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EDITORIAL / Editorial

RITMOS CIRCADIANOS, SUENO Y SALUD OSEA

Claudia Sedlinsky*

Servicio de Endocrinologia, Hospital Cesar Milstein, Ciudad Auténoma de Buenos Aires. LIOMM,
Laboratorio de Investigacion en Osteopatias y Metabolismo Mineral, Facultad de Ciencias Exac-
tas, Universidad Nacional de La Plata. Argentina

Los relojes circadianos son sistemas intrinsecos de medicién del tiempo, con ciclos de apro-
ximadamente 24 horas de duracién, que permiten a los organismos adaptarse al medio en el
que viven. La palabra circadiana significa casi un dia en latin.

Los ritmos circadianos son ciclos de aproximadamente 24 horas que se verifican en los pro-
cesos bioquimicos, fisiolégicos o de comportamiento de organismos vivos. Los ritmos circa-
dianos son intrinsecos y se ajustan al ambiente por sefales externas (Zeitgebers); el Zeitgeber
mas importante es la luz.’

Se define como reloj circadiano una maquinaria molecular, basada principalmente en circui-
tos de retroalimentacion de transcripcidn-traduccidn genética, que controla los ritmos intrinse-
cos y cuya plasticidad es fundamentalmente regida por modificaciones epigenéticas.'

Son componentes esenciales del reloj circadiano los genes reloj. La mayoria de ellos codifi-
can factores de transcripcién que componen la maquinaria del reloj molecular (CLOCK, BMAL1,
PER, CRY) que regulan la expresion de un gran numero de “GCR” (genes controlados por reloj).!

La estructura anatdmica en el cerebro de los mamiferos que gobierna los ritmos circadia-
nos consiste en una pequefa area del hipotalamo anterior, el nicleo supraquiasmatico (SCN).
Durante décadas se creia que este “marcapasos central” era el Unico reloj circadiano del orga-
nismo. Este dogma fue desafiado cuando también se encontrd que los tejidos periféricos con-
tienen osciladores circadianos funcionales que son autosostenidos a nivel celular. Los relojes
estan virtualmente en todas las células.

Esta nocidn, junto con el descubrimiento de que una fraccién notable del genoma se halla
controlada transcripcionalmente por el reloj, sugiere que el control circadiano debe desempe-
fiar un papel clave en el control del metabolismo vy la fisiologia de todos los organismos. Miles
de genes son circadianos. Este concepto fue recientemente validado por estudios del meta-
boloma que revelan que una gran fraccion de metabolitos oscila de manera circadiana en un
tejido determinado.

Los genes reloj actian en gran medida a través de modificaciones epigenéticas. La remo-
delacién de la cromatina ocasionada por la acetilacién de histonas mediada por enzimas his-
tona acetiltransferasas (HAT) genera un estado permisivo de la transcripcién de determinados
genes. Este es el caso de la proteina CLOCK. Ademas, CLOCK actua en concierto con otras
HAT, como CBP (proteina de unién CREB) o p300. Por otro lado, la desacetilacién de histonas a
través de histonas desacetilasas (HDAC) limita dicha transcripcion. Por ejemplo, los represores
circadianos PER y CRY reclutan HDAC tales como las SIN3SA-HDAC1 o el complejo SIN3B-
HDAC1/2.2

*E-mail: claudia.sedlinsky@gmail.com
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Diferentes condiciones patolégicas fueron descriptas asociadas a la disrupcion del reloj,
entre ellas trastornos psiquicos como depresién y ansiedad, trastornos del suefio, alteraciones
metabdlicas como diabetes y obesidad, e inflamacién o cancer.’

Efectos 6seos del reloj circadiano

El metabolismo 6seo también se ve influenciado por la accién de los genes reloj. Hace mas
de quince afos fue descripto el ritmo circadiano de los marcadores de recambio 6seo tales
como los C-telopéptidos del colageno 1 y la osteocalcina. Se demostré que ambos aumentan
durante la noche y disminuyen durante el dia y que la amplitud de esta oscilacién disminuye
con el ayuno.?

El hallazgo de influencia de los genes reloj sobre el metabolismo 6seo fue confirmado re-
cientemente a través de estudios basicos donde, en ratones con osteoblastos Per1y 2 -/-y
Cry1y 2 -/-, se verificd un aumento de la masa 6sea, un aumento en el nUmero de osteoblastos,
un aumento de los parametros histomorfométricos de formacién ésea y un aumento del indice
mitoético y de las ciclinas D1 y E.* También fue demostrado en ratones Bmal -/- un fenotipo de
baja masa 6sea.’

Para investigar los efectos de los ciclos luz/oscuridad sobre la ritmicidad circadiana, un gru-
po de investigadores de la Universidad de Leyden expuso ratones a luz continua (LC) durante
24 semanas y demostrd que este lapso de exposicidn a LC se expreso en una reducciéon de la
ritmicidad en el marcapasos circadiano central del nucleo supraquiasmatico (SCN) en un 70%.
También se redujo la fortaleza del musculo esquelético, se deteriord el hueso trabecular y se
indujo un estado proinflamatorio transitorio. Al regresar los ratones a un ciclo estandar de luz/
oscuridad, todos los parametros volvieron a la normalidad, sugiriendo que un ritmo circadiano
interrumpido induce reversiblemente efectos perjudiciales en mdltiples procesos bioldgicos.®

Varias evidencias clinicas asocian las alteraciones en los ciclos circadianos, como el ciclo
suefo/vigilia, con aumento del riesgo de caidas y de fracturas. Diferentes estudios clinicos de-
mostraron un aumento del nimero de caidas asociadas a un aumento de la somnolencia diurna
medida a través de parametros subjetivos como la Escala de Epworth y a la cantidad de horas
de suefio y a la eficacia del suefio cuantificada por medio de actigrafia.”

En el marco del Estudio de Salud de las Enfermeras (Nurses Health Study) se evalud la
influencia de trabajar en turnos nocturnos sobe el riesgo de fracturas. Los investigadores ob-
servaron que, en comparacion con mujeres que nunca trabajaron en turnos nocturnos, mas de
20 afos de trabajo nocturno se asociaron con un riesgo significativamente mayor de fracturas
de muieca y cadera (RR = 1,37, IC del 95% 1,04-1,80). Este riesgo fue mayor entre las mujeres
con menor IMC (<24) que nunca usaron terapia de reemplazo hormonal (RR = 2,36; IC del 95%:
1,33-4,20).8

Recientemente fue publicado un ensayo clinico donde se evalué en seres humanos si la
restriccion de suefio modificaba el ritmo circadiano de los marcadores de recambio éseo. Para
esto se sometié a hombres sanos, jovenes y afiosos, a tres semanas de restriccion de suefio,
5,6 horas diarias y una disrupcién circadiana con modificacion de los periodos de luz/oscuri-
dad, donde eran expuestos a intervalos de 28 horas seguidas de luz. Se comprobd que los nive-
les del marcador de formacién 6sea P1NP disminuyeron en los individuos expuestos y que esta
disminucién era mas pronunciada en individuos jovenes comparados con individuos afiosos. No
observaron modificaciones en los niveles de C-telopéptidos, de FGF23 ni de esclerostina circu-
lantes. Los autores concluyen que 3 semanas de disrupcion circadiana con restriccion concurren-
te del suefio pueden conducir a un desacoplamiento del recambio 6seo en el que la formacion
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6sea disminuye pero la resorcidon ésea no cambia, y que la interrupcion circadiana y la restricciéon
del suefio pueden ser mas perjudiciales para la salud ésea en la adultez temprana.®

Los ultimos afios han visto grandes avances en el campo de la biologia circadiana. Estos
han atraido el interés de investigadores en muchos campos, incluidos la endocrinologia, las
neurociencias, el cancer y el comportamiento. Al integrar una vision circadiana dentro de los
campos de la endocrinologia y el metabolismo, los investigadores podran revelar muchos as-
pectos de como los organismos pueden hacer frente a los cambios en el medioambiente y al
control posterior de la homeostasis. Los trabajos previamente expuestos muestran que también
el metabolismo 6seo esté regulado por informacién proveniente del ambiente y seguramente en

el futuro cercano podremos conocer esta relaciéon en mayor profundidad.
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Resumen

La osteoporosis afecta al 6-7% de la po-
blacién masculina. Es alta la proporcion de
pacientes con fracturas sin diagnostico previo
de esta enfermedad. La mortalidad luego de
una fractura es mayor en hombres que en po-
blacion femenina; a pesar de esto, la mayoria
de los pacientes no reciben tratamiento. Los
farmacos aprobados, en nuestro medio, para
tratar la osteoporosis masculina son: bifosfo-
natos, teriparatida y ranelato de estroncio. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
del ranelato de estroncio sobre la densidad
mineral 6sea en hombres después de 1 afo
de tratamiento. Se incluyeron los registros de
20 hombres de 67,8+3,0 afos, tratados con
ranelato de estroncio (2 g/dia) durante 1 afio.
Todos los pacientes presentaban un T-score
inferior a -2,5 en cadera o columna vertebral
o un T-score inferior a -2,0 y factores de ries-
go de fractura. No hubo modificaciéon de pa-
rametros de laboratorio luego del tratamiento
(calcemia, calciuria, fésforo sérico, parathor-
mona, 25(0OH)vitamina D, fosfatasa alcalina y
desoxipiridinolina) en relaciéon a los basales.
Luego del tratamiento con ranelato de estron-
cio se observo incremento de la densidad mi-
neral 6sea en columna lumbar: 0,953+0,029
versus 0,997+0,030 g/cm? (p=0,0068), cuello

femoral: 0,734+0,013 versus 0,764+0,016 g/cm?
(p=0,0084) y cadera total: 0,821+0,02 versus
0,834+0,02 g/cm? (p=0,0419). Conclusioén: el
tratamiento con ranelato de estroncio produjo
un incremento significativo de la densidad mi-
neral 6sea en columna lumbar y fémur proxi-
mal en hombres con osteoporosis.

Palabras clave: osteoporosis masculina, trata-
miento, ranelato de estroncio, densidad mineral
bsea.

Abstract
EFFECT OF STRONTIUM RANELATE ON
BONE MINERAL DENSITY IN MEN WITH
OSTEOPOROSIS

Osteoporosis affects 6-7% of the male po-
pulation. The proportion of patients with fragili-
ty fractures but without diagnosis of the disea-
se is high. Mortality after hip fracture is higher
in men than in women; in spite of this, most
patients are left without treatment for osteo-
porosis. Drugs approved, for the treatment of
osteoporosis in our country are bisphosphona-
tes, teriparatide, and strontium ranelate (SrR).
The objective of this study was to evaluate the
effect of SrR on axial BMD in men after one year
of treatment. We obtained pertinent data from
medical registries of 20 men aged 67,8+3,0 yeatrs,
treated with oral SrR (2 g/day) for 12 months. All

* Direccion postal: Av. San Juan 4244, piso 8, departamento 20 (CP1233). CABA, Argentina
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patients had a T-score below -2,5 at the hip
or the lumbar spine, or a T-score below -2,0
and one or more risk factors for fracture. The
levels of serum calcium, phosphate, alkaline
phosphatase, 25-hydroxyvitamin D, or PTH,
or urinary calcium and desoxipyridinoline re-
mained unchanged following SrR adminis-
tration. After treatment with SrR there were
significant increases in BMD at the lumbar

Introduccion

La pérdida anual de densidad mineral 6sea
(DMO) en el hombre es de alrededor del 1% y
aproximadamente un 7% de hombres de raza
blanca, 5% de hombres de raza negray 3%
de hispanos padecen osteoporosis (OP).'2

Se estima que uno de cada ocho hombres
mayores de 50 afios va a sufrir una fractura
asociada a OP. La incidencia anual de fractu-
ras a nivel mundial es alrededor de 9 millones,
de las cuales un 39% ocurren en varones y
se espera un aumento continuo en el nimero
de fracturas de cadera durante los préximos
afos.* La tasa de mortalidad asociada a una
fractura vertebral o de cadera es mayor en el
hombre con respecto a la mujer, siendo el do-
ble particularmente en el caso de la cadera.>”

A pesar del riesgo de fractura y sus com-
plicaciones, es menos frecuente que los hom-
bres reciban tratamiento con antirresortivos
luego de una fractura en comparacion con
las mujeres (4,5% versus 49,5%, respectiva-
mente), por lo que se puede asumir que la OP
masculina es una enfermedad subtratada.?

