-
tableciendo un gradiente desde la situacion
social ideal (ausencia de problemas) a la ob-
jetivacion de alguna circunstancia o problema
social, con una puntuacion global.'®

En la valoracién de la morbilidad del do-
lor se incluyé el indice de discapacidad de
Oswestry, un cuestionario especifico para do-
lor en columna que mide las limitaciones en
las actividades cotidianas y consta de 10 pre-
guntas con 6 posibles respuestas cada una."”

Se obtuvieron datos de las historias clini-
cas y el archivo de imagenes de nuestra insti-
tucién. Adicionalmente, a través de entrevista
personal y/o telefénica.

Se agruparon los pacientes segun la esca-
la de valoracioén sociofamiliar de Gijén en dos
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grupos para la comparacion de la morbilidad
en funcién del aislamiento segun el contexto
sociofamiliar: situacién sociofamiliar “buena”
versus “deterioro intermedio/severo”.

Las variables categdricas se expresaron
en numero y porcentaje y se analizaron por
el método de Chi cuadrado o test de Fisher.
Las variables numéricas se describieron con
la media y mediana, segun su distribucién y
sus medidas de dispersion, desvio estandar
(DE) e intervalo intercuartilico 25-75 (IIC). Para
la comparacion de variables continuas se
utilizé el test T de Student o la prueba U de
Mann-Whitney, de acuerdo con la distribucion
expresada.

Se consideraron como estadisticamente
significativos los valores de p < 0,05. Para
el analisis se utilizé el software SPSS Statis-
tics 25®. La investigacién se hizo siguiendo
los principios bioéticos de la Declaracién de
Helsinki para las investigaciones en seres
humanos con uso de informacién identifica-
ble, asegurando el caracter anénimo y con-
fidencial de los datos. Todos los pacientes
otorgaron consentimiento para su participa-
cion.

Resultados

Se obtuvo una muestra de 45 pacientes,
predominantemente mujeres (n=41, 91,1%),
con edad promedio de 72 anos (DE+12; ran-
go=51-90). En la tabla 1 se resumen las ca-
racteristicas sociodemograficas de la mues-
tra. El 48,9% (n=22) no estaba escolarizado
o presentaba nivel primario y el 42,2% (n=19)
vivia solo. La topografia mas frecuente fue
la columna lumbar (n=18, 40%), seguida por
dorsal y lumbar asociadas (n=12, 26,7%). La
mayoria, con un tiempo de evolucién superior
a 3 meses (n=28, 62,2%). El 35,6% (n=16) de
los pacientes presentaba seguimiento previo
en nuestra Institucion y el 48,9% (n=22) el
antecedente de fracturas previamente docu-
mentadas (Tabla 2).

La mayor parte de los pacientes presen-
taba registros de laboratorio (n=37, 82,2%)

durante la pandemia por COVID-19

y densitometria (n=35, 77,8%) previos a la
consulta, con una mediana de T-Score en co-
lumna de -2,25 (Rango -6,6 a -1,0) y de 250H
Vitamina D de 29 ng/mL (Rango 7,3 a 55).

El 48,9% (n=22) habia recibido previamen-
te tratamiento para osteoporosis: n=5 solo
calcio y vitamina D, n=3 bifosfonatos orales,
n=5 bifosfonatos orales e intravenosos, n=8
bifosfonatos intravenosos, n=2 denosumab y
n=2 teriparatida.

Las consultas se produjeron mayoritaria-
mente durante las fases 4-5 del aislamiento
social, de reapertura progresiva y de nueva
normalidad, respectivamente (n=34 consultas
durante la fases 4-5; 75,6%). El 46,7% (n=21)
refirié falta de accesibilidad al sistema de sa-
lud durante la pandemia cuya causa mas fre-
cuente fue el temor al contagio (68,1%), se-
guida por la falta de turnos (27,3%) y permiso
de circulacion (4,5%).

La valoracion del aislamiento social, segun
la escala de Gijon, evidencidé una situacion
buena en el 75,6% (n=34) de los pacientes
incluidos en nuestra muestra. En el otro ex-
tremo, el 24,4% (n=11) presenté un deterio-
ro social intermedio/severo. La discapacidad
evaluada por el indice de discapacidad de
Oswestry mostré una discapacidad minima/
moderada en el 66,7% (n=30) y severa o ma-
yor en el 33,3% (n=15). En la valoracion del
dolor, el 57,8% (n=26) present6 un VAS su-
perior a 5.

Al comparar las distintas variables segun
la situacidén sociofamiliar (“buena” versus
“deterioro intermedio/severo”) se observo
una diferencia estadisticamente significativa
en detrimento de aquellos pacientes con de-
terioro social con respecto a la multiplicidad
de fracturas (p=0,030) y la prevalencia de hi-
povitaminosis D (p=0,045). Contrariamente,
un mayor numero de pacientes con situa-
cién sociofamiliar buena refirié falta de ac-
cesibilidad a la consulta en comparacién con
aquellos mas vulnerables (p=0,029) desde el
punto de vista sociofamiliar. Si bien casi to-
dos los pacientes con situacion sociofamiliar
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Tabla 1. Descripcién de la muestra

durante la pandemia por COVID-19

Variables Resultados
n =45
Edad media, (DE; Rango) 72 (12; 51-90)
Sexo, n (%) Femenino 4 ©11)
Masculino 4 8,9
Nivel de educacion, n (%) NE + Primario 22 (48,9)
Secundario o superior 23 (51,1)
Domicilio, n (%) Vive solo 19 42,2
Tercer nivel 2 4,4)
Vive acompafnado 23 (51,1)
Otro 1 2,2)
Topografia FV, n (%) Toracica 15 (33,3)
Lumbar 18 (40,0)
Multiple 12 (26,7)
Tiempo de evoluciéon FV, n (%) < 3 meses 17 (37,8)
> 3 meses 28 (62,2)
Seguimiento previo, n (%) 16 (35,6)
Fracturas prevalentes, n (%) 22 (48,9)
Densitometria, n (%) 35 (77,8)
T-Score columna, Mediana (Rango) -2,2 (-6,6 a-1,0)
Laboratorio, n (%) 37 (82,2
Vitamina D, Mediana (Rango) 29 (7,3-55)
Tratamiento de osteoporosis, n (%) 22 48,9)
Fases de pandemia, n (%) Fases 1-3 11 (24,4)
Fases 4-5 34 (75,6)
Falta de accesibilidad, n (%) 21 46,7)
Situacion sociofamiliar, n (%) Buena 34 (75,6)
Deterioro social intermedio/severo 11 (24,4)
Discapacidad (ODI), n (%) Minima/Moderada 30 (66,7)
Severa o mayor 15 (33,3)
Dolor (VAS), n (%) VAS < 5 19 (42,2)
VAS > 5 26 (57,8)

Abreviaturas: DE = desvio estandar; NE = no escolarizado; ODI = Oswestry Disability Index; VAS = Visual Analogue Scale.

intermedia/severa presentaron VAS superior

Tabla 2. Fracturas previas

a5 (n=9; 81,8%), esta diferencia no fue esta- Resultados

Fracturas previas

disticamente significativa frente a los pacien- n (%)

tes con situacion buena (n=17; 50%; p=0,63) Columna 13 (29)
(Tabla 3). No hubo diferencias en funcion de  Radio distal 7 (16)
la discapacidad segun el Indice de Oswestry  cadera 4 ©)
(p=0,808). Otras 10 (22)
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durante la pandemia por COVID-19

Tabla 3. Comparacioén segun situacién sociofamiliar

Variables de estudio

Situacién sociofamiliar
(Escala de Gijon)

Buena Intermedia/Severa
n=34 n=11
Edad 71 (11;51-89) 77 (12;53-90) 0,129
Sexo Femenino 31 91,2 10 (90,9 0,978
Masculino 3 (8,8) 1 9,1
Nivel de educacion NE + Primario 15 44,) 7 (63,6) 0,260
Secundario o superior 19 (55,9) 4 (36,4)
Domicilio Vive solo 12 (35) 7 (64) 0,098
Zifri:grl:sgo/ovo 22 (65) 4 (36)
Tiempo de evolucién < 3 meses 12 (85,3) 5 (45,5) 0,546
> 3 meses 22 (64,7) 6 (54,5)
Seguimiento previo 13 (38,2) 3 (27,3) 0,509
Fracturas previas 15 44,1) 7 (63,6) 0,260
Fracturas multiples 12 (35) 8 (73) 0,030
Densitometria 25 (73,5) 10 (90,9 0,228
T-Score < -3 6 (26,1) 2 (28,6) 0,896
Laboratorio 26 (76,5) 11 (100,0) 0,076
Hipovitaminosis D 12 (46,2) 9 (81,8) 0,045
Tratamiento de osteoporosis 16 47,1) 6 (54,5) 0,666
Fases (Fase 1-3 Fases 1-3 8 (28,5) 3 (27,3) 0,402
versus Fase 4-5) Fases 4-5 26 (76,5) 8 (72,7)
Adherencia (Morisky-Green) 15 44,) 7 (63,6) 0,260
Falta de accesibilidad 19 (55,9) 2 (18,2) 0,029
Consultas durante 0a2 13 (38) 1 9) 0,070
la pandemia >2 21 (62) 10 91)
Discapacidad (ODI) Minima/Moderada 23 (67,6) 7 (63,6) 0,806
Severa o mayor 11 (32,4) 4 (36,4)
Dolor (VAS) VAS <5 17 (50,0) 2 (18,2) 0,63
VAS > 5 17 (50,0) 9 (81,8)

Abreviaturas: DE = desvio estandar; NE = no escolarizado; ODI = Oswestry Disability Index; VAS = Visual Analogue Scale.

Discusién

La pandemia por COVID-19 provocd cam-
bios en los modelos asistenciales que afecta-
ron la asistencia sanitaria de los pacientes con
osteoporosis, lo que —en un escenario de habi-
tual subdiagnéstico y tratamiento— enfatizé to-
davia mas dichas dificultades. Asimismo, otras
estrategias dirigidas a la proteccién contra el

contagio del virus como el distanciamiento so-
cial influyé fuertemente en las redes de con-
tencién. Las personas permanecieron aisladas
y resguardadas en sus hogares, hecho que im-
plicé un cambio drastico en las actividades y en
los comportamientos en la vida cotidiana.'®1°
Es por ello que se decidié evaluar si el nivel
de aislamiento social secundario al estado de
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pandemia podria asociarse con una mayor mor-
bilidad, partiendo de la base de que en un esce-
nario “no pandémico” tanto las fracturas osteo-
poroticas como el aislamiento social repercuten
de manera negativa en la salud de las personas.

Al comparar la morbilidad de los pacientes
segun el aislamiento social no hallamos dife-
rencias en discapacidad y dolor. Interpretamos
este hallazgo considerando que los pacientes
que pudieron consultar, por un lado, presen-
taban una situacién de discapacidad minima/
moderada en mayor proporcion y, por otra
parte, por el hecho de que la discapacidad no
estaria Unicamente influenciada por el nivel de
aislamiento social sino por multiples factores.
Por ejemplo, en nuestra poblacion de pacientes
que se atienden en el sistema publico de salud,
la situaciéon socioecondmica. A su vez, desta-
camos que en la muestra no fueron incluidos
pacientes con enfermedad severa, ya que mu-
chos de ellos fueron excluidos. Adicionalmente,
estas variables pueden estar sesgadas por la
subjetividad, su estimacién indirecta con esca-
las y las limitaciones asociadas con el disefio
retrospectivo de nuestra investigacion.

Contrariamente, algunas variables objeti-
vas de morbilidad y pasibles de ser evaluadas
directamente en estudios complementarios
como la multiplicidad de fracturas vertebrales
y la presencia de hipovitaminosis D presentaron
diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion entre grupos segun aislamiento
social y en detrimento de aquellos mas vulne-
rables.?°2! Si bien a partir de esta investigacién
no se puede establecer una relaciéon de causa-
lidad, si encontramos que el grupo con mayor
aislamiento presenté una enfermedad mas se-
vera, hallazgo que podria implicar abordajes es-
pecificos en el futuro.

Secundariamente, evaluamos el acceso a
la consulta y observamos que aquellos sujetos
con una situacién sociofamiliar buena refirieron
mayor tasa de conflictos de accesibilidad. Este
hallazgo contraintuitivo podria relacionarse con
el subregistro de pacientes con extrema vulne-
rabilidad sociofamiliar y que por falta de acceso
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no pudieron ser incluidos. De hecho, en nuestra
muestra, los pacientes con una situacién socio-
familiar “buena” segun la escala de Gijon repre-
sentaron una mayor proporcion de los pacien-
tes incluidos. Por otra parte, se reconoce que la
presencia de apoyo social promueve conductas
como la busqueda de atencion médica y puede
haber permitido una mayor conciencia en la fal-
ta de acceso al sistema de salud en el contexto
de la pandemia. Es necesario, para una mejor
estimacién de este aspecto, el desarrollo de fu-
turas investigaciones con una muestra mayor.