Los farmacos aprobados, en nuestro me-
dio, para el tratamiento de la OP masculina
son: bifosfonatos (alendronato, risedronato y
acido zoledrénico), teriparatida y ranelato de
estroncio.

El ranelato de estroncio (RSr) es eficaz
en el tratamiento de la osteoporosis pos-
menopausica, pues reduce la incidencia de
fracturas vertebrales y no vertebrales.®™ Se
postula un mecanismo de accién dual: pro-
mueve la formacién de hueso (efecto ana-

spine: 0,953+0,029 versus 0,997+0,030 g/cm?
(p=0,0068), femoral neck: 0,734+0,013 ver-
sus 0,764+0,016 g/cm? (p=0.0084), and to-
tal hip: 0,821+0,02 versus 0,834+0,02 g/cm?
(p=0,0419). Conclusion: in osteoporotic men,
treatment with SrR significantly increases BMD
in the lumbar spine and the proximal femur.
Key words: male osteoporosis, treatment,
strontium ranelate, bone mineral density.

bdlico) y, por otro lado, reduce la resorcion
6sea (efecto anticatabdlico)." Su eficacia
se ha comprobado en mujeres jovenes y de
edad avanzada en pacientes con elevado
riesgo de fractura o con una nueva fractu-
ra, fumadores y en hombres.®4'2-1® También
se ha demostrado que el tratamiento con
RSr aumenta la DMO y los marcadores de
formacion y disminuye los marcadores de
resorcion 6sea, con mejor respuesta en pa-
cientes que previamente no han recibido bi-
fosfonatos.-1°

El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto del RSr sobre la DMO en hombres des-
pués de 1 afo de tratamiento en condiciones
de practica clinica en centros especializados
de la Argentina.

Materiales y métodos

Se realizd6 un estudio retrospectivo que
incluyo el andlisis de registros de 20 hom-
bres, con osteoporosis primaria o secundaria,
tratados con RSr (2 g/dia) durante 1 afio en
condiciones de practica clinica en dos cen-
tros especializados de la Argentina, uno de la
ciudad de Rosario y otro de la ciudad de Bue-
nos Aires. Todos los pacientes presentaban
un T-score inferior a -2,5 en cadera o columna
vertebral o un T-score inferior a -2,0 y facto-
res de riesgo de fractura. Concomitantemente
al tratamiento con RSr, habian recibido cal-
cio (1000 mg/dia) y vitamina D (800 U/dia). Se
consideraron como parametros antropométri-
cos el peso (kg), la altura (m) y el indice de
masa corporal (IMC, kg/m?).
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La DMO (g/cm?) se midi6é por absorciome-
tria dual de rayos X (DXA) en equipos Lunar
Prodigy® (GE Lunar, Madison, WI, USA) en
la columna lumbar (L2-L4), cuello femoral y
cadera total. El coeficiente de variacion fue
inferior a 3% en todos los centros donde se
realizaron las densitometrias.

Los niveles de calcio sérico (mg/dl),
fosfato sérico (mg/dl) y fosfatasa alcalina
total (tAP, UI/L) se midieron por espectro-
fotometria. La hormona paratiroidea en
suero (PTHi, pg/ml) se midié por quimio-
luminiscencia (PTHi Siemens Medical So-
lutions Diagnostics®). Los niveles séricos
de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D, ng/ml]
se determinaron por quimioluminiscencia
(Elecsys® de vitamina D total Roche). Si
bien las determinaciones no se realizaron
en el mismo lugar y por la misma persona,
se utilizaron los mismos métodos en todos
los centros.

Andlisis de datos

Los datos se expresan como mediaxSEM
y se analizaron con la prueba de Mann-
Whitney o Wilcoxon, segun correspondiera.
Se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov
para evaluar la distribucion de los datos. Las
diferencias se consideraron significativas si
p<0,05. Los analisis estadisticos se realiza-
ron con GraphPad Prism 2.0® (GraphPad, San
Diego, USA).

Costanzo P.R., et al.: Efecto del ranelato de estroncio en hombres

Resultados

En este estudio retrospectivo se analizaron
los registros de 20 hombres con diagndstico
de osteoporosis (T-score = columna lumbar:
-2,25; cuello femoral: -2,60; cadera total: -2,24)
tratados con RSr (2 g/dia) durante 1 afio.

La poblacién estudiada tenia 69,9+3,0
afios y un IMC promedio de 25,6+0,8 kg/m2.
Al evaluar causas de osteoporosis, el 50%
(n=10) presentaba osteoporosis primaria y
el 50% (n=10) padecia alguna causa de os-
teoporosis secundaria, entre ellas 35% (n=7)
hipogonadismo (6 con hipogonadismo de ini-
cio tardio y 1 con hipogonadismo secundario
al uso de antiandrégenos por tratamiento de
cancer de proéstata), 10% (n=2) tabaquismo
y 5% (n=1) hipercalciuria. De los 7 pacientes
con hipogonadismo, 4 recibieron tratamiento
sustitutivo con testosterona durante el afio de
tratamiento con RSr. El 40% de la poblacién
(n=8) tenia el antecedente de fractura previa al
tratamiento con RSr (6 fracturas vertebrales, 1
fractura de cadera y 1 fractura de codo).

La mayoria de los pacientes (75%, n=15)
habian sido tratados con bifosfonatos previa-
mente al uso de RSr (5 alendronato, 6 acido
zoledrénico, 2 risedronato, 1 pamidronato y 1
ibandronato); el tiempo de tratamiento previo
con bifosfonatos fue de 3,5+1,8 afnos.

De los parametros de laboratorio estudia-
dos, ninguno se modificé al afo de tratamiento
con RSr (Tabla 1; prueba de Wilcoxon, p>0,05).

Tabla 1. Parametros bioquimicos en pacientes hombres (n=20) tratados con ranelato

de estroncio durante 1 afo

Basal 1 ano p
Calcio sérico (mg/dl) 9,33+ 0,12 9,33+ 0,12 ns
Calcio urinario (mg/24 h) 200,10+33,00 211,60+35,60 ns
Fosfato sérico (mg/dl) 3,51+ 0,12 3,88+ 0,14 ns
25(OH)vitamina D (ng/ml) 35,54+ 3,81 36,36+ 3,31 ns
PTHi (pg/ml) 49,84+ 4,87 54,38+ 7,65 ns
Fosfatasa alcalina total (IU/L) 118,80+15,4 129,00+16,60 ns
Desoxipiridinolina urinaria 5,02+ 0,56 5,50+ 1,04 ns

(nmol desoxipiridinolina/mmol creatinina)
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Finalmente se destaca que después de 1
afo de tratamiento con RSr se observé un
incremento significativo de la DMO (g/cm?)
en todas las regiones estudiadas (Figura 1):
columna lumbar= basal: 0,952+0,029, 1 afo:

0,997+0,030 (p=0,0068, % cambio: +4,54%);
cuello femoral=basal: 0,734+0,013, 1 ano:
0,764+0,016 (p=0,0084, % cambio: +4,06%);
cadera total=basal: 0,821+0,020, 1 afo:
0,834+0,020 (p=0,0419, % cambio: +1,58%).

Columna lumbar
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Figura 1. Densidad mineral ésea en pacientes hombres (n=20) tratados con ranelato de estroncio duran-
te 1 afo (prueba de Wilcoxon, * indica diferencia significativa respecto del basal; p<0,05).

No hubo diferencias significativas en el in-
cremento de la DMO al afio de tratamiento con
RSr entre pacientes con hipogonadismo versus
pacientes eugonadicos (Tabla 2; prueba de Wil-
coxon, p>0,05). Al ano de tratamiento, los pa-

cientes con hipogonadismo presentaron un au-
mento significativo de la DMO en cuello femoral
y los pacientes eugonadicos incrementaron en
forma significativa la DMO en columna lumbar y
cadera total, respecto del basal.

Tabla 2. Cambio en densidad mineral 6sea en pacientes hipogonadicos y eugonadicos luego del

tratamiento con ranelato de estroncio por 1 afo

Hipogonadicos

Hipogonadicos

Eugonadicos Eugonadicos

basal (n=7) 1 aio basal (n=13) 1 aino
DMO columna lumbar (g/cm?)  1,070+0,072 1,071+0,077 0,909+0,022 0,968+0,029*
DMO cuello femoral (g/cm?) 0,722+0,013 0,756+0,019% 0,743+0,022 0,769+0,025
DMO cadera total (g/cm?) 0,814+0,031 0,815+0,028 0,827+0,026 0,848+0,027*

& Diferencia versus hipogonadicos basal; * diferencia versus eugonadicos basal (p <0.05).

No hubo diferencias significativas en la res-
puesta densitométrica luego de un afo de tra-
tamiento con RSr entre pacientes hipogonadi-
cos que recibieron tratamiento sustitutivo con
testosterona versus los que no lo recibieron.

Los pacientes con aumento de la DMO
>3% (minimo cambio significativo) luego de
un afo de tratamiento con RSr fueron consi-
derados como “respondedores”. Se observd
un 70,0% de “respondedores” en columna
lumbar, 55,5% en cuello femoral y 50,0% en
cadera total luego del afio de tratamiento con
RSr.