El presente estudio tiene, como limitaciones,
su disefo retrospectivo, un bajo n y, como se
expreso previamente, el subregistro de aquellos
pacientes con mayor vulnerabilidad sociofamiliar.
A su vez, el escenario particular de la pandemia
pudo haber desempefiado un rol en la percep-
cion de las variables consultadas. No obstante,
creemos que representa un registro que permite
observar la situacion de pacientes con fracturas
vertebrales por osteoporosis en un contexto his-
térico sin precedentes en nuestra regién, con ha-
llazgos que podrian ser la base para el desarrollo
de hipotesis de futuras investigaciones.

Conclusion

Los pacientes pertenecientes al grupo con
mayor aislamiento presentaron una enferme-
dad mas severa en términos de multiplicidad
de fracturas e hipovitaminosis D. Esto podria
indicar una asociacion entre aislamiento social
secundario al estado de pandemia y morbilidad
por las fracturas vertebrales secundarias a os-
teoporosis.
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Resumen

El presente trabajo muestra la obtencion de un
material a partir de un polimero sintético (TerP)
y otro natural, mediante entrecruzamiento fi-
sico y su caracterizacion fisicoquimica y bio-
l6gica, con el fin de emplearlos para regene-
raciéon de tejido éseo. Las membranas fueron
obtenidas por la técnica de evaporacion del
solvente y caracterizadas por espectroscopia
FTIR, ensayos de hinchamiento, medidas de
angulo de contacto y microscopia electrénica
de barrido (SEM). Se encontré que la compa-
tibilidad entre los polimeros que la constitu-
yen es estable a pH fisioldgico y que, al incor-
porar mayor cantidad del TerP a la matriz, esta
se vuelve mas hidrofébica y porosa. Ademas,
teniendo en cuenta la aplicacién prevista para
dichos materiales, se realizaron estudios de
biocompatibilidad y citotoxicidad con células
progenitoras de médula 6sea (CPMO) y célu-
las RAW264.7, respectivamente. Se evalué la

proliferacion celular, la produccion y liberacion
de 6xido nitrico (NO) al medio de cultivo duran-
te 24 y 48 horas y la expresion de citoquinas
proinflamatorias IL-1p y TNF-a de las células
crecidas sobre los biomateriales variando la
cantidad del polimero sintético. Se encontrd
mayor proliferacién celular y menor produc-
cion de NO sobre las matrices que contienen
menos proporcion del TerP, ademas de poseer
una mejor biocompatibilidad. Los resultados
de este estudio muestran que el terpolimero
obtenido y su combinacién con un polimero
natural es una estrategia muy interesante para
obtener un biomaterial con posibles aplica-
ciones en medicina regenerativa y que podria
extenderse a otros sistemas estructuralmente
relacionados.

Palabras clave: biomateriales, quitosano,
entrecruzamiento fisico, ingenieria de tejidos,
regeneracion celular.

*E-mail: jmfernandez@biol.unip.edu.ar
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Abstract

In the present work, the preparation of a
biomaterial from a synthetic terpolymer (TerP)
and a natural polymer, physically crosslinkeq,
is shown. In order to evaluate the new material
for bone tissue regeneration, physicochemical
and  biological  characterizations  were
performed. The membranes were obtained
by solvent casting and characterized using
FTIR spectroscopy, swelling tests, contact
angle measurements, and scanning electron
microscopy (SEM). It was found that the
compatibility between the polymers is stable
at physiological pH and the incorporation
of a higher amount of TerP into the matrix
increases  hydrophobicity and  porosity.
Furthermore, considering the intended
application of these materials, studies of
biocompatibility —and  cytotoxicity = were
conducted with Bone Marrow Progenitor Cells
(BMPCs) and RAW264.7 cells, respectively.

Introduccién

La destruccion del tejido éseo debida a
enfermedades (osteonecrosis, tumores, os-
teoporosis) o cicatrizacion ineficiente poste-
rior a lesion traumatica es un problema que
afecta a la poblaciéon mundial. Actualmente se
utilizan distintas terapias para las diversas le-
siones Oseas. Entre ellas se encuentra la utili-
zacién de materiales como prétesis, placas de
osteosintesis, clavos y tornillos e injertos que,
segun su procedencia, se clasifican en: auto-
injerto, aloinjerto (homologos), o xenoinjerto
(heterdlogo)."? El autoinjerto suele ser el mas
exitoso de los tres debido a que se realiza un
trasplante desde otro sitio del mismo pacien-
te; esto se considera como la técnica de oro.
El segundo tipo es el aloinjerto, el cual se ex-
trae de donantes cadavéricos, por lo que no
requiere abordajes quirlrgicos extras al pa-
ciente, aunque conlleva el riesgo de transmi-
siones de enfermedades y el posible rechazo,
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Cell proliferation, NO production and release
into the culture medium for 24 and 48 hours,
and proinflammatory cytokine expression
of IL-1p and TNF-a. from cells grown on the
biomaterials while varying the amount of the
synthetic polymer were evaluated. Greater
cell proliferation and lower NO production
were found on matrices containing a lower
proportion of TerP, in addition to better
biocompatibility. The results of this study
demonstrate that the obtained terpolymer
and its combination with a natural polymer
is a highly interesting strategy for biomaterial
preparation with potential applications in
regenerative medicine. This approach could
be extended to other structurally related
systems.

Key words: biomaterials, Chitosan, physically
crosslinking, tissue  engineering, cell
regeneration.

lo que ocurre en un 30-60% de los injertos im-
plantados. Los xenogénicos son los injertos
obtenidos a partir de hueso desproteinizado
de otras especies, por lo cual no suelen ge-
nerar reacciéon inflamatoria, pero carecen de
propiedad osteogénica y osteoinductora. En
cuanto a los tratamientos basados en meta-
les, si bien son capaces de soportar cargas
elevadas, pueden sufrir fatiga, desgastes, co-
rrosion, y son necesarias cirugias posteriores
para extraerlos del cuerpo. En el caso de las
prétesis, una gran desventaja que presentan
son los problemas de estabilidad en la super-
ficie debida a la baja osteointegracion, lo cual
deriva en micromovimientos en la interfase
hueso-implante que dafan al hueso fijado, asi
como también otros inconvenientes como fa-
tiga, desgastes y corrosion.'?

El impacto de los tratamientos en los de-
fectos 6seos desde el punto de vista clini-
co y econdmico es sumamente grande.®*
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A nivel mundial, en el afio 2013 hubo mas de
50 millones de fracturas con mas de 8 millones
de procedimientos quirdrgicos. En ese mismo
afo, se superaron los USD 2,5 mil millones
asociados a gastos médicos utilizando distin-
tos tipos de injertos en reparaciones éseas,
alrededor del mundo y se prevé un crecimien-
to anual del 8%.% En el afio 2003, en Estados
Unidos, se estimaron gastos médicos en mas
de 20.000.000 de dodlares relacionados con la
fractura, reinsercién y el reemplazo de la ar-
ticulacion de caderas y rodillas, previéndose
para el aflo 2015 mas de 74.000.000 de dé-
lares. En cuanto a fracturas traumaticas, en el
afno 2005 se realizaron 8.500.000 visitas mé-
dicas de las cuales se requirieron hospitaliza-
cién en casi 1.000.000 de casos. A pesar de
la falta de estadisticas, la Argentina no esta
exenta de estos problemas. Solo en la Clini-
ca GlUemes, Lujan,® se efectuaron entre los
afos 2005 y 2007 un total de 35 artroplastias
cervicales en 27 pacientes, mientras que 35
pacientes recibieron artroplastia total de tobi-
llo entre los afios 2007 y 2014 en el Hospital
Italiano de Buenos Aires.® Por otro lado, Lou-
res y cols. estimaron gastos médicos por USD
40.000.000 en el afio 2015 en tratamientos de
fractura femoral en Brasil.”

Una disminucion en la calidad y/o densi-
dad mineral 6sea (DMO) puede incrementar
la incidencia de fracturas 6seas debido a la
osteoporosis, la enfermedad ésea metabdlica
mas frecuente.®® La osteoporosis puede ser
clasificada como primaria, cuando se pro-
duce por falta de estrégenos, o secundaria,
cuando se asocia a otras causas o enferme-
dades.!® La reparacion de dichas fracturas
puede verse comprometida cuando coexisten
patologias que afectan el metabolismo 6seo
como la diabetes mellitus.'"'® A nivel mundial,
la osteoporosis afecta a mas de 200.000.000
personas, estimandose que 30-50% de las
mujeres posmenopausicas la desarrollaran
con un consecuente aumento en la inciden-
cia de fracturas 6seas. Si bien en nuestro pais
existen pocos estudios epidemiolégicos, uno
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de ellos se baso en estudios densitométricos
sobre columna lumbar y cuello femoral, don-
de se encontré que en mujeres mayores de
50 afios solo un 25% poseen DMO normal,
mientras que un 50% presentan osteopenia y
25% osteoporosis, con una mortalidad intra-
hospitalaria en pacientes posfracturados de
cadera entre 5-10% para varones y entre 7 a
33% en mujeres.'®'* Las fracturas osteoporoé-
ticas de mayor prevalencia son las fracturas
de cadera, columna vertebral y radio distal. La
incidencia se triplica cuando la edad es de 65
en lugar de 50 anos, lo que llevaria a una ele-
vacion de los costos de tratamientos y gas-
tos médicos. Varios trabajos en la bibliografia
cientifica pronostican un aumento de casos
de fractura ésea debido a osteoporosis; por
ejemplo, se estima que la incidencia de frac-
tura de cadera se incrementara en un 100%
hacia el afio 2050," mientras que Lu y cols.
informan que el nimero de casos aumenta-
ria 2,7 veces entre 2015 y 2035." Debido a
la mayor expectativa de vida que existe en la
actualidad y al crecimiento de la poblacion
global, es de esperar que los problemas que
surgen por el deterioro de la calidad 6sea se
incrementen en los préximos afos y con ellos
los costos socioeconomicos de los tratamien-
tos.

En vista de problemas como la falta de
donantes homodlogos, rechazo o transmisién
de enfermedades virales y otras (en caso de
aloinjerto y xenoinjerto), la necesidad de dis-
minucion de la morbilidad del sitio de extrac-
cion (en caso de autoinjertos) y la incapaci-
dad de los metales para remodelarse, nace
la Ingeniaria de Tejido, la cual fue definida en
1993 como “un campo interdisciplinario de
investigacion que aplica los principios de la
ingenieria y las ciencias de la vida hacia la ta-
rea de desarrollo de sustitutos bioldgicos que
restauren, mantengan o mejoren la funcion
del tejido”.'® La Ingenieria de Tejidos se basa
en el uso de tres componentes: matrices, que
sirvan como andamiaje (scaffolds) para guiar
la regeneracion del tejido; células, las cuales
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produciran la regeneracion del tejido y factores
de crecimiento, los cuales funcionaran como
quimioatractantes y mensajeros para modular
la respuesta celular. Actualmente, se encuen-
tra en estudio un gran nimero de materiales,
que segun su naturaleza se clasifican en tres
grandes grupos: 1) polimeros naturales, 2) po-
limeros sintéticos y ceramicos, 3) biovidrios
y materiales inorganicos compuestos, para
ser aplicados en Ingenieria de Tejidos.*"-3
Los primeros se extraen de fuentes naturales
(animales y vegetales), y como caracteristicas
mas relevantes se pueden mencionar su alta
biocompatibilidad, accesibilidad, estabilidad,
biodegradabilidad y poca toxicidad, aunque
suelen poseer propiedades mecanicas po-
bres. Los polimeros naturales mas conocidos
incluyen proteinas, polipéptidos y polisacari-
dos tales como el quitosano, el acido hialu-
rénico y el alginato. Por otro lado, los polime-
ros sintéticos tienen la capacidad de generar
una amplia variedad de materiales gracias a
sus propiedades quimicas y a las diferentes
formas en que pueden ser procesados. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que
estos polimeros suelen tener una baja capa-
cidad de biodegradacién y, en ciertos casos,
pueden resultar toxicos para las células. Los
mas comunmente utilizados son el polilactico,
poli(etilenglicol) y poli (€-caprolactona), en-
tre otros. Finalmente, el tercer grupo se trata
de compuestos inorganicos no metalicos los
cuales se caracterizan por favorecer la mine-
ralizacion de los tejidos y su buena resistencia
a la compresion. Como desventaja se pueden
mencionar su baja biodegradabilidad y fragi-
lidad; dentro del presente grupo se encuen-
tra la hidroxiapatita, la alimina y el Bioglass®
4585.

El objetivo principal es obtener materiales
inteligentes, que puedan satisfacer de manera
eficiente las necesidades del tejido afectado a
partir de sefales fisica y/o quimicas con el fin
de guiar la adhesion, proliferacion y diferen-
ciacion celular. Cabe sefalar que, en nuestro
pais, los materiales (mondémeros, polimeros)
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que se utilizan para tales aplicaciones son
normalmente importados, lo cual encarece
la produccién de los biomateriales. Por este
motivo se propone el uso de quitosano (Q-po-
limero natural) y un polimero sintético utilizan-
do los mondémeros fumaricos de diisopropilo
(FIP) (proveniente de la industria petrolera),
benzoato de vinilo (BzV) y N, N-dimetilami-
noetil metacrilato (DMAEMA), denominado
TerP, con el fin de obtener biomateriales que
puedan ser usados como scaffolds y, una vez
implantado en el sitio dafiado, promueva la re-
paracioén ésea.