El RSr fue bien tolerado y ningun pacien-
te debié abandonar el tratamiento por efec-
tos colaterales. El 20% (n=4) de los pacientes
tenia antecedente de enfermedad cardiovas-
cular previa (2: infarto agudo de miocardio,
1: accidente cerebrovascular y 1: arteriopatia
periférica) y el 25% (n=5) presentd hiperten-
sion arterial controlada bajo tratamiento anti-
hipertensivo en el momento de iniciar el trata-
miento con RSr. Ninguno de estos pacientes
presentd exacerbacion de la enfermedad car-
diovascular o de la hipertensién previa, bajo
tratamiento con RSr.
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Discusion

La OP masculina es una enfermedad sub-
diagnosticada y, por ende, subtratada. Mu-
chos pacientes debutan con una fractura por
osteoporosis sin diagnéstico previo y la mor-
talidad, luego de una fractura, es mayor que
en la poblacién femenina. A pesar de estos
datos, menos varones reciben tratamiento en
comparacién con la poblaciéon femenina.58

Al igual que en las mujeres, la densitome-
tria 6sea es el procedimiento de referencia
(método patron) para el diagnéstico de OP.
Los sitios por evaluar son la columna lum-
bar anteroposterior y la cadera en todos los
pacientes, y, en determinadas ocasiones, el
antebrazo. En hombres de mas de 50 afios
se considera el T-score para diagnostico y
en hombres de menos de 50 afios se toma en
consideracion el Z-score (normal hasta -2,0).
Se sugiere efectuar evaluacién con densito-
metria en todo hombre mayor de 70 afos, o
entre 50-69 afios con la presencia de al me-
nos un factor de riesgo: antecedente de frac-
tura, pubertad retrasada, hipogonadismo,
hiperparatiroidismo, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), hipertiroidismo,
tratamiento crénico con corticoides o anti-
andrégenos, consumo de tabaco o alcohol
y antecedente de fractura de cadera en fami-
liar directo.?®

Las causas secundarias de osteoporosis
son frecuentes en ambos sexos; sin embar-
go, la prevalencia es mayor en la poblacién
masculina. Los estudios epidemioldgicos de-
muestran que se puede identificar una causa
secundaria de osteoporosis en el 40-60% de
los pacientes que se fracturan.?'-?® Entre las
causas secundarias, el hipogonadismo es la
mas frecuente segun la mayoria de las pu-
blicaciones. En un estudio de evaluacion de
causas secundarias de osteoporosis mas-
culina en 113 varones con baja masa 6sea
de la Argentina se identificaron las mismas
en el 85% de los pacientes, siendo las mas
frecuentes hipogonadismo, tabaquismo, hi-
percalciuria otras como antecedente familiar

Costanzo P.R., et al.: Efecto del ranelato de estroncio en hombres

de osteoporosis o fractura de cadera.?* En el
50% de los pacientes que recibieron trata-
miento con RSr pudimos identificar alguna
causa secundaria de osteoporosis; la mas
frecuente, el hipogonadismo.

En el tratamiento deben considerarse
medidas de indole general que actuan en
el cambio de habitos de vida para revertir
aquellos factores de riesgo modificables (ac-
tividad fisica, consumo de tabaco y alcohol,
riesgo de caida). Para lograr una preven-
cion adecuada de la pérdida de masa Osea
es necesario el aporte de 1000-1200 mg/dia
de calcio. Se sugiere que el aporte dietario de
vitamina D sea de al menos 800 Ul/dia. Los
pacientes con niveles de 250HD <30 ng/ml
deben recibir tratamiento sustitutivo para al-
canzar niveles superiores ya que los varones
con niveles de 250HD <20 ng/ml tienen ma-
yor pérdida anual de la DMO de cuello fe-
moral.?® Los pacientes incluidos en el estudio
tenian valores de 250HD >30 ng/ml y PTH
dentro del rango de normalidad previos y du-
rante el tratamiento.

Los farmacos aprobados, en nuestro me-
dio, para el tratamiento de la OP masculina
son: bifosfonatos (alendronato, risedronato y
acido zoledrénico), teriparatida y RSr. La US
Food and Drug Administration (FDA) también
aprobd6 el uso de denosumab en osteopo-
rosis masculina; sin embargo, aun no esta
aprobado por la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnololgia (AN-
MAT) de la Argentina. En comparacién con la
poblacion femenina existen menos estudios
publicados y con menor numero de pacientes
evaluando el efecto de farmacos para OP en
poblacion masculina.

El efecto del RSr en varones con OP fue
evaluado en el estudio MALEO. Se incluyeron
pacientes mayores de 65 afos con T-score
<-2,5 en columna lumbar o T-score <-2,4 en
cuello femoral, o ambos, y al menos un fac-
tor de riesgo para fractura; 174 pacientes re-
cibieron RSr (2 g/dia) durante dos afos y 87
se incluyeron en el grupo placebo. Luego de
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un afo de tratamiento, los que lo recibieron
tuvieron un aumento significativo de 7,1% en
columna lumbar y, luego de dos afios de tra-
tamiento, el incremento fue del 9,7% en co-
lumna lumbar, 3,3% en cuello femoral y 3,7%
en cadera total. El incremento de la DMO fue
significativamente mayor que con placebo en
todos los sitios considerados.?®

En este estudio evaluamos el efecto del
tratamiento con RSr (2 g/dia) durante un afio
en pacientes con osteoporosis masculina
en la practica médica habitual. Observa-
mos un incremento significativo en la DMO
de columna lumbar (+4,54%), cuello femo-
ral (+4,06%) y cadera total (+1,58%) luego
del tratamiento. El incremento en la DMO
de columna lumbar al afio fue menor que en
el estudio de Kaufman y col.?%; esto puede
explicarse por diferencias en la seleccion
y seguimiento de la poblacion entre un es-
tudio de investigacion aleatorizado, doble
ciego con placebo versus poblaciéon de la
practica médica habitual. De todos modos,
el incremento de la DMO en nuestra pobla-
cion fue importante y significativo. Al ana-
lizar los parametros bioquimicos evaluados
no hallamos diferencias significativas luego
del tratamiento con RSr.

También hallamos diferentes porcentaje de
pacientes “respondedores” en funcién de la
region estudiada: 70,0% en columna lumbar,
55,5% en cuello femoral y 50,0% en cadera
total, siendo estos porcentajes superiores a
los observados en 441 mujeres posmenopau-
sicas, luego de un afio de tratamiento con RSr
(53,8% en columna lumbar, 40,0% en cuello
femoral y 35,6% en cadera total). La edad de
las poblaciones de estos trabajos fue similar:
67,2+0,5 anos en el de mujeres y 69,9+3,0
afnos en los hombres incluidos en este estu-
dio. También era similar el porcentaje de pa-
cientes tratados previamente con bifosfona-
tos: 79,4% vs. 75,0%, respectivamente.?’

Los pacientes con hipogonadismo no
presentaron diferente respuesta en la DMO al

afo del tratamiento con RSr versus pacien-
tes eugonadicos. Sin embargo, si se noté una
diferencia en la respuesta al tratamiento en
cada grupo: en los pacientes hipogonadicos
hubo mayor aumento en cuello femoral y en
los eugonadicos mayor respuesta en columna
lumbar y cadera total. Tampoco se hallaron
diferencias entre los pacientes hipogonadicos
que recibieron o no tratamiento de reempla-
z0 con testosterona (datos no mostrados).
Si bien el tratamiento con testosterona en
pacientes hipogonadicos ha demostrado ser
eficaz para producir incremento de la masa
6sea, no se ha demostrado aun que disminu-
ya el riesgo de fractura. Por lo tanto, se su-
giere indicar, ademas, un tratamiento especi-
fico para osteoporosis en estos casos. En los
pacientes con hipogonadismo que no reciben
testosterona todos los tratamientos aproba-
dos para OP masculina han demostrado ser
utiles en aumentar la masa 6sea (alendronato,
risedronato y teriparatida). En nuestra pobla-
cién no se observaron diferencias en la res-
puesta densitométrica al RSr en pacientes hi-
pogonadicos que no recibian tratamiento con
testosterona.

El alendronato y el risedronato también
son eficaces en el tratamiento de OP mascu-
lina con aumento de la DMO similar y reduc-
cién del riesgo de fracturas vertebrales y no
vertebrales en varones con OP. 283!

Tanto el alendronato como el risedronato
son eficaces en el tratamiento de OP primaria
y OP secundaria frente al uso de corticoides
o a la terapia de carencia androgénica. Los
pacientes hipogonadicos demostraron incre-
mento de la DMO aun aquellos sin tratamiento
de reemplazo con testosterona.

El &cido zoledroénico intravenoso (i.v.) 5 mg/
afo es una alternativa para pacientes que no
toleran los bifosfonatos orales. A dos afios de
tratamiento (n=553) versus placebo (n=574) en
hombres con osteoporosis o antecedente de
fractura vertebral, se observd una disminucién
de 67% del riesgo de nuevas fracturas vertebra-
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les y aumento significativo en la DMO de raquis
lumbar (6,1%), cuello femoral (3,3%) y cadera
total (2,1%) en el grupo tratado.® También, en
hombres con OP, el uso de denosumab vy teri-
paratida ha demostrado ser eficaz para aumen-
tar la DMO en columna lumbar y cuello femoral
luego de un afio de tratamiento.33%*

La European Medicines Agency (EMA)
aprobd el uso de RSr en varones con os-
teoporosis severa y alto riesgo de fractura.®
Deben tenerse los mismos recaudos sobre
eventos cardiovasculares que en las mujeres:
esta contraindicado su uso en pacientes con
hipertensién arterial no controlada y en aque-
llos con antecedentes de cardiopatia isquémi-
ca, enfermedad arterial periférica y accidente
cerebrovascular. En este estudio, luego de un
ano de tratamiento con RSr, no se observaron
exacerbaciones de la enfermedad cardiovas-
cular preexistente o cambios en el control de
la tension arterial en los pacientes que tenian
hipertensién previa. Aunque el RSr es una he-
rramienta eficaz en el tratamiento de osteo-
porosis femenina y masculina, en los ultimos
dias se dio a conocer, mediante un comunica-
do, la decision del laboratorio de discontinuar
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MLO-Y4 OSTEOCYTIC CELL CLONES EXPRESS DISTINCT GENE
EXPRESSION PATTERNS CHARACTERISTIC OF DIFFERENT
STAGES OF OSTEOCYTE DIFFERENTIATION
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Abstract

Osteocytes are the most abundant bone cell
and are formed when osteoblasts become em-
bedded in the bone matrix. Through changes in
gene expression and paracrine effects, osteo-
cytes regulate the number of osteoblasts, bone
forming cells, and osteoclasts, bone resorbing
cells, which are needed to maintain bone mass.
MLO-Y4 is the better characterized osteocytic
cell line; however, lacks expression of scleros-
tin, the product of the SOST gene, which is
fundamental for osteocyte function and blocks
bone formation. With the objective to isolate
MLO-Y4 clones with different gene expres-
sion profiles, we performed cultures at very
low density of MLO-Y4 cells stably transfected
with nuclear green fluorescent protein (MLO-
nGFP). Cell morphology was visualized under
a fluorescence microscope. Once the cells
reached 80% confluency, RNA was extracted
and quantitative real time PCR was performed.
Clones exhibit different sizes and morphology,
with some cells showing a spindle-like shape
and others with abundant projections and a
star-like shape. Gene expression also differed
among clones. However, none of the clones
examined expressed SOST. We conclude that
the MLO-nGFP clones constitute a useful tool

to study osteocyte differentiation and the role
of osteocytes in the control of bone formation
and resorption in vitro.
Key words: osteocytic cells, gene expres-
sion, cell morphology.