Materiales y métodos
Sintesis de los biomateriales

Los polimeros y mondmeros utilizados, qui-
tosano de bajo peso molecular, BzZV y DMAE-
MA fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. El mo-
némero FIP fue obtenido segln una técnica
previamente descripta.®® En todos los casos,
los mondmeros fueron purificados empleando
columnas de 6xido de aluminio neutro para
remover los inhibidores (Aldrich). El iniciador
utilizado (2,2-Azobisisobutironitrilo-AIBN), ad-
quirido de Merk (Alemania), fue recristalizado
desdemetanol a 40 °C antes de su uso. Final-
mente, se utilizd acido succinico como entre-
cruzante para las matrices (Anedra).

Sobre la base de conocimientos previos en
nuestra linea de trabajo, se seleccionaron los
mondmeros para utilizar con el fin de obtener
un terpolimero compatible con quitosano y
cuyas propiedades (pesos moleculares, poli-
dispersidad y conversién de reaccién) fueran
las adecuadas para tal fin. Para ello, se re-
emplazaron los monémeros acrilicos normal-
mente empleados por un monémero fumarico
(FIP) proveniente de los desechos de la indus-
tria petrolera local, el cual tiene un menor cos-
to de obtencion. Sumado a esto, se seleccio-
né el BzV para facilitar la copolimerizacion de
FIP,3*mientras que DMAEMA fue seleccionado
para contribuir con unidades catidnicas.

En cuanto a las condiciones de sinte-
sis del terpolimero, se utilizd una relacién de
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monomeros 60:20:20 de FIP: BzV:DMAEMA.*2
Brevemente, los mondémeros se colocaron por
pesada en el tubo de reaccion (Schenk) junto
con 40 mM de AIBN y 4 mL de tetrahidrofurano
(THF). Esta solucién se desgasificd y se hizo
reaccionar durante 16 horas a 60 °C. Posterior-
mente se llevé a cabo la purificacion del ter-
polimero obtenido mediante disolucion/preci-
pitacién en THF/hexano, respectivamente. Por
ultimo, el producto obtenido se seco en vacio
hasta peso constante.

Caracterizacién del terpolimero
A fin de conocer la estructura del terpoli-

mero sintetizado, se llevd a cabo su caracte-
rizacidn mediante resonancia magnética nu-
clear ("H RMN) y espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR). El andlisis por
"H RMN se realizé con un equipo Bruker Avan-
ce Neo 500®, y la muestra se preparé disol-
viendo 10 mg de terpolimero en 1,5 mL CDCI,,
empleando tetrametilsilano como estandar in-
terno. Esta técnica permitié identificar tanto la
estructura del copolimero como la relacién de
comondmeros presentes en él. Por otro lado,
se realizé un estudio mediante espectrosco-
pia FTIR utilizando un equipo Nicolet iS50 FT-
IR®, abarcando un rango de frecuencias des-
de 4000 hasta 400 cm™. Los espectros fueron
analizados utilizando el software EZ-OMNIC
7.4.127® de Thermo Fisher Scientific Inc. (Ma-
dison, WI, USA), a fin de identificar los grupos
funcionales presentes en el terpolimero.

Finalmente, se determinaron los pesos
moleculares promedio en peso (M,) y en nu-
mero (M) del terpolimero, asi como el indice
de polidispersidad (IP = M,/M), utilizando cro-
matografia de exclusién molecular. Para ello,
se empled un equipo Waters 600® con de-
tector de indice de refraccion y una columna
HRA4E (50-100,000). La fase mévil utilizada fue
THF, y se emplearon estandares de poliestire-
no como calibradores.

Preparacioén de los biomateriales
Los biomateriales se obtuvieron a partir de
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quitosano, un polimero natural que presenta
grupos -NH,* a pH < 6,5,* y del terpolime-
ro previamente sintetizado, el cual contiene
grupos -NR,H* del DMAEMA a pH > 6,5-7.%.
La union de estos polimeros se logré por en-
trecruzamiento fisico utilizando acido suc-
cinico, un acido dicarboxilico que interactua
electrostaticamente con ambos polimeros
(-O0OC(CH,),COO0:, pKa = 4,2 y 5,6). La pre-
paracién de las matrices se llevo a cabo me-
diante la adicién gota a gota de una soluciéon
del terpolimero preparado al 2% p/v en acido
acético, sobre una solucion de quitosano al
1,5% p/v, disuelto en una solucién 3% v/v de
acido aceético. Tras homogeneizar los polime-
ros, se anadio el acido succinico, previamente
disuelto en agua, y se mantuvo la agitacion
durante 40 minutos hasta lograr una homoge-
neidad adecuada. Esta solucién se vertioé en
moldes de teflén y se permitié su evaporacion
hasta alcanzar sequedad, empleando el mé-
todo de solvent casting. De esta manera, se
obtuvieron biomateriales en forma de mem-
branas (o peliculas) con dos variantes en su
composicién: 2:1 y 1:1 de terpolimero (TerP)/
quitosano (Q), respectivamente. En ambos
casos, el porcentaje de entrecruzante utiliza-
do fue del 2% de acido succinico con respec-
to a la masa total de los polimeros.

Caracterizacion fisicoquimica de los biomate-
riales

Se realizaron medidas utilizando la técnica
de FTIR, descripta en el inciso 2.1.1, a fin de
caracterizar las interacciones intermolecula-
res entre los componentes en el biomaterial.
Para comprender el proceso de absorcién de
agua en los biomateriales se llevaron a cabo
estudios de hinchamiento. Para ello, una
muestra de estos materiales se peso (w,) y
se sumergié en un buffer fosfato a pH 7,4 a
37 °C durante distintos intervalos de tiempo.
Este analisis permite estudiar la incorporacion
de agua de los materiales en condiciones que
simulan un entorno de cultivo celular in vitro.?
Tras el periodo de incubacion, las muestras se
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retiraron, se pesaron nuevamente (w,) y se cal-
culd el porcentaje de hinchamiento para cada
tiempo (ecuacion 1). Este estudio se repitid
para examinar el proceso de incorporacion de
agua a pH 5, con el propésito de comparar el
comportamiento de los materiales en un en-
torno similar al de los lisosomas de degrada-
cion.

Ecuacion (1). %Sw = 100 (wt — w,)/ w,

Por otro lado, se midi6 el angulo de con-
tacto segun descripcion previa.’' Para cada
muestra se realizaron cinco mediciones en di-
ferentes puntos del material a fin de calcular
el angulo de contacto promedio. La superficie
de los biomateriales fue recubierta por oro y
se examind su morfologia mediante micros-
copia electrénica de barrido (MEB) (Phillips
505®, Holanda), con un voltaje de aceleracién
de 20 kV. Las imagenes fueron analizadas por
Soft Imaging System ADDAII® y mediante el
software libre ImageJ®.

Caracterizacion bioldgica de los biomateriales
Cultivo celular

Para los estudios de biocompatibilidad y
citotoxicidad se utilizaron células progenitoras
de médula ésea (CPMO) y células RAW264.7,
respectivamente. Las CPMO fueron obteni-
das a partir de aspirados de médula ésea (ti-
bia y/o fémur) de ratas Sprague Dowley segun
la técnica descripta previamente.®** El proto-
colo de obtencién de las CPMO a partir de las
ratas se lleva a cabo de acuerdo con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Labo-
ratorio publicada por los Institutos Nacionales
de Salud, y fue aprobado por el Comité Ins-
titucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (Protocolo CICUAL N.° 019-06-
15) de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP,
Argentina. Las células fueron cultivadas en
medio DMEM-10% FBS penicilina/estrepto-
micina (medio basal) a 37 °C en una atmés-
fera de 5% CO,, hasta alcanzar la confluencia
(10 dias de cultivo). Al cabo de este periodo,
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fueron tripsinadas y sembradas sobre los bio-
materiales.

Estudios de diferenciacién osteogénica
Debido aque el objetivo de estos biomateria-

les es ser aplicados en el futuro como implante
en el sitio de fracturas éseas para que ayuden a
la reparacion del hueso, es importante conocer
como las CPMO se diferencian a células del li-
naje osteoblastico sobre ellos. Para inducir la
diferenciacion a osteoblasto, las CPMO fueron
cultivadas sobre los biomateriales en presencia
de DMEM-10% FBS suplementado con acido
ascorbico y B-glicerolfosfato. Este medio os-
teogénico fue cambiado cada 3 dias durante
14 dias. Al final del cultivo, la diferenciacion
osteoblastica fue evaluada midiendo la activi-
dad enzimatica de fosfatasa alcalina (FAL), la
cual es un marcador del fenotipo osteoblastico
asociado a la capacidad de formacién dsea.
Su actividad fue evaluada en extractos de las
células crecidas sobre los diferentes biomate-
riales. Al final del periodo de cultivo, las células
se lisaron con Triton X-100® (Sigma-Aldrich,
Buenos Aires, Argentina) y, sobre este extrac-
to, se midi6 la actividad enzimatica de FAL y la
concentracion de proteinas totales mediante el
método de Bradford.®' La actividad de FAL de
los extractos se determiné utilizando p-nitrofe-
nilfosfato de sodio (Sigma-Aldrich, Buenos Ai-
res, Argentina) como sustrato en buffer glicina
[pPH 10,5] a 37 °C durante un periodo de tiempo
adecuado, segun la técnica previamente des-
cripta.2* Ademas, se evaluo la expresion génica
de colageno tipo 1, la enzima fosfatasa alca-
lina y el factor de transcripcién osteogénico
RUNX2 mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR),
utilizando p-actina como proteina constitutiva
(housekeeping). En la tabla 1 se encuentran las
secuencias de los primers utilizados.

Estudio de toxicidad

Los macroéfagos fueron incubados duran-
te 24 y 48 horas sobre los biomateriales y se
evaluo la proliferacion celular, la produccién
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de NO, y la expresién de expresion de las ci-
toquinas IL-1 y TNF-ca.. La proliferacion ce-
lular se realizé mediante la técnica de MTT.
Este en células viables, el MTT (bromuro de
metiltiazolildifenil-tetrazolio) se reduce meta-
bdélicamente por la enzima mitocondrial suc-
cinato deshidrogenasa a formazan azul-vio-
leta insoluble. La actividad mitocondrial de
las células tratadas se correlaciona con la in-
tensidad de color determinada por medicio-
nes espectrofotométricas después de disol-
ver el formazan en dimetilsulféxido (DMSQO)
y es directamente proporcional al nimero de
células viables crecidas sobre los biomate-
riales.®® Se utilizd el método de Griess'® para
medir la liberacién de NO en el medio de cul-
tivo por parte de los macrofagos RAW-264.7.
La evaluacion de la expresion de TNF-a, IL-
1B, fue realizada mediante PCR. Se utilizé
LPS (lipopolisacarido) agregado al medio de
cultivo como control positivo de toxicidad.
En la Tabla 1 se encuentran las secuencias
de los primers utilizados.
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Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados ha
sido realizado mediante el t-test de Student
para dos muestras asumiendo varianzas igua-
les, o mediante ensayos de ANOVA usando
un unico factor para comparar las muestras,
segun corresponda. Los datos se conside-
raron significativamente diferentes cuando la
probabilidad (p) < 0,05.

Resultados y discusion
Caracterizacion fisicoquimica del terpolimero
y de los biomateriales

Con el propodsito de obtener un biomate-
rial que consista en la combinacion de un po-
limero natural y otro sintético, se sintetizé un
terpolimero mediante copolimerizacién de tres
mondmeros distintos. Este terpolimero presen-
ta una carga positiva variable en su estructura
(dependiente del pH), lo que da lugar a la for-
macioén de un polication. Dado que el quitosa-
no también se encuentra cargado positivamen-
te al pH de trabajo, el entrecruzamiento entre

Tabla 1. Secuencia de primers de la expresion de genes evaluados.

Marcador

Tamano de

fenotipico Gene bank code producto(bp) Secuencia
Gen constitutivo

. Fw CCTTCAACACCCCAGCCAT
B -actin NM_031144.3 345

rv CATAGCTCTTCTCCAGGGA

Marcador del fenotipo osteoblastico

Fw GACAGCAAGCCCAAGAGA

ALP J03572.1 737

Rv CAGTTCAGTGCGGTTCCA

Fw GCATACACAATGGCCTAA
Collal NM_053304.1 651

Rv CTGTTCCAGGCAATCCAC

Fw GCCGGGAATGATGAGAACTA
RUNX2 XM_006244554.2 598/424

Rv TGAGAGAGGAAGGCCAGA
Marcadores de toxicidad

Fw CACGCTCTTCTGTCTACTG
TNF-a NM_012675.3 298

Rv CTTGAAGAGAACCTGGGA

Fw AAGCTCTCCACCTCAATG
IL-1 NM_031512.2 264

Rv CAGACTCAAACTCCACTTT
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ambos polimeros se logra mediante la interac-
cion de los grupos positivos de ambos con las
cargas negativas del acido succinico, el que
actua como agente entrecruzante. El polime-
ro obtenido en el laboratorio fue sintetizado,
aislado y purificado tal como se describi6é en
la parte experimental (2.1). Posteriormente se
caracterizé tanto macromolecularmente (de-
terminacién del peso molecular y conversién
de reaccion) como espectroscopicamente. La
conversién de reaccién, que indica la canti-
dad de mondmero que se convirtié en poli-
mero, fue de 28%, mientras que el peso mo-
lecular promedio en peso y la polidispersidad
fueron I\7IW= 7400 g/mol e IP = 1,4, respectiva-
mente. Finalmente se realizé la identificacion
y caracterizacion estructural, encontrando en
"H-RMN las sefales caracteristicas para cada
tipo de hidrogeno de las respectivas unidades
repetitivas provenientes de los mondmeros
empleados. 'H-RMN (ppm): H-aromaticos
7,3-8,1-CHO- (unidad repetitiva de VBz); 5,1-
5,6-OCH- (unidad repetitiva de DIPF); 4,7-
5,1-OCH,- (unidad repetitiva de DMAEMA);
3,9-4,2-CH,N-; 2, 4-2,7-NCH_; 2,1-2,3-CH- y
—-CH,- cadena principal; 1,7-2,1-CH, (unidad

para Ingenieria de Tejido Oseo

repetitiva de DIPF); 1,0-1,3-CH, (unidad repe-
titiva de DMAEMA); 0,8-0,9.

A fin de evaluar el efecto del polimero sin-
tético sobre las propiedades fisicoquimicas y
como afecta a los procesos biolégicos de las
células crecidas sobre el material, se prepara-
ron matrices utilizando acido succinico como
entrecruzante iénico, variando la cantidad de
polimero sintético empleada en cada caso.
Las interacciones de los componentes del
material se analizaron mediante espectros de
FTIR de cada componente por separado y de
las matrices obtenidas (Figura 1).

En el espectro del polimero sintético (Azul)
se observan las sefiales caracteristicas (cm):
2978-2769(C-H, alifatico), 1720 (C=0), 1454
(N-C, deformacion), 1143 (N-C, estiramiento),
1106 (CO-OR) y 710 (aromatico monosustitui-
do). Las sefiales encontradas coinciden con
las reportadas en la bibliografia y confirman la
estructura del copolimero.®® En cuanto al es-
pectro FTIR de las membranas, estas mues-
tran algunos picos caracteristicos tanto del
polimero natural como del copolimero sintéti-
co. Por ejemplo, una banda ancha entre 3300-
3500 cm™ se corresponde con la presencia

g ——
s W= =y

——
100! \ PP =
A /
ol TerP \\ e W/\/V
N\
! Q
85+
U 20-
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c 75:
©
!
£
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[ =
C !
[
Q\Q 55
50!
45+
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wo  se s w0

Numero de onda (cm 1)

2000 1500 1000

Figura 1. Espectros FTIR de: polimero sintético (Azul, TerP), polimero natural (Rojo, Q) y mem-
branas con distinto contenido de TerP; menor cantidad (Rosa, TerP1:Q1), mayor cantidad (Ver-

de, TerP2:Q1).
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del grupo N-H y O-H del quitosano. De ma-
nera similar, la sefial cercana a 1720 cm™' co-
rresponde al estiramiento C=0 del copolimero
TerP. Al analizar en detalle la zona del espec-
tro entre 1700 y 1500 cm", se encuentran las
sefales del Q denominadas amida | y amida
Il a 1640 y 1556 cm, respectivamente.®' Es
posible observar que, en el caso de las mem-
branas (espectros Rosa y Verde), dichas se-
fales presentan un corrimiento (indicado con
flechas negras en la Figura 1), lo cual es un
indicio de la interaccién de los componentes.

Por otro lado, se llevaron a cabo los estu-
dios de hinchamiento a 37 °C, tanto en buffer
fosfato a pH 7.4 (simulando las condiciones
del cultivo in vitro, éptimas para el crecimiento
celular) como en buffer acético/acetato pH 5
(pH similar al medio lisosomal). Estos ensayos
demostraron una cinética rapida de incorpo-
racion de agua, alcanzando los valores maxi-
mos de hinchamiento entre 10 y 15 minutos
para ambas matrices. En cuanto a los porcen-
tajes maximos de hinchamiento alcanzados
(Smax%), se encontré que, en medio acido,
estos valores fueron siempre superiores res-
pecto del buffer pH 7.4, independientemen-
te de la membrana ensayada (Tabla 2). Esto
muestra que la red fisica formada entre el en-
trecruzante y los polimeros es mas estable a
pH fisiologico, lo cual concuerda con los pKa
del acido succinico (4,2 y 5,6). Por otro lado,
el aumento en la relacion del polimero sinté-
tico sobre el natural no produjo cambios en

para Ingenieria de Tejido Oseo

el hinchamiento maximo alcanzado. Otra de
las caracterizaciones realizadas a los materia-
les obtenidos fue mediante la determinacion
del angulo de contacto de una gota de agua
sobre su superficie para determinar su hido-
filicidad/hidrofobicidad. Los datos obtenidos
se muestran en la Tabla 2 y se encontré un
mayor angulo para el caso del material con
mas contenido del polimero sintético, lo cual
da cuenta de que dicho polimero disminuye la
hidrofilicidad del material ya que posee en su
estructura unidades repetitivas hidrofobicas
tales como fumarato de diisopropilo y ben-
zoato de vinilo.

Ademas, en la Figura 2, se pueden ob-
servar las microscopias electronicas de ba-
rrido de las membranas con diferente com-
posicion (TerP1:Q1 y TerP2:Q1). La Figura
2A y 2C corresponden a fotografias tomadas
a aumento de 1500x y 800x, respectivamen-
te, de TerP1:Q1, mientras que las figuras 2B y
2D corresponden a fotografias tomadas con
aumento de 1500x y 800x, respectivamente,
de TerP2:Q1. Se puede observar que ambos
materiales presentan estructuras similares y
con poros presentes en su superficie, aunque
el mayor contenido de polimero sintético pa-
receria favorecer la porosidad del material. A
partir del andlisis de las imagenes se evaluo el
tamafo de poros promedio y el % de porosi-
dad (véase Tabla 2). Se encontré que ambos
parametros son significativamente mayores
en la superficie deTerP2:Q1, lo cual corrobora

Tabla 2.
TerP1:Q1 TerP2:Q1
Angulo de contacto 50 =8 66 + 5 #
S, X% pH 5 410+ 34 305+ 17
S, %pH74 169+ 11& 149+ 7&
Tamanfo de poro (um?) 39.417 + 8095 107.865 + 27.216 #
% de porosidad 0,40 + 0,04 1,45% + 0,05 #

#: p<0,05 vs. TerP1:Q1; &: p<0,05 vs. Smax% a pH 5 para cada uno de los materiales
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TerP1:Q1 TerP2:Q1

Figura 2. Fotografias representativas de microscopia electronica de barrido de la superficie de
los biomateriales TerP1:Q1 y TerP2:Q1 a (1500x A 'y B) y 800x (C y D). Las Figuras E y F corres-
ponden a los graficos de altura observados desde el eje Y de las imagenes C y D, mientras que
las Figuras G y H son los graficos de altura en perspectiva de las imagenes C y D.
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cuantitativamente la primera observacién
cualitativa realizada. Para una mejor inter-
pretacién de las imagenes se utilizé el plu-
gin “interactive 3D surfaceplot” del software
Imaged, el cual construye graficos tridimen-
sionales a partir de la luminancia de los dis-
tintos pixeles en comparacién con los pixeles
vecinos. En las Figuras 2E y 2G se pueden
ver tanto los gréaficos de altura desde el eje
Y como en perspectiva, respectivamente, de
laimagen 2C (TerP1:Q1, 800x), mientras que
las Figuras 2F y 2H corresponden al analisis
de laimagen 2D (TerP2:Q1, 800x). Los resul-
tados encontrados mediante dicho andlisis
van en el sentido de lo interpretado hasta el
momento: el aumento de la fraccién TerPen;
el biomaterial produjo un aumento en la ru-
gosidad e irregularidades en la superficie de
este, ademas de diferencias en la porosidad,
ya que la variacién de altura entre ambos
sistemas es notable; estas varian entre 40
y 210 de la escala arbitraria para TerP1:Q1
y entre 0 y 220 de la escala arbitraria para
TerP2:Q1. Estas observaciones concuerdan
con el analisis superficial realizado anterior-
mente, es decir, la mayor hidrofobicidad que
el polimero sintético le imprime al material
podria inducir una mayor porosidad ya que
“es menos afin” a las moléculas del solvente
acuoso con que se prepararon las membra-
nas.

Caracterizacion bioldgica de los biomateriales

Un requisito de gran importancia en el di-
sefo de scaffolds o biomateriales es que estos
no generen reacciones citotdxicas ni inmuno-
I6gicas en el organismo una vez que sean im-
plantados. Por ello, estudiamos la posible to-
xicidad que los scaffolds inducirian utilizando
macréfagos RAW264.7. Estas células expre-
san distintos marcadores de actividad celular,
tales como sintesis de interleuquinas, produc-
cién de o6xido nitrico (NO), expresion de 6xi-
do nitrico sintasa (iNOS) frente a sustancias
toxicas.’®% E| estudio de estos marcadores
constituye un excelente modelo para estudios
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de citotoxicidad de distintas sustancias sobre
sistemas biolégicos. En este trabajo se evalué
la proliferacion celular, la produccion vy libera-
cién de NO al medio de cultivo durante 24 y
48 horas y la expresion de citoquinas proinfla-
matorias IL-1p y TNF-a de las células crecidas
sobre ambos biomateriales. En la Figura 3 po-
demos observar la proliferacion de las células
(Figura 3A) expresadas en % con respecto al
control a 24 horas y la produccién de NO (Fi-
gura 3B) crecida sobre los biomateriales, sien-
do la condicién control las células crecidas
sobre el plato de cultivo sin biomaterial. Los
resultados demuestran que las células prolife-
ran de igual manera en el biomaterial con igual
relacion terpolimero y quitosano (TerP1:Q1)
con respecto al control durante las primeras
24 horas, mientras estas proliferan menos que
el control cuando se las cultiva sobre el bio-
material con doble composicién del polimero
sintético respecto del quitosano (TerP2:Q1).
Luego de 48 horas, la proliferacion de las cé-
lulas sobre ambos biomateriales fue significa-
tivamente menor con respecto al control, lo
cual es esperable ya que las células tienden
a proliferar menos sobre los nuevos biomate-
riales con respecto a los pocillos de los platos
de cultivos celulares.?” Ademas, la prolifera-
cion celular fue significativamente menor en
TerP2:Q1 respecto de TerP1:Q1 para ambos
tiempos de ensayo. En la Figura 3B se puede
observar la concentracion de NO en el medio
de cultivo producido por las células. Encon-
tramos que la produccién de NO por parte de
las células crecidas sobre TerP1:Q1 es similar
al control para ambos tiempos, no asi cuando
se hicieron crecer sobre TerP2:Q1, donde la
produccion de NO fue mayor que el control
tanto para 24 como para 48 horas. Ademas,
a 48 horas, la produccion de NO fue mayor
en las células crecidas sobre TerP2:Q1 res-
pecto de TerP1:Q1. En la Figura 3C y 3D se
muestran los resultados de la expresion de
IL-18 y TNF-a de las células RAW264.7, res-
pectivamente, ambos marcadores norma-
lizados contra f-actina luego de 48 horas.
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Figura 3. Evaluacion de citotoxicidad de los biomateriales TerP1:Q1 y TerP2:Q1 utilizando cé-
lulas RAW264.7. A, proliferacion celular. B, produccién de NO. C, expresién de IL1f. D, expre-
sion de TNFa. LPS: lipopolisacarido. #: p<0,05 vs. Control del mismo tiempo; ##: p<0,01 vs.
Control del mismo tiempo; ###: p<0,001 vs. Control del mismo tiempo; &: p<0,05 vs. F1:Q1 del

mismo tiempo; &&: p<0,01 vs. F1:Q1 del mismo tiempo; ***: p<0,001 vs. resto de condiciones

del mismo tiempo.