Resumen

CLONES DE LAS CELULAS OSTEOCITICAS
MLO-Y4 TIENEN DIFERENTES
PATRONES DE EXPRESION GENICA
CARACTERISTICOS DE DIFERENTES
ESTADIOS DE DIFERENCIACION
OSTEOCITICA

Los osteocitos son las células mas abun-
dantes del hueso y se forman cuando los os-
teoblastos se encuentran rodeados de matriz
Osea. A través de cambios en la expresion
génica y efectos paracrinos, los osteocitos
controlan el nimero de osteoblastos que for-
man el hueso, y osteoclastos que resorben
el hueso, células necesarias para mantener
la masa Osea. Las células MLO-Y4 son la
linea celular osteocitica mas investigada; sin
embargo, no expresan esclerostina, el pro-
ducto del gen SOST que bloquea la formacion
osea y es indispensable para la funcion de los
osteocitos. Con el objetivo de aislar clones de
las células MLO-Y4 con diferentes perfiles de

*Correspondencia: Department of Anatomy and Cell Biology, Indiana University School of Medicine, 635 Barnhill Drive,

MS-5035, Indianapolis, IN 46202-5120.
E-mail: Iplotkin@iupui.edu
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expresion geénica, realizamos cultivos a muy
baja densidad de las células transfectadas en
forma estable con proteina verde fluorescente
nuclear (MLO-nGFP). La morfologia celular fue
evaluada utilizando un microscopio de fluo-
rescencia. Una vez que las células alcanzaron
el 80% de confluencia, el ARN fue extraido y
analizado por PCR cuantitativa en tiempo real.
Las células de los diferentes clones tienen
diferentes tamarios y morfologia, algunas cé-
lulas son fusiformes y otras con proyecciones

Introduction

Osteoblasts, the bone forming cells, and
osteoclasts, the bone resorbing cells, are nee-
ded in order to maintain bone mass.! If there is
an increase in osteoblasts and a decrease in
osteoclasts, bone mass will increase. The vice-
versa is also true; if there is an increase in os-
teoclasts and a decrease in osteoblasts, bone
mass will decrease. Coupled remodeling of
osteoclasts and osteoblasts results in optimal
bone turnover rate and bone mass mainte-
nance. These processes are controlled by the
actions of osteocytes, the cells buried in the
bone matrix.2 Until the late 1990s, osteocytes
were poorly studied due to their localization
within the bone. Further, isolation of osteo-
cytes from bones and their culture maintaining
cell morphology and gene expression profile
was difficult. However, the main reason why
the functional role of osteocytes remained un-
derstudied was the lack of cell lines available
to study these cells in vitro.®

In 1997, Dr. Bonewald’s group reported the
characterization of an immortalized osteocytic
cell line, MLO-Y4.2 These cells were isolated
from long bones of mice expressing a T-antigen
transgene under the control of the osteocalcin
promoter. Expression of the transgene renders
the cells immortalized, allowing for the gene-
ration of a cell line. MLO-Y4 osteocytic cells
produce high amounts of osteocalcin and low
amounts of alkaline phosphatase, and have
morphology consistent with osteocytes. Since
their description, numerous laboratories throug-

Atkinson E.G., et al.: Gene expression and morphology of MLO-nGFP clones

citoplasmaticas abundantes y en forma de es-
trella. La expresion de los genes también vario
en los distintos clones. Sin embargo, ninguno
de ellos expresé SOST. En conclusion, los
clones de las células MLO-nGFP constituyen
una herramienta util para estudiar la diferen-
ciacion de los osteocitos y el rol de estas cé-
lulas en el control de la formacion y resorcion
dsea in vitro.

Palabras clave: células osteociticas, expre-
sidn génica, morfologia celular.

hout the world have utilized MLO-Y4 cells as os-
teocytic models to understand the mechanism
of action of hormones, pharmacotherapeutic
agents, and mechanical signals, as well as to
investigate the cross-talk between osteocytes
and other organs/tissues such as muscle and
brain.2 Because of this, MLO-Y4 cells are the
better characterized osteocytic cell line.

However, further studies and the discovery
of new osteocyte-specific molecules showed
that MLO-Y4 cells lack expression of sclerostin,
the product of the SOST gene, which is funda-
mental for osteocyte function and blocks bone
formation.* In this study, we aimed to investi-
gate whether clones within a pool of MLO-Y4
cells have different gene expression patterns
and might represent a better model for osteo-
cytes. Towards this end, we generated clones
of MLO-Y4 osteocytic cells stably transfected
with nuclear green fluorescent protein (MLO-
nGFP), which allow us to visualize the mor-
phology of the cells under a fluorescence mi-
croscope.® Although we did not find any clone
expressing SOST, our studies uncovered diffe-
rent populations of MLO-Y4 cells that could be
used to study osteoblast-osteocyte transition
and the mechanism by which osteocytes regu-
late osteoclastogenesis.

Materials and Methods
Materials

SuperFect was obtained from Qiagen (San-
ta Clarita, CA). Trizol reagent was purchased
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from Invitrogen (Massachusetts, MA). Primers/
probes qPCR sets were purchased from Roche
Applied Science (Indianapolis, IN) or Applied
Biosystems (Foster City, CA). All other reagents
and tissue culture material were obtained from
Sigma Chemical Co (St. Louis, MO).

Establishment of MLO-Y4 cells stable
transduced with green fluorescent protein

MLO-Y4 osteocytic cells were origina-
lly obtained from Dr. Lynda Bonewald® and
maintained in our laboratory since 1998.°
Cells were cultured on calf skin collagen
type I-coated plates in aMEM media con-
taining 2.5% fetal bovine serum and 2.5%
bovine calf serum, 100 U/ml penicillin, and
100 mg/ml streptomycin. Cells were plated
at 1 x 10*to 2 x 10* cells/cm? and media was
changed every 2-3 days. The generation of
MLO-Y4 osteocytic cells was previously re-
ported.® Briefly, a plasmid containing the
retroviral nuclear GFP construct was tran-
siently transfected into the packaging cell
line Phoenix Eco using SuperFect (Qiagen,
Santa Clarita, CA).5 Supernatants containing
retroviral particles were collected 24-48 h
after transfection, and used to infect cell
cultures. Subconfluent MLO-Y4 osteocytic
cells were exposed to viral supernatants in
the presence of 8 pg/ml polybrene for 8 h
and then incubated in fresh culture medium
for 16 h. Transduced cells were selected by
culturing them in the presence of 400 pg/mi
of G418 for three weeks. Cells are designa-
ted as MLO-nGFP (pool).

Cells were cultured on 10 cm collagen-
coated plates® at very low density in order to
obtain single cell cultures. From those, cell
colonies growing as separated clones were
picked up using a tip and transferred to 24
well plates and continue cultured. Semi-con-
fluent cultures were then trypsinized and cells
were frozen until used. Cell were thawed and
plated in replicas of 6 for gene expression
analysis or in 10 cm plates for imaging, as
detailed below.

Microscope imaging and morphological
analysis

Cells were seeded at 4.4x10* cells/cm? on
collagen-coated plates, as published.® Twenty
four hours after seeding, medium was changed
to remove dead cells and debris and cells were
cultured for additional 48 hours. Cells were
then fixed in 10% neutral buffer formalin for 8
minutes, washed twice with PBS and stored at
4°C in PBS containing thimerosal to avoid bac-
terial contamination. Fluorescent images were
collected on an EVOS fluorescence microsco-
pe system (Life Technologies, Carlsbad, CA),°®
and cell morphology was evaluated in 10 inde-
pendent fields at 40X magnification.

RNA extraction and quantitative RT-PCR
(QPCR)

Total RNA was extracted from cells using
Trizol reagent (Invitrogen), as previously repor-
ted.®” mRNA was converted to cDNA using
a high capacity cDNA reverse transcription
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA).
gPCR was performed using glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as hou-
se-keeping gene, and the ACt method. Primers
and probes were designed using the Assay De-
sign Center (Roche Applied Science) or were
commercially purchased (Applied Biosystems).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with
SigmaPlot. One-way ANOVA on the ranks
was the statistical method used and a Dunn’s
post-hoc test was performed. p < 0.05 was
considered significant.

Results

MLO-nGFP clones exhibit distinct mor-
phological features. Microscopic examination
of MLO-nGFP cells revealed unique morpho-
logic features of the clones. Indeed, whereas
the pool of MLO-nGFP contained cells with
various shapes and sizes, the clones exhibited
more distinct morphologies, as evidenced in
the images for 7 representative clones (Fig. 1).
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Figure 1. Clones of MLO-nGFP cells show unique
morphologies. Images of MLO-nGFP osteocytic
cells (pool) and representative clones under fluores-
cence microscopy. Scale bars correspond to 25 ym.

For example, cells of clone 1 and 29 were
elongated (fusiform), and cells of clones 2,
7, 26, 27, and 34 exhibited cytoplasmic pro-
jections and a star-shaped morphology. Re-
garding size, cells from clones 2 and 29 were
overall smaller that cells in clones 24 and 34.
This evidence suggests that we were able to
isolate individual cell types that might exhibit
a particular repertoire of genes.

Gene expression pattern varies among
MLO-nGFP clones. gPCR analysis revealed
the MLO-nGFP pool expressed undetectable
levels of most genes investigated, with excep-
tion of RANKL and the housekeeping gene
GAPDH (Fig. 2).
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Figure 2. Distinct pattern of osteocytic/osteoblastic
gene expression in MLO-nGFP clones. Expression
of the indicated osteocytic and osteoblastic ge-
nes relative to GAPDH was measured by gPCR. *
p<0.05 versus MLO-nGFP pool by one-way ANOVA.
Clones that show no expression of the correspon-
ding gene are indicated in grey.

The reason for the lack of detection of most
genes in the pool is not clear. However, we
can rule out the possibility of lack of enough
cDNA, since the Ct values for GAPDH were
approximately 21, similar to the values for clo-
nes 26 (Ct=23) and 27 (Ct=21), for example.
Nevertheless, the MLO-nGFP clones exhibit
different levels of expression of osteocytic ge-
nes. Although none of the clones expressed
detectable levels of SOST, we could detect
mRNA expression for other osteocytic genes
such as dentin matrix protein 1 (DMP1), E11
(also known as podoplanin) and fibroblast
growth factor-23 (FGF23). For example, clone
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34, which exhibits a star-like shape, has high
expression of E11 and DMP1 (although the di-
fference for the later did not reach significan-
ce, likely due to the high variation of the values
and the multiple comparisons), markers of
early osteocyte differentiation, no expression
of keratocan, a gene enriched in osteoblasts;
and absence of FGF23 and Sost expression,
suggesting they represent early osteocytes.
On the other hand, clones 1 and 29, exhibits a
spindle-like shape, and, whereas clone 1 has
the highest expression of DMP1 among the
clones analyzed and low but detectable levels
of E11, FGF23, and keratocan, clone 29 lacks
E11, DMP1, and FGF23 expression and has
relative high levels of keratocan, suggesting
they represent late and early osteoblasts, res-
pectively.

The expression of the genes involved in
osteoclastogenesis ligand for the receptor ac-
tivator of NFkB (RANKL) and osteoprotegerin
(OPQ) also varied among the clones (Fig. 3),
with some exhibiting high (such as clone 34),
and others low (such as clone 1) RANKL/OPG
ratio.

107 RANKL

* %

* ¥ kxx KK hkx*k *

pool 3 16 835 7 51330193146 2 927 1 26 3429 123214

e N & 9 @

0.3 OPG

relative mRNA
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pool 3 16 8 357 51330193146 2 927 1 26 3429 123214

Figure 3. Osteoclastogenic cytokines are expres-
sed at different levels in MLO-nGFP clones. Ex-
pression of the indicated osteoclastogenic cyto-
kines relative to GAPDH was measured by qPCR.
* p<0.05 versus MLO-Y4-nGFP pool by one-way
ANOVA. Clones that show no expression of the co-
rresponding gene are indicated in grey.