Observamos que no hay diferencia significativa
en la expresion de IL-1p de las células crecidas
sobre el biomaterial con igual relacion TerPy Q
con respecto al control; en cambio, las células
crecidas sobre TerP2:Q1 poseen una mayor
expresion de esta citoquina tanto respecto del
control como de TerP1:Q1. No obstante, a pe-
sar de este incremento en la expresion, este es
significativamente menor que el control positivo
de citotoxicidad. Un efecto similar se encontro
al evaluar la expresion de TNF-a. La menor pro-
liferacion celular y el aumento de la produccion

de NO y de citoquinas no solo pudo estar in-
fluenciado por el aumento de la cantidad de
TerP en el biomaterial; una proporcién de dicho
efecto sobre el comportamiento celular puede
estar causado por los cambios topograficos
en la superficie, pues se ha demostrado que
dichos cambios pueden producir alteraciones
en las células que podrian ser beneficiosos o
perjudiciales para las células.'838-40

Otra caracteristica importante es conocer
la biocompatibilidad de los biomateriales. Para
evaluar esta propiedad se utilizaron CPMO de

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 19 - N° 2 - 2023

139



Fernandez J.M., et al: Biomateriales poliméricos

ratas, las cuales se hicieron crecer sobre los bio-
materiales y en medio osteogénico durante 14
dias para conocer la capacidad de diferenciarse
hacia un fenotipo osteoblastico. Luego de ese
tiempo se evaluo la actividad de la enzima fos-
fatasa alcalina, la cual es un marcador de activi-
dad osteoblastica. En la Figura 4A se observa la
actividad de la enzima fosfatasa alcalina presen-
te en los extractos de las células crecidas sobre
los biomateriales expresados como nmol de
pNF formado por minuto por mg de proteina del
extracto. Encontramos que la actividad de la en-
zima se mantiene del extracto proveniente de las
células crecidas sobre TerP1:Q1 con respecto

para Ingenieria de Tejido Oseo

a control, pero no cuando crecen sobre
TerP2:Q1, existiendo una menor actividad de
esta. Tal efecto podria deberse a una disminu-
cion en la actividad de la enzima o a una dismi-
nucion en la expresion génica de esta debida al
material. A partir de estos resultados se analiz6
la expresion del gen de la fosfatasa alcalina (Fi-
gura 4B) y se encontré una disminucién de este
cuando las CPMO se cultivan y diferencian so-
bre el biomaterial con mayor composicién de
TerP. Para conocer si este efecto se produce
en otros marcadores, se evalud la expresion
de colageno tipo 1 (Figura 4C) y del factor de
transcripcion Runx-2 (Figura 4D) y se encontrd
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Figura 4. Evaluaciéon de biocompatibilidad utilizando CPMO en medio osteogénico durante
14 dias sobre los biomateriales TerP:1Q1 y TerP2:Q1. A, actividad de fosfatasa alcalina. B,
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que ambos marcadores también se encuentran
disminuidos en las células cuando se ensayan
sobre la membrana con mayor contenido del
polimero sintético. De esta manera, el aumento
de la incorporacion de TerP produce un entorno
desfavorable para la diferenciacion osteoblasti-
ca de las CPMO crecidas sobre el biomaterial
y al igual que el comportamiento de las célu-
las RAW264.7. Este efecto podria deberse, en
parte, a los cambios topograficos pues, como
se ha demostrado en otros trabajos, se puede
modular la actividad osteogénica de las CPMO
a través de la rugosidad de la superficie.® 3842
En conclusién, hemos sintetizado un mate-
rial a base de un polimero sintético y otro na-
tural con potencialidad para ser empleado en
aplicaciones biomédicas. Se ha demostrado
que el terpolimero sintetizado es adecuado
para generar interacciones con el polimero na-
tural, confiriendo a los materiales obtenidos un
comportamiento pH responsivo. Particularmen-
te, la matriz denominada TerP1:Q1 posee una
excelente biocompatibilidad, demostrada en la
evaluacioén del perfil osteogénico de las CPMO
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cultivadas sobre él, pues tuvieron una nula toxi-
cidad durante el periodo de tiempo estudiado,
resultando un buen candidato para realizar es-
tudios en animales. Contrariamente, el aumento
de la incorporacién del TerP a la mezcla produjo
un material citotdxico y no biocompatible.
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Abstract

Osteoporosis and vertebral and non-vertebral
fractures are common in glucocorticoids (GC)
treated patients. Oral GC treatment leads to
bone loss, particularly of trabecular bone. The
benefits of GC used in rheumatological and
traumatological disorders are known but they
would have possible negative effects on bone.
This systematic review aimed to evaluate the
effects of epidural steroid injections (ESI),
and intra-articular and intramuscular GC
administration on bone mineral density (BMD)
and fragility fractures. A systematic review of
Medline/PubMed, Cochrane, and LILACS up
to November 2020 was conducted. Meta-
analyses, systematic reviews, randomized

and non-randomized controlled trials, and
prospective and retrospective  studies
comparing the effect of ESI, intra-articular
or intramuscular GC used compared to a
control group or baseline measurements were
included. Results: A total of 8272 individuals
were included among the 13 selected articles
(10 about ESI and 3 about intra-articular GC;
no article was found evaluating intramuscular
GC). Only a few studies showed a negative
effect of ESI on bone in the qualitative analysis
considering osteopenia and osteoporosis
in lumbar spine, femoral neck and total hip
and BMD as surrogate outcomes. On the
other hand, the qualitative analysis showed
that most studies found an increased risk of

*E-mail: lorenabrance@gmail.com
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fragility fracture. However, only two studies
could be included in the quantitative analysis,
in which there were no differences between
patients exposed to ESI versus controls in all
evaluated regions. In conclusion, there was
insufficient evidence to suggest that ESI and
intra-articular GC, unlike oral GC, negatively

Resumen

La osteoporosis y las fracturas vertebrales
y no vertebrales son comunes en pacientes
tratados con glucocorticoides (GC). El tra-
tamiento oral con GC conduce a la pérdida
osea, particularmente del hueso trabecular.
Los beneficios de los GC utilizados en pato-
logias reumatoldgicas y traumatolégicas son
conocidos, pero tendrian posibles efectos ne-
gativos sobre el hueso. Esta revision sistema-
tica tuvo como objetivo evaluar los efectos de
las inyecciones epidurales de esteroides (ESI),
GC intraarticulares e intramusculares sobre la
densidad mineral ésea (DMO) y las fracturas
por fragilidad. Se realizd una revision sistema-
tica de Medline/PubMed, Cochrane y LILACS
hasta noviembre de 2020. Se incluyeron me-
tandlisis, revisiones sistematicas, ensayos
controlados aleatorizados y no aleatorizados,
estudios prospectivos y retrospectivos que
compararon el efecto de ESI, GC intraarticular
o intramuscular utilizado en comparacién con
un grupo de control o mediciones iniciales.
Resultados: Se incluyeron un total de 8272
individuos entre los 13 articulos selecciona-

glucocorticoids and bone

affect bone mass. Longitudinal studies are
needed to obtain more knowledge regarding
the effect of ESI or intra-articular GC on BMD
and fragility fractures.

Keywords: glucocorticoids, steroids,
osteoporosis, fractures, systematic review.

dos (10 sobre ESl y 3 sobre GC intraarticular;
no se encontrd ningun articulo que evaluara
GC intramuscular). Solo unos pocos estudios
mostraron un efecto negativo del ESI sobre el
hueso en el andlisis cualitativo considerando
la osteopenia y la osteoporosis en la colum-
na lumbar, el cuello femoral y la cadera total
y la DMO como un resultado indirecto. Por
otro lado, el analisis cualitativo mostré que la
mayoria de los estudios encontraron un ma-
yor riesgo de fractura por fragilidad. Sin em-
bargo, solo dos estudios pudieron incluirse
en el andlisis cuantitativo, en los que no hubo
diferencias entre los pacientes expuestos a
ESI versus los controles en todas las regiones
evaluadas. En conclusién, no hallamos datos
suficientes para sugerir que la ESI y los GC
intraarticulares, a diferencia de los GC orales,
afectan negativamente a la pérdida 6sea. Se
necesitan estudios longitudinales para obte-
ner mas conocimiento sobre el efecto de ESI
o GC intraarticular en la DMO vy las fracturas
por fragilidad.

Palabras clave: glucocorticoides, esteroides,
osteoporosis, fracturas, revision sistematica.
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Introduction

Glucocorticoid (GC) therapy is associated
with local and systemic GC adverse effects
(AE). Local AE include joint infection, intra-

articular and periarticular calcifications,
cutaneous depigmentation, cutaneous
atrophy, avascular necrosis, tendinopathy,

and Charcot’s arthropathy, among others."

On bone tissue, low doses of oral GC
therapy can impair bone decreasing bone
mineral density (BMD) and bone quality and
increasing the prevalence of fragility fractures.
Further, glucocorticoid-induced osteoporosis
(GIO) is considered the most frequent cause
of secondary osteoporosis. GC induce a
decrease in bone mass due to multiple
mechanism: decreased calcium intestinal
absorption and increased renal excretion of
calcium enhanced PTH secretion, attenuation
of sex steroids and growth hormone,
decreased muscle strength, and by modifying
local bone factors that alter the activity and
differentiation of bone cells.?*

The intra-articular GC injections are
frequently used to pain and inflammation
relief. Intra-articular GC injections are used as
a treatment for refractory synovitis in patients
with rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis,

osteoarthritis, and other inflammatory
arthropathies when conventional therapy
is insufficient. Also, in knee osteoarthritis
GC injections may relieve inflammation,

and reduce pain and disability. The most

common preparations are triamcinolone
acetonide, triamcinolone  hexacetonide,
and  methylprednisolone  acetate  but
other preparations are also available
(betamethasone acetate, betamethasone
sodium phosphate, dexamethasone).

However, the clinical benefits of long use of
intra-articular GC remain unclear because of
the overall quality of the evidence and evidence
of small-study effects.>” Moreover, the
epidural steroid injections (ESI) are often used
to treat patients with lumbar radiculopathy or
stenosis when conservative options such as

glucocorticoids and bone

non-steroidal anti-inflammatory drugs, topical
modalities, and physical therapy failed, and
patients are not candidates for immediate
surgical intervention.?

Although it has also been demonstrated
that intra-articular GC are absorbed more
slowly from the joint compared to oral therapy,
they can lead to hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis suppression for several
weeks after administration.® The degree of
systemic absorption after ESI and intra-
articular therapy depends on the preparation
used, the dose, and frequency.

Considering the benefits of GC used in
rheumatological and traumatological disorders
and their adverse effects on the bone tissue
previously described, this systematic review
aimed to evaluate the effects of ESI, intra-
articular and intramuscular GC on BMD and
fragility fractures.

Methods

As a guideline to prepare this systematic
review and meta-analyses PRISMA-P was
used.?

Search of the literature. \We conducted
a systematic search for published meta-
analyses, systematic reviews, randomized and
non-randomized controlled trials, prospective
and retrospective studies. The evidence
was searched in MEDLINE/PubMed (https://
pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), the Cochrane
Library  (https://www.cochranelibrary.com/),
including Cochrane Database of Systematic
Reviews and LILACS (https://lilacs.
bvsalud.org/es/) from the beginning
of each database up to November 30,
2020.Acetonide triamcinolone, disodium
phosphate betamethasone, dipropionate
betamethasone, osteoporosis, osteopenia,
fracture, bone, bone mineral density, bone
markers were used as key terms. The search
was carried out combining MeSH (Medical
Subject Headings) Terms and Entry Terms
combined with Boolean operators (OR,
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AND, NOT) and some terms were truncated
in their root to obtain the greatest number
of studies. These terms were searched in
Title/Abstract to increase the specificity of
the search. The search strategy was carried
out according to the clinical questions PICO
(Population, Intervention, Comparator and
Outcome).

Eligibility Criteria. Studies with inclusion
criteria for this systematic review were those
in adults (=18 years) in which reported the
effect of ESI, intra-articular or intramuscular
GC used compared with a control group
or baseline measurements were reported.
BMD, changes in BMD, osteopenia,
osteoporosis, fragility fractures, and bone
marker levels were considered as outcomes.
Additionally, observational studies were
included due to a low number of articles
found. Only articles in English, Portuguese,
or Spanish were included. As exclusion
criteria were considered: case reports,
review, letters to the editor, animal studies,
editorials, commentaries, other languages
than the described previously, studies with
participants <18 years, and if identical data
were re-analyzed.

Study Selection. Rayyan software (https://
rayyan-prod.qgcri.org/welcome) was used
to screen the literature search results. We
performed duplicate screening of each title
and abstract using two independent reviewers
and a third reviewer in case of conflicts.
Eligible articles underwent full-text screening
by two independent reviewers.

Data extraction and processing. The
following methodological information was
obtained by two authors independently
using a standardized data extraction form
developed specifically for this review: study
design, place/country, participants, groups,
age of participants, type of GC, cumulative
dose, outcomes, and results. For dichotomous

glucocorticoids and bone

variables, the numbers of events in both
groups were registered as the total number of
participants. With these data, the absolute risk
(AR), the relative risk (RR) and the relative risk
reduction (RRR) were calculated. In the case
of continuous variables, the mean difference
of each group was registered as well as the
p-value.

Pooling of the data, when possible, was
done using Review Manager (RevMan)
software V.5.4.1 (Copenhagen: The Nordic
Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration)
for statistical analysis of the data.

In the meta-analysis, RR was calculated
using a fixed-effects model to derive pooled
estimates of effect size. A p-values <0.05
were considered significant.  Statistical
heterogeneity was planned to be assessed
using the 1?2 statistic, with the degree of
heterogeneity graded as follows: <25% no
heterogeneity, 25-49% low heterogeneity,
50-74% moderate heterogeneity, >75% high
heterogeneity.

Assessment of study quality and
publication bias. Quality assessment of the
included studies was done independently
by two reviewers and confirmed by a third
reviewer in case of conflicts, by using the
Newcastle-Ottawa scale for non-randomized
controlled ftrials.”® The maximum possible
score was 9 stars, and the minimum was zero.
A funnel plot was used to assess the risk of
publication bias.™

Results
Qualitative Synthesis

Description of studies

The total number of studies identified
after searching is shown in Figure 1. After
screening, 13 articles were selected for their
qualitative analysis. Only observational studies
were found in this systematic review. Only
two studies were included in the quantitative
analysis.
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Figure 1. Flow chart of the systematic literature review.

The summary of the study characteristics
is shown in Table 1 (see Appendix A). A total
of 8272 individuals were included among the
13 selected articles (9 retrospective studies,
3 prospective studies and 1 cross-sectional
study). Ten studies®'5-2% described ESI and
three?+26 intra-articular GC. No article was
found evaluating intramuscular GC and the
outcomes described previously.

Osteopenia and osteoporosis in lumbar
spine (LS), femoral neck (FN), and total hip
(TH).

Five retrospective studies and one
prospective study evaluated osteopenia
and osteoporosis as outcomes. The
summaries of findings are shown in Table
2 and Table 3 respectively (see Appendix

B). Regarding osteopenia in LS spine, only
one study (1/6) showed 39% higer risk
than in those with ESI vs control; in FN an
increase among 14% to 41% was shown
in three studies (3/6) and in TH an increase
between12 and17% was observed in three
studies (3/6). Regarding osteoporosis in
LS spine, three studies (3/5) showed an
increase between 77 and 120% in patients
with ESI vs control; in FN an increase was
shown in two studies (2/5) and in TH an
increase was observed in three studies
(3/5).

BMD in LS, FN and TH.

Eight studies evaluated the changes in LS
BMD (seven by DXA and one by QCT). Seven
studies evaluated FN BMD and 6 in TH BMD.
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Most studies evaluated ESI except Jensen et
al® and Florence et al?® who analyzed intra-
articular GC (Table 4, see Appendix B). One
study about ESI and another for intra-articular
GC found a significant difference between those
who received GC versus control. Regarding FN
BMD, 3/7 studies found lower BMD in patients
under GC treatment versus controls.®2°25 |n one
of them, both groups received ESI as treatment
and compared those treated and non-treated
with antiosteoporotic medication. Those without
antiosteoporotic medication showed significantly
lower BMD versus those who received
antiosteoporotic medication.?’ For TH 2/6 studies
found lower BMD between groups.'®?° Dubois
EF, et al.” reported lower BMD in TH in women
compared to men, and Kin Y% in those with
ESI and antiosteoporotic medication versus ESI
without anti-osteoporotic medication.

Osteoporotic fractures

Four retrospective studies that evaluated
fragility fractures were included (Table 5, see
Appendix B). Except for one study, an increased
risk of fragility fractures from 9% to 100% was
found.18,22,23

Bone Markers

Only two studies evaluated changes in bone
markers. Al-Shola A (2012) included 28 patients
who were evaluated at 3- and 6-months post-
ESIL® Carboxy-terminal collagen crosslinks
(CTX) and bone specific-alkaline phosphatase
(BSAP), were assessed across the 6 months.
Only BSAP showed a significant increase from
3 to 6 months (p=0.012) and the increase in
BSAP and CTX from baseline to 6 months was
not significant. On the other hand, Nah SY (2018)
included postmenopausal women receiving at
least one anti-osteoporotic medication with or
without ESI.?2 The levels of CTX and osteocalcin
increased at the 1-year follow-up and decreased
at the 2-year follow-up in the group with ESI. At
baseline, there were no significant differences
between the two groups. The corresponding
trend was reversed in the group without ESI.

glucocorticoids and bone

There were no significant changes in the bone
markers between baseline and follow-up period
in both groups.

Quantitative Synthesis (Meta-analysis)
Duetothewidevariationinselected outcomes,
participants, comparators and interventions, we
can meta-analyze only two studies (Kang 2012,
Kim 2014)8'® which evaluated osteopenia and
osteoporosis in patients with or without ESI
as treatment without other confounder factors
(fracture, anti-osteoporotic medication, sex).

Osteopenia

Both studies showed a wide 95%Cl at the LS
and no heterogeneity (% 0%). When combined
the RR for osteopenia was 1.13 [0.76-1.68]
(Figure 2A).

At the FN again both studies showed wide
95%CI, and no heterogeneity (I>: 0%). When
combined the RR for osteopenia was 1.24 [0.93-
1.65] (Figure 2B).

At the TH moderate heterogeneity was found
(I2: 86%) with wide 95%ClI. For combined results,
the RR was 0.87 [0.65-1.17] (Figure 2C).

In all regions, 95%CI crossed the null effect
and there were no significant differences among
patients exposed to ESI versus control for the
outcome osteopenia.

Osteoporosis

At the LS both studies showed wide 95%Cl,
and there was low heterogeneity (I>: 29%). The
RR was 1.23 [0.75-2.00] when results were
combined (Figure 3A).

Al the FN there was no heterogeneity (I°: 0%)
and both studies showed wide 95%CI. The RR
for osteoporosis after combined results was
1.58 [0.84-2.95] (Figure 3B).

At the TH the heterogeneity was moderate (I:
66%) and wide 95%ClI and the combined results
showed a RR 0.87 [0.65-1.17] (Figure 3C).

Overall, 95%CI crossed the null effect and
there was no difference between patients
exposed to ESI versus control in outcome
osteoporosis in all regions.
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Steroid Control Risk Ratio Risk Ratio Risk of Bias
A Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI ABCDEFGH
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Kang 2012 23 42 23 48 564%  1.14[0.76,1.71] 00000606S
Kim S 2014 20 31 19 40 436%  1.36[0.89, 2.06] 00000606
Total (95% Cl) 73 88 100.0%  1.24[0.93, 1.65]
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Steroid Control Risk Ratio Risk Ratio Risk of Bias
C Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI ABCDEFGH
Kang 2012 16 42 27 48 556%  0.68[0.43,1.07] [(IITIITIT]
Kim S 2014 20 31 23 40 444%  1.12[0.77,1.63] 20000606
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Risk of bias legend. A. Representativeness of the exposed cohort. B. Selection of the non-exposed cohort. C.
Ascertainment of cohort. D. Demonstration that outcome of interest was not present at the start of the study. E.
Comparability of cohorts based on the design or analysis. F. Assessment of outcome. G. Follow-up long enough
for outcomes to occur. H. Adequacy of follow-up of cohorts.

Figure 2. Forest plot of comparison. Osteopenia in lumbar spine (panel 2A), femoral neck (panel
2B) and total hip (panel 2C) in patients with low back pain treated or not with ESI.

Risk of Bias in included studies

Two studies (Al-Shoha 2012 and Dubois
2003) showed inadequate follow-up long
enough for outcomes to occur and inadequate
follow-up of cohorts.?'® Kim S and Kim Y had
inadequate comparability of cohorts because
of design or analysis,’®?° and Mandell 2013
because there was no demonstration that
outcome of interest was not present at the
start of the study.'® (Figure 4).

Discussion

Considering the common use of GC in
rheumatological and traumatological disorders
and their potential adverse effects on the bone,
we aimed to evaluate the effects of non-oral

administration of GC (ESI, intra-articular and
intramuscular) on BMD and fragility fractures.
In this systematic review showed a low number
of studies (n=13) about ESI or intra-articular
GC that evaluated BMD or fragility fractures
as outcomes; no article was found evaluating
intramuscular GC.

Dubois EF (2003)"® found no significant
relationship in patients treated with ESI between
the cumulative methylprednisolone dose and the
LS, FN and TH BMD. Kang S (2012)'® described
a trend in decreased BMD in the ES|-treated
patients but there was no significant difference
in mean percentage change from baseline
BMD among the groups in all evaluated sites.
However, it was reported a significant decrease
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Steroid Control Risk Ratio Risk Ratio Risk of Bias
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Kim S 2014 20 31 23 40 444%  1.12[0.77,1.63] 0000000
Total (95% Cl) 73 88 100.0%  0.87 [0.65, 1.17]
Total events 36 50
Heterogeneity: Chi? = 2.91, df = 1 (P = 0.09); I = 66% —t — ——
0102 05 1 2 5 10
Test for overall effect: Z=0.90 (P = 0.37) Favours [Steroid] Favours [Control]
Risk of bias legend. A. Representativeness of the exposed cohort. B. Selection of the non-exposed cohort. C.
Ascertainment of cohort. D. Demonstration that outcome of interest was not present at the start of the study.
E. Comparability of cohorts based on the design or analysis. F. Assessment of outcome. G. Follow-up long
enough for outcomes to occur. H. Adequacy of follow-up of cohorts.

Figure 3. Forest plot of comparison. Osteoporosis in lumbar spine (panel 3A), femoral neck
(panel 3B) and total hip (panel 3C) in patients with low back pain treated or not with ESI.

from baseline in TH BMD, without differences in
LS and FN BMD, after 6 months of ESI.8 Further,
significantly changes in the BMD from baseline
were observed in the FN and TH, but not in the LS
after ESI.?° A significant decrease in LS BMD was
described at 2-year follow-up after multiple ESI
(~14 injections with a cumulative triamcinolone
at dose of 400 mg).? In addition, Kim M (2019)
found that ESI causes BMD impairment in
postmenopausal women without concomitant
use of anti-osteoporotic medication.?® Finally,
ESI was associated with an increased likelihood
of fracture.®2223

Regarding intra-articular GC injections
Jensen, et al (2014) showed a significant
decrease in LS BMD in patients who do not
take a bisphosphonate.?® At lumbar spine,
there was no significant difference in trabecular

density in BMD by QCT in subjects who had
received triamcinolone or methylprednisolone
intraarticular injections.?®

In summary, only a few studies showed
a negative effect of ESI on bone in the
qualitative analysis considering osteopenia
and osteoporosis in LS, FN and TH or BMD as
a surrogate outcome. On the other hand, the
qualitative analysis showed that most studies
found an increased risk of fragility fracture.
However, only two studies could be included
in the quantitative analysis due to the wide
variation in selected outcomes, participants,
comparators, and interventions, in which there
were no differences between patients exposed
to ESI versus controls in all evaluated regions.

Therefore, in this systematic review, there
was insufficient evidence to suggest that ESI
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Figure 4. Quality assessment tool for cohort study’s (Newcastle-Ottawa scale). A. Risk of bias
summary: Reviewers’ judgements about each risk of bias item for each included study. B. Risk
of bias graph: Reviewers’ judgements about each risk of bias item presented as percentages
across all included studies. Green: Low risk of bias >7/9. Yellow: Unclear risk of bias <4/9. Red:

High risk of bias <4/9.

and intra-articular GC, unlike oral GC, negatively
affect bone loss or bone quality. However,
these results should be interpreted with caution
because only two studies could be meta-
analyzed because of wide variation in selected
outcomes, participants, comparators, and
interventions among them. Longitudinal studies
are needed to obtain more knowledge regarding
the effect of ESI or intra-articular GC treatment
on BMD and fragility fractures.
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Summary of findings outcomes osteopenia, osteoporosis, BMD, and fragility fractures.

Table 2. Summary of Findings: Outcome Osteopenia.

Outcome: Osteopenia in Lumbar Spine

Brance M.L., et al.: Epidural and intra-articular
glucocorticoids and bone

Appendix B
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Kim Y, et al. gﬁf\frgffés"lﬁmg g‘; E;}:ggg 40/74 29/52 54.1 55.8 0.97 0.03
Nah SV, et al gﬁf\frgﬁh";égl"’%nﬂg };S}\'ﬂe)"tzsg 4 patints 26/73 105294 | 356 357 1 0
Outcome: Osteopenia in Femoral Neck
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Kang SS, et al. gﬁﬁfrgff,'}o ‘l‘zzsl‘;aﬂg";:“ onts 16/42 27/48 38.1 56.3 0.68 0.32
YiY,etal. gﬁf\frg‘f’zwnfr’]zﬁ‘t“f’r?ctﬁ:)pg:'g':)‘:tl onts 60/134 87218 | 4438 39.9 112 -0.12
Kim S, etal. gﬁﬁfrgﬁ,'jo ?Sl‘;aﬂg”;:“ onts 20/31 23/40 64.5 575 112 -0.12
Kim Y, et al. gzﬁfrgﬁésﬁm; o ’;zﬂgm 30/74 27/52 52.7 51.9 1.02 -0.02
Nah SY, et al gﬁf\frgffhgégl“’%nﬁ A‘\’g}\'ﬂ*’)”tzsg 4 pationts 49/73 169/294 | 671 575 117 017
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Table 3. Summary of Findings: Outcome Osteoporosis.