Discussion

Our understanding of the role of osteo-
cytes in skeletal biology and in the interaction
of bone with other tissues and organs have
exhibited a substantial increase in the last 20
years.®'® These advances were originated in
the isolation and initial characterization of the
first osteocytic cell line, MLO-Y4 by Lynda
Bonewald’s group.® Since then, other osteo-
cytic cell lines have been generated by Dr.
Bonewald and other groups, including MLO-
A5 and OCY454,"-13 but MLO-Y4 cells conti-
nue to be the most utilized osteocytic cell line.
However, the use of this cell line is limited by
the fact that they do not express SOST/scle-
rostin, a gene expressed only by osteocytes
in bone and that is fundamental for the role
of osteocytes as regulators of bone homeos-
tasis.

Osteocytes are derived from osteoblasts
once the bone forming cells have finished
their synthetic activity and become surroun-
ded by mineralized matrix." Osteocytes and
osteoblasts share expression of several ge-
nes, albeit at different relative levels. The di-
fferential expression of genes in the 2 cell ty-
pes has been studied by the Kalajzik’s group,
who performed gene array analysis to deter-
mine differentially expressed genes.™ This la-
ter study, as well as others have shown that,
in addition to SOST/sclerostin, other genes
are expressed in higher levels in osteocytes
compared to osteoblasts.” Of those, we cho-
se to measure the levels of E11, expressed in
early embedding osteocytes and responsible
for dendrite formation; DMP-1, expressed in
early and mature osteocytes and involved in
phosphate metabolism and mineralization;
and FGF-23, also expressed in early and ma-
ture osteocytes and responsible for phospha-
te metabolism. All these genes are also ex-
pressed in late osteoblasts, although at lower
levels than in osteocytes. We also measured
the levels of keratocan, a gene that is expres-
sed at higher levels in osteoblasts compared
to osteocytes and that has been used as a
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marker of osteoblastic cells.* SOST/scleros-
tin, on the other hand, is expressed in late os-
teocytes, regulates osteoblast differentiation
and bone formation, and has not been shown
to be expressed in osteoblasts.’

In addition to the regulation of bone forma-
tion and mineralization, osteocytes control the
formation and survival of osteoclasts through
the production of RANKL and OPG, cytokines
that promote and inhibit osteoclastogenesis,
respectively.® Similar to the levels of osteo-
cytic genes, the expression of RANKL and
OPG varied in the different clones. RANKL is
a membrane bound protein that can also act
as a soluble cytokine, activating RANK in os-
teoclast precursors leading to osteoclast di-
fferentiation.’® RANKL can also activate RANK
in mature osteoclasts and promote osteoclast
survival. OPG binds to RANKL and acts as a
decoy receptor, blocking RANKL interaction
with RANK and therefore, osteoclast differen-
tiation. It is important, therefore, to estimate
the ratio between RANKL and OPG, which
will dictate a pro- or anti-osteoclastogenic
condition. We found that some clones, such
as clone 6, express relatively low levels of
RANKL and high levels of OPG, which should
lead to low RANKL/OPG ratio and reduced
osteoclastogenic potential compared to the
MLO-nGFP pool. On the other hand, clone
34 exhibits higher RANKL levels compared to
OPG, which should favor osteoclastogene-
sis. Future co-culture studies using the MLO-
nGFP clones and osteoclast precursors will
determine whether these changes in mRNA
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Resumen

Los bajos niveles de 25-hidroxivitamina D
(250HD) se han vinculado con el desarrollo de
enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus
tipo 2, obesidad, dislipidemia e hipertension
arterial, todos componentes del sindrome me-
tabdlico (SM). Ademas, se ha reportado una
asociacion inversa entre 250HD y el SM, resis-
tencia a la insulina, deterioro de la funcién ce-
lular B e intolerancia a la glucosa. El objetivo de
este trabajo fue evaluar los niveles de 250HD
en pacientes diabéticos tipo 2 con y sin SM. Se
llevo a cabo un estudio observacional de corte
transversal. Se evaluaron 108 pacientes diabé-
ticos tipo 2 (grupo DM2) y 89 pacientes sin DM2
(GC) con y sin SM, en los cuales se determind
la concentracion de 250HD total. Se calculd
el cociente de probabilidad (OR) e intervalo de
confianza del 95% (IC95) para la deficiencia de
250HD (<20 ng/ml). Resultados: el grupo DM2
presentd niveles menores de 250HD (19,8
ng/ml vs. 25,0 ng/ml) y mayor proporcion de
pacientes con deficiencia de 250HD respec-
to del GC (50,9% vs. 28,1%, OR 2,7, IC95%:
1,5-4,8). No se hallé una correlacion entre
250HD y HbA1c. Se hallé asociacion signifi-
cativa entre deficiencia de 250HD y presencia
de diabetes, obesidad y SM. Sin embargo, en
el andlisis multivariado solo la presencia del

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

SM presenté asociacion negativa significativa
con la deficiencia de 250HD (OR=4,04, IC95%
1,48-11,68). En conclusién, nuestros datos de-
muestran una elevada prevalencia de hipovita-
minosis D en pacientes con diabetes mellitus
tipo 2 a expensas, principalmente, del elevado
porcentaje de pacientes que padecen SM. El
SM incrementa cuatro veces el riesgo de defi-
ciencia de vitamina D independientemente de
la presencia de diabetes mellitus tipo 2.
Palabras clave: 25-hidroxivitamina D, diabe-
tes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico.

Abstract
25(0H)-VITAMIN D LEVELS IN TYPE
2 DIABETES WITH AND WITHOUT
METABOLIC SYNDROME

Low levels of 25-hydroxyvitamin D (250HD)
have been linked to cardiovascular disease,
type 2 diabetes mellitus, obesity, dyslipide-
mia and hypertension, all components of the
metabolic syndrome. An inverse association
has been observed between 250HD and me-
tabolic syndrome, insulin resistance, impaired
B-cell function and glucose intolerance. The
aim of this study was to evaluate the 250HD
levels in type 2 diabetic patients with and
without metabolic syndrome. An observatio-
nal cross-sectional study was carried out. We
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included 108 type 2 diabetic patients (DM2
group) and 89 patients without DM2 (CG) with
and without metabolic syndrome, in which the
total 250HD levels were measured. The odds
ratio (OR) and 95% confidence interval (95%CI)
for 250HD deficiency (<20 ng/ml) were estima-
ted. Results: The DM2 group had lower 250HD
levels (19.8 ng/ml vs 25.0 ng/ml) and higher
proportion of patients with a 250HD deficien-
cy compared to the CG (50.9% vs 28.1%, OR
2.7, 95%CI: 1.5-4.8). No correlation was found
between 250HD and HbATc. A significant as-

Introduccion

La deficiencia de vitamina D es reconoci-
da como una preocupacion en todo el mun-
do con una prevalencia del 36% en Estados
Unidos, del 35-70% en Europa y del 52-87%
en la Argentina.’?Las principales acciones de
la vitamina D son el mantenimiento de la ho-
meostasis mineral y la regulacioén del remode-
lado 6seo. En los ultimos afios, la deficiencia
de 25(0OH)-vitamina D (250HD) ha sido vincu-
lada con el desarrollo de patologias crénicas
como la enfermedad cardiovascular, diabetes
mellitus, obesidad, dislipidemia e hiperten-
sién arterial, reflejando el papel potencial de
la vitamina D en entidades no esqueléticas."
El sindrome metabdlico (SM), una constela-
cién de factores de riesgo cardiometabdli-
cos, constituye un problema a nivel mundial.
Varios estudios epidemiolégicos han sugeri-
do que los niveles de 250HD estan inversa-
mente asociados con la presencia de SM en
las poblaciones occidentales.® Se postula un
secuestro de la vitamina D en el exceso de
tejido adiposo que reduce su biodisponibili-
dad.* Varias evidencias actuales sugieren que
la hipovitaminosis D desempefia un papel en
la resistencia a la insulina, mecanismo cen-
tral en el SM; por lo tanto, la correcciéon de
la deficiencia podria mejorar la sensibilidad a
la insulina.® Esto se llevaria a cabo de forma
directa a través de un incremento en la expre-
sién de receptores de insulina, que activarian

sociation was found between 250HD deficien-
cy and the presence of diabetes, obesity, and
the presence of metabolic syndrome. However,
in the multivariate analysis only the presence
of metabolic syndrome had a significant ne-
gative association with the 260HD deficiency
(OR=4.04, 95%CI 1.48-11.68). In conclusion,
we found a high prevalence of hypovitaminosis
D in DM2 and the metabolic syndrome increa-
ses the risk of 250HD deficiency by four times.
Key words: 25-hydroxyvitamin D, type 2 dia-
betes mellitus, metabolic syndrome.

factores de transcripcién importantes en la
homeostasis de la glucosa, e indirectamente
a través de la regulacion del calcio, esencial
en los procesos intracelulares mediados por
la insulina.b”

La prevalencia de la diabetes mellitus
tipo 2 se ha incrementado en paises in-
dustrializados y se espera que alcance una
prevalencia mundial del 4,4% en 2030.%
Un meta-andlisis de 21 estudios prospecti-
vos demostrd una asociacion inversa entre
la diabetes tipo 2 y los niveles de 250HD.°
Otros estudios hallaron una relacion inversa
entre 250HD, HbA1c y glucemia en ayunas.™
Varios estudios poblacionales apoyan la hi-
poétesis de que los bajos niveles de 250HD
se asociarian a un deterioro de la funcion de
las células B, a resistencia insulinica, into-
lerancia a la glucosa y riesgo incrementado
de diabetes tipo 2.° En el estudio NHANES,
la deficiencia de vitamina D fue vinculada a
un mayor riesgo de complicaciones micro-
vasculares y macrovasculares en pacientes
con diabetes tipo 1 y tipo 2."" En el estudio
Women’s Health Initiative (WHI) y en el ana-
lisis secundario del estudio RECORD no se
observé efecto en la incidencia de diabetes
con suplementos de vitamina D.'>'® Por lo
tanto, se necesitan mas estudios para deter-
minar una relacion entre ambas entidades y
evaluar la suplementacioén de vitamina D so-
bre la incidencia de diabetes mellitus.
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El objetivo principal del presente trabajo
fue evaluar la prevalencia de hipovitaminosis
D en pacientes diabéticos tipo 2 con y sin sin-
drome metabdlico.

Material y métodos

Se realizd un estudio transversal en el cual
se evaluaron 108 pacientes diabéticos tipo 2
(grupo DM2) en forma consecutiva durante
el periodo enero-junio 2016 en condiciones
de practica clinica habitual pertenecientes al
Servicio de Endocrinologia, Metabolismo y
Nutricion del Hospital Espafol de la ciudad
de Rosario (32°52"18"S), Republica Argentina.
Se incluyeron pacientes de ambos sexos ma-
yores de 18 afos que aceptaron participar y
firmaron el consentimiento informado. El diag-
nostico de diabetes mellitus tipo 2 se realizod
de acuerdo con criterios internacionales.' Un
grupo de 89 pacientes sin diabetes mellitus
fue evaluado como grupo control (GC). Am-
bos grupos fueron subclasificados en funcion
de la presencia o no de sindrome metabdlico
(SM) teniendo en cuenta criterios de diagnos-
tico internacionales.’™ Se excluyeron aque-
llos pacientes con enfermedad neoplasica,
enfermedad granulomatosa, colagenopatia u
otra enfermedad autoinmunitaria, hepatopa-
tia crénica e insuficiencia renal crénica, que
presentaran enfermedades que afecten la ab-
sorcidn intestinal de vitamina D, y pacientes
medicados con anticonvulsivantes seis me-
ses antes de la consulta o que se encontraban
suplementados con vitamina D.

Se obtuvieron datos como edad, sexo, peso,
talla, indice de masa corporal (IMC, kg/m?), cir-
cunferencia abdominal (cm) y presién arterial
(mm Hg). Asimismo, los pacientes se clasifi-
caron segun presentaran un IMC de 30 kg/m?,
mayor 0 menor.

Se registraron datos de laboratorio como
glucemia (mg/dl), uremia (mg/dl), creatinina
plasmatica (mg/dl), calcemia (mg/dl), fosfa-
temia (mg/dl), albuminemia (g/dl), fosfatasa

Ramirez Stieben L.A., et al.: Vitamina D en diabetes y sindrome metabdlico

alcalina total (Ul/I), colesterol total (mg/dl),
LDL (mg/dl), HDL (mg/dl), triglicéridos (mg/dl),
HbA1c (%) y hormona paratiroidea (pg/ml).

Adicionalmente se determinaron los nive-
les séricos de 250HD total (D, y D,, ng/ml)
por electroquimioluminiscencia (Centauro®
Siemens) en un laboratorio centralizado. Los
pacientes se clasificaron en valores 6ptimos
(>30 ng/ml), insuficiencia (20-30 ng/ml), de-
ficiencia (10-20 ng/ml) y deficiencia severa
(10 ng/ml).’® Cuando se analiz6 como varia-
ble categorica, se considerod la presencia o no
de deficiencia de 250HD (mayor o menor de
20 ng/ml).

El estudio fue realizado siguiendo los linea-
mientos éticos establecidos segun la Declara-
cioén de Helsinki y fue aprobado por el Comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias Mé-
dicas de la Universidad Nacional de Rosario
y por el Comité de Docencia e Investigacion
del Hospital Espafol de Rosario, Republica
Argentina.

Anadlisis estadistico. Las variables catego-
ricas se expresaron como el nimero (porcen-
taje) y las variables continuas como media +
desviacion estandar (DE) o mediana (percen-
tilos 25-75%) segun tenga o no distribucion
normal (segun la prueba de Kolmogorov-
Smirnov). Los datos se compararon con t de
Student o prueba de Mann-Whitney segun
corresponda. Las correlaciones se realiza-
ron con la prueba de Spearman y las tablas
de contingencia se analizaron con la prueba
de 2. El cociente de probabilidad se expre-
sa como Odds Ratio (OR) e intervalo de con-
fianza del 95% (IC95). La asociacién entre la
deficiencia de 250HD (<20 ng/ml) y las varia-
bles analizadas se evaluo utilizando regresion
logistica univariada. Un modelo de regresion
logistica multivariado se empled para ajustar
en funcioén de posibles factores de confusién.
Las diferencias se consideraron significativas
si p<0,05. El andlisis estadistico se realizé con
el software R 3.3.3.
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Resultados

El grupo DM2 se caracterizd por: edad
= 61,9+10,2 afnos, 60% de mujeres, tiempo
desde el momento de diagnéstico de la en-
fermedad 8 afios (3-15) y HbA1c = 7,1% (6,3-
8,2). El 79,6% de los pacientes presentd SM.
El 89,8% de los pacientes del grupo DM2
habia recibido tratamiento con antidiabéticos
orales (monoterapia con metformina 45,3%;
dos o mas antidiabéticos 44,5%) y el 27,8%
recibié adicionalmente insulina o analogos de
insulina (36,7% NPH, 33,3% glargina'y 30,0%
detemir).

No hubo diferencias significativas respec-
to del GC en edad, albuminemia, fosfatemia
y parathormona (PTH). El grupo DM2 mostré
valores significativamente mayores de gluce-
mia, IMC, FAL, uremia, creatininemia y calce-
mia (Tabla 1).

No se hallaron diferencias entre los gru-
pos en cuanto a colesterol total y LDL. Sin
embargo, se hallaron menores niveles de
HDL y mayores de triglicéridos (TG) vy, por
consiguiente, un mayor cociente TG/HDL en
el grupo DM2 (GC=1,8+1,5, DM2=3,6+2,5;
p<0,0001) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio

Grupo control (n=89) DM2 (n=108) P
Edad (afos) 60,2+16,9 61,9+10,2 ns
IMC (kg/m?) 26,3+4,8 32,7+6,9 <0,0001

Per. abdominal mujeres (cm) 88,1 (73,6-93,0) 102,7 (96,7-108) <0,0001
Per. abdominal hombres (cm) 90,3 (74,1-95,8) 103,9 (96,0-114,0) <0,0001
Glucemia (mg/dl) 89,0 (82-97) 133,0 (115-156) <0,0001
Uremia (mg/dl) 36,0 (29-42) 46 (34-50) 0,0049
Creatininemia (mg/dl) 0,79 (0,7-0,85) 0,86 (0,71-1,00) 0,0064
Albuminemia (g/dl) 4,0 (3,9-4,3) 4,2 (4,0-4,3) ns
FAL (Ul/l) 86,0(62-152) 154,0 (127-210) 0,0008
Fosfatemia (mg/dl) 3,5+0,6 3,5+0,4 ns
Calcemia (mg/dl) 9,3+0,5 9,8+0,7 <0,0001
250HD (ng/ml) 25,0 (18,9-30,1) 19,8 (15,3-25,5) 0,0002
PTH (pg/ml) 34,2 (25,4-56,0) 35,0 (21,5-46,5) ns
Colesterol total (mg/dl) 194,5+36,8 191,5+£38,4 ns
LDL (mg/dl) 119,5+36,1 115,5+32,2 ns
HDL mujeres (mg/dl) 59,4+14,9 45,0£12,7 <0,0001
HDL hombre (mg/dl) 45,5+8,3 43,4+8,7 ns
TG (mg/dl) 106,5+43,8 169,5+80,6 <0,0001
Cociente TG/HDL 2,0+1,4 3,6+2,5 <0,0001

IMC: indice de masa corporal; FAL: fosfatasa alcalina total. Valores de referencia: Per. abdominal mujeres < 88 cm; Per.
abdominal hombres < 102 cm; glucemia 70-110 mg/dl; uremia 10-50 mg/dl: creatininemia 0,5-0,9 mg/dl; albuminemia 3,5-4,7
g/dl; FAL < 270 Ul/I; fosfatemia 2,5-4,5 mg/dl; calcemia 8,5-10,5 mg/dl; 250HD > 30 ng/ml; PTH 15-65 pg/ml; colesterol total
110-200 mg/dl; LDL <100 mg/dl; HDL mujeres 50 mg/dl; HDL hombres 40 mg/dl; TG < 150 mg/dI.

La 250HD fue significativamente menor
en el grupo DM2 respecto del GC (19,8 ng/ml
[15,3-25,5] vs. 25,0 ng/ml [18,9-30,1],
p=0,0002). El grupo DM2 presenté mayor
proporcion de pacientes con deficiencia
de vitamina D (250HD <20 ng/ml) respecto

del GC (50,9% vs. 28,1%, OR 2,7, 1C95%:
1,5-4,8; y? p=0,0013) con mayor propor-
cion de pacientes con deficiencia seve-
ra (6,5% vs. 1,1%) y menor proporcion
de niveles 6ptimos de 250HD (15,7% vs.
29,2%) (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de pacientes diabéticos tipo 2
(DM2) y controles (GC) segun niveles de 250HD.

No encontramos diferencias en la 250HD
segun la estacion del afio (verano/otofio) o el
sexo de los pacientes (datos no mostrados).

La 250HD correlacion6 negativamente
con el IMC (r=-0.24, p=0,0006). Debido a que
los grupos DM2 y GC presentaron diferencias
en el IMC se analizaron los niveles de 250HD
en ambos segun la presencia o no de obe-
sidad (IMC > o <30 kg/m?). Se observé una
tendencia de menores niveles de 250HD en el
grupo DM2 respecto del GC tanto en obesos
(p=0,07) como en no obesos (p=0,03) (Figu-
ra 2), sin diferencias significativas dentro del
mismo grupo entre obesos y no obesos.

. p=0.03 ,
704 L p=0.07

[a]
T 304
8 20
N
—_—
10+ L

GCIMC<30 GCIMC>30 DM2IMC<30 DM2IMC>30

Figura 2. Niveles de 250HD en pacientes obesos
y no obesos.

La 250HD presentd correlacion nega-
tiva con la glucemia en ayunas (r= -0,24,
p=0,0012). Si bien no se hall6 correlacion en-
tre la 250HD vy la HbA1c, parametro de con-
trol metabdlico en pacientes con diabetes,
si observamos correlacion entre la 250HD y
el cociente TG/HDL, marcador indirecto de
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insulinorresistencia (r= -0,20, p=0,0060). El
perimetro abdominal no mostré correlacion
significativa (mujeres p=0,1145; hombres
p=0,3155).

Adicionalmente, los grupos DM2 y GC
se subdividieron segun presentaran o0 no
SM. No se observaron diferencias entre los
subgrupos en la edad y la HbA1c, pero si
hubo diferencias significativas en el IMC en
el grupo DM2.

El subgrupo DM2 sin SM (n=22) presen-
t6 mayores niveles de 250HD respecto del
subgrupo de DM2 con SM (n=86) (25,4 ng/ml
[19,8-32,4] vs. 19,4 ng/ml [13,7-23,7]; p<0,01)
sin diferencias respecto del subgrupo GC sin
SM (Figura 3). De forma similar, el subgru-
po GC sin SM (n=74) present6 significativa-
mente mayores niveles de 250HD respecto

704
— 60-
£ 50-

f=2]
£ 40- *
z 1 T
| ]
%’ £

L
T ==

0 T T T T
GCsinSM GC con SM DM2 sin SM DM2 con SM

Figura 3. Niveles de 250HD en pacientes del gru-
po DM2 con SM y sin él. El * indica diferencias sig-
nificativas respecto del grupo sin SM.

del subgrupo GC con SM (n=15) (25,9 ng/ml
[19,6-32,7]; 17,2 ng/ml [14,5-24,0]; p<0,05).

De acuerdo con el andlisis de regresion
logistica univariado para la deficiencia de
250HD (<20 ng/ml), los resultados indicaron
una asociacion significativa con las siguientes
variables: condicién diabetes, glucemia, IMC,
obesidad (IMC>30), HDL y la presencia de SM
(Tabla 2).