Outcome: Osteoporosis in Lumbar Spine

Dubois EF etal | S25¢ 14 vomen 514 014 357 0 - -
Kang SS, et al. gzﬁfrgf?,'}o%’;aﬂg";:“ onts 21/42 23/48 50 479 1.04 -0.04
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Outcome: Osteoporosis in Total Hip
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Table 4. Summary of Findings: Outcome Bone Mineral Density.

Outcome: BMD in Lumbar Spine

. Case: 14 women 1.23+0.20 1.00+0.19
Dubois EF, et al. Control: 14 men (o/cm?) (o/cm?) -0.23[-0.37,-0.09] | 0.002
Case (ESI): 42 patients 0.772+0.221 0.781+ 0.260 g
Kang S5, etal. Control (No ESI): 48 patients (g/cm?) (g/cm?) 0.01[-0.09, 0-11] ns
Control: 28 PM women pre ESI
Al-Shoha A, etal. | Case: 28 women post ES| 1'08(2'/2;9)'155 1'07(‘ ;2;2;163 -0.01[-0.09,0.07] | ns
Evaluation at pre ESI and at 6 months post ESI 9 9
. Control: 52 patients with ESI but without AOM. 0.69+6.94 1.25+6.01 g
Kim Y, etal. Case: 74 patients with ESI and AOM. % change % change 0.56[1.77, 2.89] ns
Case (ESI +AOM): 73 patients
Control (No ESI. Only AOM): 294 patients 0.827 £ 0.101 0.852 £ 0.118 .
Nah S, etal Both with anti-osteoporotic drugs (g/cm?) (g/cm?) 0.03[-0.00,0.05] ns
At 2 years follow-up.
. Control (No ESI): 86 patients 0.806+0.12 0.799+0.12 R g
Kim M, et al Case (ES): 86 patients (g/cm?) (g/cm?) 0.01[-0.04,003] | ns
Control: 71 patients without alendronate -1.8 1.8 .
Jensen TW, et al Case: 66 patients with alendronate % change % change Not estimated p<0.01
Outcome: BMD in Femoral Neck
) Case: 14 women 0.92+0.12 0.74+0.14
Dubois EF, et al. Control (male): 14 men (o/em?) (o/em?) -0.18[-0.28, -0.08] | p<0.01
Case (ESI): 42 patients 0.752+0.184 0.749+0.205 ; g
Kang 85, etal. Control (No ESI): 48 patients (9/cm?) (g/cm?) 0.00-0.08, 0.08] ns
Control: 28 PM women pre ESI
Al-shoha Case: 28 women post ES| 0'755/;2;?91 0'7(7 ‘};?];‘)’94 -0.01[-0.06,004] | ns
Evaluation at pre ESI and at 6 months post ESI 9 g
. Control: 52 patients with ESI but without AOM. -1.48+3.84 0.45+4.05
Kim Y, etal. Case: 74 patients with ESI and AOM. % change % change 1.93[0.54,3.32] 0.007
Case (ESI +AOM): 73 patients
Control (No ESI. Only AOM): 294 patients 0.677 +0.093 0.694 + 0.105 .
Nah Y, etal Both with anti-osteoporotic drugs (9/cm?) (g/cm?) 0.02[-0.01,0.04] ns
At 2 years follow-up.
. Control (No ESI): 86 patients 0.615+0.10 0.606+0.09 R -~
Kim M, et al Case (ES): 86 patients (g/cm?) (g/cm?) 0.01[-0.04,002 | ns
Control: 71 patients without alendronate -2.2 0.8 ’ _
Jensen TW, et al Case: 66 patients with alendronate % change % change Not estimated p=0.02
Outcome: BMD in Total Hip
. Case: 14 women 0.98+0.12 0.79+0.14
Dubois EF, et al. Control: 14 men (g/em?) (o/em?) -0.19[-0.29, -0.09] | p<0.001
Case (ESI): 42 patients 0.692+0.215 0.686+0.235 ; .
Kang 85, etal. Control (No ESI): 48 patients (g/cm?) (g/cm?) 0.01[-010,0.09] ns
Control: 28 PM women pre ESI
Al-shoha Case: 28 women post ESI 0'9(7 ?c"n?g)nﬁ 0’9(6};2;)”2 002[-008,004] |
Evaluation at pre ESI and at 6 months post ESI 9 g
. Control: 52 patients with ESI but without AOM. -2.23+4.52 0.21+3.64
KimY, etal. Case: 74 patients with ESI and AOM. % change % change 24410.96,3.921 | g
Case (ESI +AOM): 73 patients
Control (No ESI. Only AOM): 294 patients 0.727 = 0.103 0.736 = 0.093 .
Nah S, etal Both with anti-osteoporotic drugs (g/cm?) (g/cm?) 0.01[-0.02,0.03) ns
At 2 years follow-up.
) Control: 71 patients without alendronate 0.691x0.12 0.673+0.14 B -~
Kim M, etal Case: 66 patients with alendronate (9/cm?) (g/cm?) 0.02[-0.06, 0.02] ns
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Table 5. Summary of Findings: Outcome Fragility Fractures.

Outcome: Osteoporotic Fractures

Number of participants. Events in Events in GG e () N
HeiRees Type of Study CaseGroup ControlGroup  Riskin  Riskin _ nclanveRisk — RRR
Cases Controls
Mandel S, et al. gggzglgi?g%gﬁgﬁgs Not described | Not described (95% CI1‘12.(1JB—1.30)
LiuY, etal. gﬁﬁ?rffss& k é;gf‘?;“saﬁ onts 10121 11121 8.3 91 0.1 0.09
Nah SV, etal gﬁf}frgf?,'qgégl“"g)xf\’g%"?g“ pationts | 20172 741294 27.4 25.2 1.0 -0.09
oo S fossygpaens | oter | 2t |2t |z |
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REPORTE DE CASOS / Chase Report

PANCREATITIS AGUDA EN EL ESCENARIO DE HIPERCALCEMIA POR
HIPERPARATIROIDISMO PRIMARIO

Oscar D. Lucero* y Juan C. Salgado

Pontificia Universidad Javeriana. Bogota, Colombia

Resumen

Introduccién: describir el caso de un pa-
ciente con pancreatitis aguda secundaria a
hipercalcemia por hiperparatiroidismo pri-
mario. Esta es una causa poco frecuente
de pancreatitis, asociada a morbimortalidad
significativa en caso de no ser diagnosticada
oportunamente

Caso clinico: un hombre de 44 afios, con
antecedente de pancreatitis de presunto ori-
gen biliar que habia requerido previamente
colecistectomia, consulté por dolor abdomi-
nal y nauseas. Los estudios complementarios
fueron compatibles con un nuevo episodio
de pancreatitis aguda. Presentaba hipercal-
cemia y hormona paratiroidea (PTH) elevada,
configurando hiperparatiroidismo primario. La
gammagrafia informé hallazgos compatibles

con adenoma paratiroideo. Se inicié trata-
miento con reanimacién hidrica y analgesia
con adecuada disminucién de calcio sérico y
resolucién de dolor abdominal. Después de
la paratiroidectomia se logré6 normalizar los
niveles de calcio y PTH.

Discusién: la pancreatitis aguda es una
condicién potencialmente fatal, por lo que la
sospecha de causas poco frecuentes como
la hipercalcemia debe tenerse en cuenta. El
tratamiento de la hipercalcemia por adenoma
paratiroideo se basa en reanimacién hidrica
adecuada y manejo quirdrgico del adenoma,
con el fin de evitar recurrencia de pancreatitis
y mortalidad.

Palabras clave: pancreatitis, hipercalcemia,
hiperparatiroidismo, adenoma paratiroideo,
Tc-99m sestamibi, reporte de caso.

*E-mail: oscardavidlucero21@gmail.com
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Abstract

Introduction: we describe the case of a
patient with acute pancreatitis secondary
to hypercalcemia due to primary
hyperparathyroidism. This is a rare cause
of pancreatitis associated with significant
morbidity and mortality if not diagnosed in time.
Clinical case: a 44-year-old man with a history
of pancreatitis of presumed biliary origin, which
had previously required cholecystectomy,
consulted for abdominal pain and nausea.
The laboratory findings were compatible
with a new episode of acute pancreatitis. He
presented hypercalcemia and an elevated
parathyroid  hormone (PTH), configuring
primary  hyperparathyroidism.  Scintigraphy
was performed, yielding findings compatible

Introduccién

La pancreatitis es una afeccion inflama-
toria del pancreas potencialmente fatal, con
una mortalidad general hasta del 20%." La
incidencia mundial de pancreatitis aguda os-
cilaentre 5y 80 por 100.000 habitantes.? Los
calculos biliares (40%) y el consumo crénico
de alcohol (30%) son responsables de la ma-
yoria de los casos. Otras causas menos fre-
cuentes de pancreatitis aguda se enumeran

Tabla 1. Causas de pancreatitis.

with parathyroid adenoma. Treatment with
fluid resuscitation and analgesia was started,
resulting in an adequate decrease in serum
calcium and resolution of abdominal pain. After
parathyroidectomy, calcium and PTH levels
were normalized.

Discussion: acute pancreatitis is a potentially
fatal condition; therefore the suspicion of rare
causes, such as hypercalcemia, should be
considered. The treatment of hypercalcemia due
to parathyroid adenoma is based on adequate
fluid resuscitation and surgical management of
the adenoma, to avoid recurrence of pancreatitis
and death.

Keywords:  pancreatitis, hypercalcemia,
hyperparathyroidism, parathyroid adenoma, tc-
99m sestamibi, case report.

en la Tabla 1. La hipercalcemia debe incluir-
se en el diagndstico diferencial del dolor ab-
dominal recurrente por pancreatitis (menos
del 1%).3

La asociacidon entre hipercalcemia e hi-
perparatiroidismo primario requiere un
abordaje clinico-serolégico con perfil fosfo-
calcico e imagenolégico para identificar la
etiologia y definir un manejo quirurgico que
prevenga la recurrencia de pancreatitis.

Obstructiva (calculos biliares, obstruccion extrinseca por masas, ganglios)

Alcohdlica
Idiopatica

Hereditaria/genética (genes de susceptibilidad como PRSS1, SPNIK1, CTRC y CFTR)
Inducidapor farmacos (hidroclorotiazida, azatioprina, sulfonamidas, sulfasalazina, 6-mercaptopurina,

acido valproico)

latrogénica (post-CPRE, poscirugia abdominal/cardiaca, posbiopsia hepatica)
Infecciosa (virus Coxsackie, echovirus, parotiditis, hepatitis, ascaris, malaria, Leptospira,

Cryptosporidium, Mycoplasma)
Hipertrigliceridemia/hipercalcemia
Autoinmune

Otros: traumatismo, embarazo, isquemia

CPRE colangiopancreatografia retrégrada endoscopica

Fuente: Adaptada de Leppéniemi A. y cols., 20192
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Caso clinico

Hombre de 44 afios, con antecedente de
pancreatitis de presunto origen biliar con reque-
rimiento previo de colecistectomia, consulté por
cuadro de 1 dia de dolor abdominal de tipo co6-
lico, de intensidad 7/10 en la escala analoga del
dolor, irradiado a hipocondrio derecho y region
lumbar y asociado con nauseas, sin emesis. Al
examen fisico estaba taquicardico (FC 120 lati-
dos/minuto), afebril, normotenso, sin ictericia y
con dolor en hipocondrio derecho. Por sospe-
cha de coledocolitiasis residual se tomd eco-
grafia hepatobiliar que evidencié una via biliar de
tamafo normal con un diametro de 6 mm, y es-
tudios de funcién hepatica con transaminasas,
bilirrubinas y fosfatasa alcalina normales, pero
con presencia de amilasa y lipasa aumentadas
de 29283,6 U/l (valor de referencia hasta 300 U/I)
y 921,38 U/l (valor de referencia hasta 300 U/I),
respectivamente, configurando un nuevo epi-
sodio de pancreatitis aguda. Con el fin de des-
cartar complicaciones locales y dafio organico
multisistémico se indicaron examenes de fun-
cion renal, lactato y gases arteriales, los cuales
fueron normales. Por lo tanto, se considerd que
el paciente cursaba con pancreatitis aguda leve,
segun el puntaje de Marshall modificado.*

Se ampliaron estudios para discernir la
causa de la pancreatitis con triglicéridos nor-
males, pero con un calcio inicial de 12,8 mg/dL
(valor de referencia 8,2-10,1 mg/dIL. El res-
to de perfil fosfocéalcico era compatible con
un hiperparatiroidismo primario, dada la pre-
sencia de hormona paratiroidea (PTH) ele-
vada de 448,3 pg/mL (valor de referencia
15,0-68,3 pg/mL) e hipofosfatemia con un
fésforo de 2,1 mg/dL (2,5- 4,5 mg/dL).

Se inici6 tratamiento con hidratacion intra-
venosa con solucién salina al 0,9%, evitando
sobrecarga hidrica y edema pulmonar, y ma-
nejo analgésico con hidromorfona intraveno-
sa logrando resolucién de la deshidratacién
y el dolor. A las 48 horas se inici6 hidrataciéon
por via oral de manera progresiva, con buena
tolerancia.