Sin embargo, en el modelo de regresién
logistica multivariado, solo la presencia de
SM presentd asociacion negativa significati-
va con la deficiencia de 250HD (<20 ng/ml)
(OR=4,0480,1C95% 1,4864-11,6890; p=0,0074).
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Tabla 2. Cociente de probabilidad (OR) para deficiencia de 250HD (<20 ng/ml)

OR 1C95% p
Regresion logistica univariada
Edad 1,0120 0,9909-1,0345 ns
Sexo (masculino) 1,2609 0,6712-2,3578 ns
Diabetes (Si) 2,6566 1,4747-4,8784 0,0013
Glucemia 1,0137 1,0063-1,0220 0,0005
IMC 1,0077 1,0023-1,0133 0,0051
Obesidad (IMC >30) 2,3763 1,1258-5,1981 0,0258
HDL 0,9716 0,9480-0,9938 0,0160
TG 1,0035 0,9995-1,0078 0,0881
Cociente TG/HDL 1,0061 0,9997-1,0126 0,0632
Sindrome metabdlico (Si) 4,2484 2,3208-7,9783 <0,0001
Calcemia 0,9843 0,9624-1,0066 ns
Regresion logistica multivariada
Sindrome metabdlico (Si) 4,0480 1,4864-11,6890 0,0074

Discusién

Los resultados de nuestro estudio de-
muestran una alta prevalencia de hipovita-
minosis D, tanto en controles como en pa-
cientes diabéticos. El 84,3% del grupo DM2
y 70,8% del GC presentaron niveles insufi-
cientes de 250HD y el 50,9% del grupo DM2
y el 28,1% del CG presentaron niveles de
deficiencia. Los resultados del GC son si-
milares a los hallados previamente por otros
autores.! Los pacientes diabéticos presenta-
ron menores niveles de 250HD, con mayor
porcentaje de deficiencia severa y menor de
niveles 6ptimos respecto del GC, hallazgos
comparables con los observados en estu-
dios en mujeres posmenopausicas con dia-
betes mellitus tipo 2."7

Como era esperable, el IMC fue mayor en el
grupo DM2. Esto podria explicar parcialmente
los menores niveles de 250HD encontrados
en los pacientes diabéticos. El incremento en
la adiposidad ha sido consistentemente aso-
ciado con niveles plasmaticos disminuidos de
250HD vy resultados cardiometabdlicos ad-
versos, aunque los mecanismos subyacentes
de la relacion con 250HD son inciertos. Se ha
postulado que los individuos con sobrepeso
presentan menores niveles de 250HD debi-
do a su alta solubilidad en lipidos y al consi-

guiente secuestro en el tejido adiposo dando
lugar a una disminucion de su biodisponibi-
lidad.* Una explicacion alternativa es que la
adiposidad seria un factor de confusién, dado
que los pacientes con sobrepeso u obesidad
realizarian menores niveles de actividad fisica
con la consiguiente menor exposicién solar y
sintesis de vitamina D. Por otra parte, algu-
nos datos experimentales han sugerido que la
deficiencia de vitamina D podria favorecer la
mayor adiposidad mediante el incremento de
los niveles de PTH y mayor flujo de calcio ha-
cia el interior de los adipocitos, incrementan-
do la adipogénesis. Ademas, la deplecion de
vitamina D podria desencadenar una excesiva
diferenciacion de pre-adipocitos hacia adi-
pocitos.’® Teniendo en cuenta esta relacion,
evaluamos los niveles de 250HD en ambos
grupos considerando la presencia o no de
obesidad, segun si el IMC fuese mayor o me-
nor de 30, y encontramos que los pacientes
del grupo DM2 presentaron menores niveles
de 250HD respecto del grupo control, tanto
los pacientes obesos como los no obesos.
Aunque varios estudios epidemioldgicos
sugieren una relacion entre los niveles de
250HD vy el control glucémico en pacientes
diabéticos, los ensayos clinicos al respec-
to muestran resultados controvertidos.'® En
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nuestro estudio no encontramos asociacion
entre los niveles de 250HD y la HbA1c.

El SM se define como la asociacion de fac-
tores de riesgo de enfermedad cardiovascular
y diabetes mellitus. La asociacién entre los
niveles de 250HD y SM ha sido previamen-
te estudiada en diferentes poblaciones y se
confirmd una relaciéon inversa.?® Ademas, la
hipovitaminosis D y la elevaciéon de PTH pue-
den intervenir en la etiologia de SM, ya que
los niveles de 250HD han sido relacionados
inversamente con la glucemia en ayunas, la
adiposidad y la regulacion de la presién ar-
terial.?’ Por tal motivo, subdividimos ambos
grupos en funcién de la presencia o no de SM
y encontramos menores niveles de 250HD en
los pacientes que cumplian los criterios diag-
nosticos de SM, independientemente de la
presencia de diabetes mellitus tipo 2.

Varios estudios han reportado diferentes
valores sobre los niveles suficientes de vita-
mina D teniendo en cuenta marcadores del
remodelado 6seo, PTH y DMO. Sin embargo,
el valor de corte es aun controvertido.'®?2 Un
estudio reciente ha demostrado que la con-
centracién de PTH se suprime hasta su na-
dir una vez que la 250HD alcanza una con-
centracién de 20 ng/ml.2® Considerando esta
controversia y el bajo porcentaje de pacientes
con niveles superiores a 30 ng/ml, realizamos
una regresion logistica univariada utilizando
20 ng/ml como nivel de corte para los nive-
les de 250HD y hallamos una asociacion sig-
nificativa entre la deficiencia de 250HD vy la
presencia de diabetes mellitus, la obesidad
(IMC>30) y el SM. Sin embargo, tras el anali-
sis multivariado solo la presencia de SM mos-
tré una asociacion negativa significativa con
la deficiencia de 250HD, en consonancia con
los niveles de 250HD hallados en ambos gru-
pos, DM2 y GC, segun la presencia o no de
SM. Estos datos son comparables con lo des-
cripto previamente en pacientes adultos con
diabetes mellitus tipo 2: los valores de 250HD
fueron significativamente menores en aque-
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llos que reunian los criterios de SM (con SM:
21,74 ng/ml vs. sin SM: 24,96 ng/ml) y, luego
del analisis multivariado, los efectos adversos
de la hipovitaminosis D fueron significativos
cuando el IMC fue =24 incrementando el ries-
go de SM (OR 2,02, 1C95% 1,10-3,79). Los
autores proponen que la hipovitaminosis D
en este subgrupo de pacientes con diabetes
mellitus podria incrementar el riesgo de pade-
cer SM.?* Sin embargo, creemos que nuestro
estudio, al ser de corte transversal, carece
de la potencia necesaria para establecer una
relacién causal entre deficiencia de 250HD y
el SM. Asimismo, la importancia de nuestros
hallazgos radica en la relacién hallada entre
deficiencia de 250HD, diabetes mellitus tipo
2 y SM en nuestra poblacion.

Entre las limitaciones de este trabajo se
puede mencionar el bajo numero de pacien-
tes con SM hallados en el grupo control. Ade-
mas, se destaca la falta de determinacion de
insulinemia y estimacion del indice HOMA-IR,
como parametro de resistencia a la insulina.
Sin embargo, algunos estudios demostraron
que el cociente TG/HDL es mejor predictor de
resistencia a la insulina en el tamizaje de SM.2°

En conclusién, nuestros datos demuestran
una elevada prevalencia de hipovitaminosis
D en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
a expensas, principalmente, del elevado por-
centaje de pacientes que padecen SM. En
consonancia y analizando toda la muestra
bajo estudio, el SM incrementa cuatro veces
el riesgo de deficiencia de vitamina D inde-
pendientemente de la presencia de diabetes
mellitus tipo 2.
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Resumen

El esqueleto es uno de los sistemas mas
grandes de un vertebrado y, como tal, es ra-
zonable especular que no puede funcionar
aislado del resto del organismo. De hecho,
sabemos que existen sistemas complejos de
regulacién cruzada entre el esqueleto y mu-
chos otros 6rganos. Hoy poseemos herra-
mientas que nos permiten realizar supresion
genética en células o tejidos especificos. Esto
nos ha permitido comprender como los 6rga-
nos se comunican entre si y ha revitalizado el
concepto de fisiologia del organismo como
un todo. Efectivamente, los ultimos afios han
sido testigos del descubrimiento de funciones
inesperadas que ejerce el esqueleto y que
afectan al organismo en su totalidad.

Una de tales funciones reconocidas re-
cientemente es el control del metabolismo
energético, a través de la secrecion de os-
teocalcina. La osteocalcina es una hormona
producida por los osteoblastos que regula la
secrecion de insulina, la sensibilidad a esta
hormona y el metabolismo energético. Los
hallazgos iniciales suscitaron varias pregun-
tas fundamentales sobre la naturaleza de la
accion de la insulina sobre el hueso. Pero esto
solo fue la punta del iceberg. Efectivamente,
mas adelante se descubrid, mediante el anali-

sis de ratones que carecen del receptor de in-
sulina (Ins R) solamente en osteoblastos, que
la accion de la insulina sobre estas células fa-
vorecia la homeostasis de la glucosa en todo
el cuerpo. Es importante destacar que esta
funcién de la insulina en los osteoblastos ope-
ra mediante la regulacion negativa de la car-
boxilacion y la biodisponibilidad de la osteo-
calcina. Mas aun, se observé que las vias de
sefalizacion de la insulina en los osteoblastos
regulan positivamente no solo la formacion
sino también la resorcion del hueso. Curio-
samente, parece que las vias de sefalizacién
de la insulina en osteoblastos pueden inducir
la activacion de la osteocalcina mediante la
estimulacion de la actividad de los osteoclas-
tos. De hecho, el bajo pH generado durante
la resorcion ésea es suficiente para desen-
cadenar la descarboxilacion (y subsiguiente
activacioén) de la osteocalcina. En breve dis-
cutiremos dos nuevas proposiciones: 1) los
osteoblastos son un blanco utilizado por la
insulina para controlar la homeostasis de la
glucosa en todo el organismo y 2) la resor-
cién 6sea desempeia un papel fundamental
en la regulacién de la activacion de la osteo-
calcina.

Palabras clave: esqueleto, metabolismo glo-
bal, osteocalcina descarboxilada.
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Abstract

THE SKELETON AS AN ENDOCRINE
ORGAN: METABOLIC FUNCTIONS OF
OSTEOCALCIN

The skeleton is one of the biggest systems
in a vertebrate animal and, as such, it is rea-
sonable to speculate that it cannot function
isolated from the rest of the organism. In fact,
we know that complex systems exist for the
cross-regulation between the skeleton and se-
veral other organs. Today, we have the tools
that allow us to perform genetic suppression
in specific cells or tissues. This has allow us
understand the mechanisms by which the or-
gans communicate with each other and has
revitalized the concept of organismal physio-
logy as a whole.

Studies conducted in recent years have
uncovered unexpected functions performed
by the skeleton. One of these is the control
of global energy metabolism, through the se-

Introduccion: la perspectiva histdrica en la
elaboracioén de las nuevas proposiciones
Histéricamente, muchos de los descubri-
mientos pioneros en osteologia fueron hechos
por patélogos, quienes —observando la mor-
fologia de las células 6seas— hacian inferen-
cias sobre su funcién y su regulacién. En una
segunda fase, y con el advenimiento de téc-
nicas de ADN recombinante, la generacién de
ratones deficientes en genes especificos nos
ha permitido identificar las bases moleculares
de muchas enfermedades metabdlicas 6seas.
Mas recientemente, los descubrimientos en
osteologia surgen desde el terreno de la fisio-
logia integradora o fisiologia del organismo en
su totalidad. Este nuevo marco tedrico bus-
ca implicar al esqueleto en la regulacion del
metabolismo energético global. Desde esta
perspectiva, hemos presenciado el descu-
brimiento de una nueva conexiéon endocrina
entre el esqueleto y el pancreas que parece
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cretion of osteocalcin, a protein produced by
osteoblasts that acts as a hormone regulating
insulin secretion, insulin sensitivity and ener-
gy expenditure. The evidence comes from the
analysis of mice lacking insulin receptor (InsR)
exclusively in osteoblasts. These mice have
a global metabolic phenotype demonstrating
that the action of insulin in osteoblasts pro-
motes the homeostasis of glucose throughout
the body. This action of insulin in osteoblasts
is mediated by the negative regulation of the
carboxylation (and bioavailability) of osteocal-
cin. The decarboxylation (and activation) of
osteocalcin, in turn, occurs in the osteoclastic
resorption pit. Briefly: the osteoblast is a tar-
get used by insulin to control the homeostasis
of glucose throughout the body and bone re-
sorption is the mechanism that regulates the
activation of osteocalcin.