Se realizd un estudio de gammagrafia de
paratiroides con administracién de 10 mili-
curios (MCi) de sestamibi-tecnecio 99 (Tec-
99) (Figura 1) que mostré un foco de intensa
hipercaptacion, situado adyacente al polo
inferior del l6bulo tiroideo derecho, que pre-
sentaba un lavado mas lento que el resto
del parénquima tiroideo en la imagen tardia,
compatible con adenoma de paratiroides.

Cotonal Saginal

Figura 1. Gammagrafia de paratiroides con tecnecio (Tc-99m). Presencia de concentracion
progresiva del material con una mayor captacion del trazador, en una lesion de tejido blando
que se proyecta adyacente al polo inferior del I6bulo tiroideo derecho. Hallazgo compatible con
adenoma paratiroideo inferior derecho (flechas).
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La ecografia de cuello (Figura 2) encontré una
lesion heterogénea de predominio hipoecoico,
con zonas de degeneracion quistica, bordes
bien definidos, adyacente al polo inferior del
I6bulo tiroideo derecho de 29 x 13 mm, com-
patible con adenoma paratiroideo en el polo
inferior derecho.

Figura 2. Ecografia de cuello: lesion hetero-
génea con zonas de degeneracion quistica
adyacente al polo inferior del 16bulo tiroideo
derecho de 29 x 13 mm.

La evolucion fue satisfactoria, con resolucion
de la pancreatitis y descenso de los niveles
de calcio sérico con la reanimacién hidrica.
Posteriormente se llevd a cabo paratiroid-
ectomia derecha con anatomia patoldgica

compatible con adenoma paratiroideo. Los
niveles de calcio y PTH se normalizaron
después de la cirugia (Tabla 2).

Discusién

La pancreatitis aguda debida a hipercal-
cemia por hiperparatiroidismo primario (HPP)
es infrecuente. La pancreatitis aguda se infor-
ma en el 3-15% de los pacientes con HPP}
y se cree que es causada por el aumento de
la conversion intrapancreatica de tripsindge-
no a tripsina inducida por la hipercalcemia,
lo que lleva a dafio pancreatico.® También se
sugiere como mecanismo fisiopatoldgico de
la pancreatitis aguda en HPP el depdsito de
calcio en el conducto pancreatico, seguido
de obstruccién y activacion enzimatica intra-
ductal.” El calcio es un segundo mensajero in-
tracelular importante en las células acinares,
que inicia la liberaciéon de enzimas a través
de cascadas de fosforilacién. Los niveles ele-
vados de calcio extracelular debidos al HPP
pueden aumentar la sefalizacion del calcio
intracelular y activar las proteinas dependien-
tes del calcio, como la calcineurina, asi como
las proteasas pancreaticas (especialmente la
tripsina) que lleva al inicio de la cascada infla-
matoria pancreatica.?

La presencia de hipercalcemia junto con
niveles elevados o inapropiadamente altos de
PTH es la clave para el diagnostico de HPP.®
En el 90% de los casos, la causa mas co-
mun de HPP es la presencia de un adenoma
unico (80-85% de los casos) o, menos fre-
cuentemente, por multiples adenomas (4%

Tabla 2. Calcio y PTH antes y después de paratiroidectomia

Luego de Posterior a
Paraclinico I:?r::giae: reanimacion paratiroidectomia
9 hidrica derecha
Calcio en suero (mg/dL) 12,8 11,9 9,4
Hormona paratiroidea (pg/mL) 448,3 440,2 45,2
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de los casos). La hiperplasia multiglandular
se presenta en el 10-15% y el carcinoma de
paratiroides en menos del 1% de los casos.™
Aunque la mayoria de HPP es esporadica, es
esencial estar alerta a la historia familiar y a
signos asociados a endocrinopatias como
feocromocitoma, tumores hipofisarios o car-
cinoma medular de tiroides, vistos en la neo-
plasia endocrina multiple."

Algunos pacientes sufren dos o mas ata-
ques de pancreatitis antes de que se haga un
diagnostico de HPP. Los pacientes con hiper-
calcemia por HPP pueden presentar un cua-
dro clinico descripto como “célculos, huesos
y gemidos” haciendo referencia a calculos
renales, sintomas musculoesqueléticos, un
estado de animo deprimido y dolor abdomi-
nal. El aumento de los niveles de calcio puede
conducir a complicaciones graves, que varian
desde intervalo QT acortado hasta fibrilacion
ventricular y coma.'?

Una vez hecho el diagndstico serolégico
de HPP se debe complementar con los es-
tudios por imagenes, como el ultrasonido y
la gammagrafia de paratiroides con tecnecio
(Tc-99m). La ecografia de paratiroides puede
detectar un adenoma con facilidad, cuando
es mayor de 1 cm, como una masa bien cir-
cunscripta hipoecogénica y homogénea a la
glandula tiroides circundante, con vasculari-
zacion periférica. Estas lesiones pueden pre-
sentarse como nédulos ovalados, poligona-
les o triangulares, bien definidos y situados
posteriormente al polo superior o inferior de
ambos lébulos tiroideos, aunque los adeno-
mas de mayor tamafo pueden ser multilo-
bulados, presentar calcificaciones o mostrar
degeneracion quistica. La sensibilidad de la
ecografia varia del 70 al 81%." La gammagra-
fia Tc-99m es una técnica de imagen de me-
dicina nuclear que se basa en diferente tasa
de lavado de sestamibi de la tiroides en com-
paracion con el lavado mas lento en el tejido
paratiroideo hiperactivo.' El Tc-99m marcado
con sestamibi tiene una alta afinidad por las
mitocondrias de la paratiroides y, por lo tanto,

tiene una absorcién prolongada y avida en
adenomas. Aunque no puede diferenciar las
lesiones benignas de las malignas, ayuda a
identificar la presencia de paratiroides ecté-
picas, recurrencia local o metéastasis a dis-
tancia en casos de carcinoma paratiroideo.™).
La imagen tipica del adenoma de paratiroides
consiste en hipercaptacion focal en la imagen
temprana con lavado lento del radiotrazador
en la imagen tardia."

En caso de pancreatitis leve, la gran ma-
yoria de los pacientes se recupera con medi-
das conservadoras. Se recomienda no admi-
nistrar nada por via oral durante al menos 24
horas y adecuado control analgésico donde
se prefiere el uso de medicamentos opioi-
des intravenosos como morfina, fentanilo e
hidromorfona, los cuales son eficaces y se-
guros. Dado que el tercer espacio conduce a
hipovolemia, la piedra angular del tratamiento
para preservar el volumen intravascular es la
reanimacioén con liquidos intravenosos. La re-
animacioén con Ringer-lactato esta contraindi-
cada porque contiene calcio.”

La presencia de HPP no altera el trata-
miento agudo de los episodios de pancreati-
tis. Una vez resuelto, los pacientes deben so-
meterse a una paratiroidectomia electiva para
tratar definitivamente el HPP. La mayoria de
los informes publicados tienen un seguimien-
to aproximado de solo dos afos. A pesar de
este corto periodo, hubo una reduccién del
42 al 100% en las tasas de recurrencia de la
pancreatitis.'®

Los puntos de aprendizaje de este caso in-
cluyen: los niveles séricos de calcio deben es-
timarse como parte del estudio de rutina de la
pancreatitis aguda; en pacientes con pancreati-
tis aguda se deben explorar causas raras, cuan-
do se ha descartado origen biliar o alcoholismo;
el tratamiento médico y quirdrgico combinado
sigue siendo la piedra angular en el tratamiento
del hiperparatiroidismo asociado a pancreatitis
aguda. El diagndstico y tratamiento temprano
pueden prevenir la recurrencia y las complica-
ciones adicionales de la pancreatitis.
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Conclusién

Presentamos un caso raro de adenoma
paratiroideo, que presentd pancreatitis aguda
como su manifestacion inicial. La reanimacion
y estabilizacion con medidas antihipercalcémi-
cas, incluida la hidratacién y la calciuresis for-
zada, seguidas de cirugia, constituyen el pilar
del tratamiento en pacientes con hiperparati-
roidismo primario. El diagndstico temprano y el
tratamiento oportuno de la afeccion subyacente
pueden prevenir la recurrencia de la pancreatitis.
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Estimado editor:

A pesar de que ya han pasado algunos
afos del inicio de la pandemia por COVID-19,
los diferentes estudios sugieren en forma no
concluyente, que la afeccion muscular de los
pacientes que han superado la enfermedad, al
igual que las secuelas a largo plazo,! afectan
en especial a los adultos mayores y generan
mayor sintomatologia musculoesquelética de
forma prolongada.?

Esdificilconocerlaincidenciadel COVID-19
en los adultos mayores y mas aun cuando se
da en los sujetos de forma prolongada. En el
ambito clinico se considera una enfermedad
nueva; en muchos casos —a través de otras
afecciones como pueden ser las virales o bac-
terianas— se sabe que generan consecuencias
en el organismo a largo plazo.® Asimismo, las
afecciones en estos pacientes y en especial
esta enfermedad dan lugar a complicaciones
reumaticas, debido a que en el sistema inmu-
nitario del organismo se producen diferentes
alteraciones, lo cual conlleva dafios o secue-
las en otras partes del organismo.* Por lo cual,
aquellos adultos mayores con complicaciones
reumaticas previas al COVID-19 pueden pre-
sentar una alta prevalencia de complicaciones
musculoesqueléticas.

Teniendo en cuenta las diferentes fuentes
que se conocen por medio de la literatura y

los organismos internacionales, encontramos
que el sindrome pos-COVID-19 en adultos
mayores se manifiesta de forma prolongada
en un 9,3% de los casos;® de igual manera se
han encontrado sintomatologias persistentes
en adultos,® que influyen especialmente en las
mujeres y de edad avanzada.” Una muestra de
la probleméatica actual a nivel de salud publi-
ca se encuentra en los programas de atencion
primaria para adultos mayores con casos de
COVID largo.

Debido a lo incierto de la enfermedad por
COVID-19 y mas aun cuando es prolonga-
do, al observar las diferentes repercusiones
que tiene sobre la poblacién, en especial los
adultos mayores, los cuales quedan expues-
tos debido a sus diferentes enfermedades de
base, se deben generar recomendaciones de
atencion primaria e inmediata, para poder pre-
venir y reducir los riesgos de la enfermedad, y
asi establecer politicas en la salud publica de
forma oportuna.?

De esta manera, la atencién a estos pa-
cientes debe ser prioritaria. En muchos cen-
tros de salud recurren a estrategias para redu-
cir la complejidad de la enfermedad, que re-
sultan eficaces cuando llegan a los pacientes
de forma remota o virtual, tanto atendiendo
directamente en sus hogares, como también
distribuyendo los medicamentos. Asi logran
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minimizar los riesgos por la enfermedad, siendo
de esta forma accesibles en diferentes sitios,
para la atencién de la poblacién en general.®

Teniendoencuentaloexpuestoanteriormen-
te, esta enfermedad denominada COVID-19
prolongado, debe diagnosticarse de forma
prioritaria en la poblacion del adulto mayor,
para minimizar la sintomatologia persistente,
con la participacion de un grupo multidisci-
plinario, para adoptar las medidas oportunas
y un adecuado tratamiento, y lograr asi una
atencion individualizada con una serie de pau-
tas que generen impacto positivo sobre el pa-
ciente. Se deben tener en cuenta su nutricion,
actividad fisica y estimulacion cognitiva; de
esta manera se interviene de forma oportuna
por medio de estos programas de atencion
prioritaria hacia el adulto mayor, el cual tiene la
complejidad de exponerse a la sintomatologia
grave y prolongada del COVID-19. Contar con
medios remotos permite apoyar al paciente en
estos casos'' de una manera eficiente al aten-
derlos no solamente para diagnosticar, sino
también para tratar la enfermedad, aliviando
las diferentes sintomatologias musculoesque-
léticas, neurolégicas y de dolor, esto con un
grupo multidisciplinario que brinda una aten-
cién mas oportuna.'?

El sistema de salud en varios paises de

B.J. Bustos-Viviescas, et al: Afecciones
musculoesqueléticas por COVID-19 largo

América Latina no ha podido satisfacer com-
pletamente la demanda de los pacientes ge-
nerados por el COVID-19, y son los adultos
mayores los sujetos mas vulnerables de la
poblacion, debido a que muchos presentan
enfermedades de base que terminan com-
plicando de manera significativa su calidad
de vida y que pueden ser observadas en la
obtencion de sintomas como intenso dolor,
disminucion de la locomocién, dolores mus-
culares, complicaciones cardiorrespiratorias,
metabdlicas y/o reumatoldgicas, entre otros.
Por lo anterior, se recomienda la oportuna
intervencion de cada uno de estos sujetos,
de manera integral, interdisciplinaria y eficaz,
generando programas de acompafamiento
continuo y sistematico que permitan no solo
la consulta personal, sino también virtual, gra-
cias a los cuales los adultos mayores puedan
tener acceso a profesionales de salud cualifi-
cados y ademas a medicamentos adecuados
que contribuyan en la mejora de su control, a
la mejora y mantenimiento de la salud.
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