Key words: bone, global metabolism, under-
carboxylated osteocalcin.

haber evolucionado en paralelo en vertebra-
dos terrestres, con el objetivo de optimizar el
uso de la glucosa.

Estos hallazgos comenzaron cuando -ha-
ce mas de una década- se descubridé un nexo
entre el metabolismo energético, el cerebro y
la masa 6sea. Tales estudios generaron dos
lineas de investigacion distintas pero comple-
mentarias: 1) el estudio del efecto regulador de
la leptina y la serotonina sobre la masa ésea
(control central de la homeostasis 6sea)' y 2)
el esqueleto como un érgano endocrino critico
para la regulacién del metabolismo.® Si el meta-
bolismo energético puede afectar el crecimiento
6seo a través de un mecanismo neuronal sobre
un tipo celular especifico como el osteoblasto,
entonces es razonable especular que, a su vez,
el osteoblasto podria secretar una o varias hor-
monas que afecten el metabolismo energético.
Esta hipotesis fue probada experimentalmente y
resultd ser correcta. Los osteoblastos secretan
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osteocalcina, una de las proteinas mas abun-
dantes de la matriz extracelular del hueso.5” La
osteocalcina es producida exclusivamente por
los osteoblastos y esta sujeta a una modificacion
postraduccional que requiere vitamina K para la
carboxilacién de tres acidos glutamicos (o cua-
tro, dependiendo de la especie), lo que le da ala
molécula una alta afinidad por la hidroxiapatita
(Gla-Osteocalcina). Inversamente, cuando la os-
teocalcina esta subcarboxilada (Glu-Osteocalci-
na), su afinidad por la hidroxiapatita disminuye
permitiéndole entrar mas facilmente en la circu-
lacion sistémica. Precisamente es esta clase de
osteocalcina subcarboxilada la que, actuando
como una hormona, puede alterar: 1) la prolife-
racion de las células [ del pancreas, 2) la expre-
sién, secrecioén y sensibilidad a la insulina 'y 3) el
balance energético.®® De acuerdo con lo previsto
por este modelo, se observé una disminucién en
los niveles de glucosa en sangre en ratones trata-
dos con warfarina, un anticoagulante que inhibe
la actividad de la vitamina K, bloqueando asi la
carboxilacion de la osteocalcina.’® Se descubrid
luego que los osteoblastos expresan esp, un gen
que codifica una proteina tirosina fosfatasa (OST-
PTP), que obstruye el metabolismo de la glucosa
inhibiendo las funciones endocrinas de la os-
teocalcina.? Este hallazgo fue sorpresivo porque
OST-PTP es una proteina tirosina fosfatasa intra-
celular que no esta implicada directamente en la
carboxilacién de la osteocalcina. La generacién
de ratones deficientes en esp aporté una nueva
herramienta para estudiar la funcion de la os-
teocalcina: un modelo de ganancia de funcién
(los ratones esp -/- presentan un metabolismo
de la glucosa mejorado). Complementario de
este modelo es el de los ratones deficientes en
osteocalcina: un modelo de pérdida de funcién,
ya que estos ratones muestran intolerancia a la
glucosa.

OST-PTP, insulina y osteocalcina:
¢cual es la relacion?

Una primera y obligada pregunta que se
planted fue: ; COmo puede una tirosina fos-
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fatasa intracelular como OST-PTP afectar
la actividad biolégica de una proteina ex-
tracelular como lo es la osteocalcina jque
ni siquiera esta fosforilada!? Una segunda
pregunta fue: ;Puede la insulina regular la
expresion y/o la actividad de la osteocalci-
na? Curiosamente, las respuestas a estas
dos preguntas estan relacionadas.”!" El re-
ceptor de la insulina es una tirosina quinasa
(RTK), y un mecanismo clasico para contro-
lar la actividad de los RTK es por desfosfo-
rilacion mediante la accién de tirosinas fos-
fatasas intracelulares.’'® Esta observacion
planted la perspectiva de que OST-PTP po-
dria cumplir esa funcién en los osteoblastos,
que expresan abundantemente el receptor
de insulina. Varios ensayos realizados in vi-
tro demostraron que, efectivamente, el re-
ceptor de insulina es un sustrato de OST-
PTP en osteoblastos.'' Esto sugeriria que
las vias de sefiales de la insulina en los os-
teoblastos estan reguladas negativamente
por OST-PTP. Esta observacion bioquimica
tiene varias implicaciones in vivo. Por ejem-
plo, si la funcion de OST-PTP es inhibir la
sefalizacion de la insulina en los osteoblas-
tos, los ratones esp -/- deberian mostrar una
ganancia de funcién de la sefalizacién de la
insulina en los osteoblastos.® Efectivamente,
los ratones que carecen del receptor de in-
sulina solamente en osteoblastos muestran,
en una dieta normal, un fenotipo metabdlico
de intolerancia a la glucosa. Esta observa-
cion es importante porque pone en eviden-
cia que la accion de la insulina en el hueso es
necesaria para la homeostasis de la glucosa
en todo el cuerpo. Otra consecuencia de la
identificacion del receptor de insulina como
sustrato de OST-PTP es que proporciond un
posible mecanismo que explica cémo la in-
sulina puede regular la actividad de la osteo-
calcina. En resumen: la accion de la insulina
en los osteoblastos parece regular la activi-
dad de la osteocalcina a través de un nuevo
mecanismo postraduccional (Figura 1).
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Figura 1. Las vias de sefializacién de la insulina en los osteoblastos regulan
la carboxilacion de la osteocalcina y la homeostasis de la glucosa en todo el
organismo. La tirosina fosfatasa OST-PTP regula la carboxilacion de la osteo-
calcina desfosforilando el receptor de la insulina (Ins R) en los osteoblastos. La
sefalizacion de la insulina en osteoclastos promueve la descarboxilaciéon de la
osteocalcina (Gla-Osteocalcina a Glu-Osteocalcina).

Vias de sefalizacion de la insulina en
osteoblastos, resorcion 6sea y actividad
de la osteocalcina: ¢cual es la relacion?

Ademas de regular la carboxilacion de la
osteocalcina, la insulina es importante para
la adquisicion normal del hueso posnatal. De
hecho, los ratones deficientes en el receptor
de la insulina en osteoblastos presentan una
reduccién en el volumen de hueso trabecu-
lar como consecuencia de una disminucion
en la formacion ésea y en el nimero de os-
teoblastos.® Pero notablemente, ademas de
este defecto osteoblastico, se observo en
estos ratones una disminucién en la profun-
didad de las lagunas de resorcion osteoclas-
tica y en los niveles del C-telopéptido (CTX),
lo que indica una disminucién de la actividad
de los osteoclastos. De esta forma, ademas
de la accion anabdlica sobre los osteoblastos,
se observd que las vias de sefalizaciéon de la
insulina también podrian afectar el proceso
de resorcion ésea atenuando la expresion de
OPG, el inhibidor de RANKL producido por
los osteoblastos.!

Pero: jcual es el hilo conector entre la re-
gulacion del metabolismo de la glucosa, la re-
sorcidn 6sea y las vias de sefalizacién de la

insulina en osteoblastos? Una respuesta pro-
vino de un estudio que demostré que las pro-
teinas pueden ser descarboxiladas fuera de la
célula, sencillamente disminuyendo el pH."
Algunos estudios hechos especificamente so-
bre la osteocalcina sugieren que el pH acido
existente en las lagunas de resorcion podria
ser necesario y suficiente para descarboxilar
y asi activar la osteocalcina. De hecho, la in-
cubacién de osteocalcina durante 2 semanas
a 37 °C y a pH 4,5 fue suficiente para esti-
mular su descarboxilacién y la capacidad de
estimular la secrecion de insulina.” Una con-
firmacion elegante sobre la importancia de la
resorcion 6sea en la descarboxilacién de la
osteocalcina provino de un experimento de
trasplante de médula ésea en el que las cé-
lulas madre hematopoyéticas de médula 6sea
de un ratén con osteopetrosis (oc/oc) fueron
trasplantadas a ratones salvajes. Los ratones
trasplantados desarrollaron un fenotipo os-
teopetrético y ademas intolerancia a la gluco-
sa. Estos resultados fueron acompanados por
una disminucion sustancial en los niveles de
osteocalcina subcarboxilada.'®

En conjunto, estos experimentos demues-
tran que las vias de sefalizacién de la insulina
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en osteoblastos producen un aumento en la
resorcion 6sea mediada por los osteoclastos
y que el proceso de resorcion 6sea, a su vez,
incrementa la actividad bioldgica de la osteo-
calcina, lo cual aumenta la secrecion de insu-
lina por el pancreas y la sensibilidad a la insu-
lina (Figura 2). Al igual que con otros circuitos
endocrinos de retroalimentacién positiva, este
mecanismo implica la existencia de un meca-
nismo de freno y control. La leptina represen-
ta al menos un posible freno ya que podria
inhibir la secrecion de insulina, bloqueando la
actividad de la osteocalcina. Pero esto serd el
objetivo de otro articulo.

De ratones a seres humanos:
consideraciones evolutivas

El gen esp, en los seres humanos, es un
pseudogén (un segmento de ADN que ha per-
dido funcionalidad, comparado con el gen
completo, en cuanto a su capacidad para co-
dificar y/o expresar proteinas). Pero entonces:
¢cual es el gen homologo de esp en los seres

Insulina

OPG/RANKL
~
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humanos? Una posibilidad es PTP-1B (otra
fosfatasa de la tirosina) que se expresa en
osteoblastos y podria ser el homdlogo funcio-
nal de esp en los seres humanos. De hecho,
PTP-1B es mucho mas abundante en osteo-
blastos humanos que en los de raton y puede,
en seres humanos, desfosforilar al receptor
de insulina. Por ultimo, los pacientes con os-
teopetrosis, caracterizados por un defecto de
acidificacion extracelular osteoclastica, pre-
sentan una reduccion en la forma activa de la
osteocalcina e hipoinsulinemia.” Estas obser-
vaciones indican claramente un papel prepon-
derante de la osteocalcina como regulador del
metabolismo de la glucosa y es coherente con
el creciente numero de informes provenientes
de la literatura clinica, que vinculan la osteo-
calcinay la tolerancia a la glucosa en los seres
humanos.’®?° Tales estudios y otros simila-
res®'-4 sugieren que el circuito de retroalimen-
tacién endocrino que comprende la insulina,
el osteoblasto y la osteocalcina representaria
un mecanismo de regulacion conservado evo-

Tejidos sensibles a la
insulina

(pancreas) f\

Células B

Glu-Ocn
(activa)

Osteoclasto

Gla-Ocn
(inactiva)

Figura 2. Un circuito de retroalimentacion positiva conecta la insulina con la
resorcion 6sea y la osteocalcina. Las vias de sefalizacion de la insulina en los
osteoblastos disminuyen la expresion de osteoprotegerina (Opg). La disminu-
cion en la proporcion OPG/RANKL da lugar a un aumento en la expresion de
genes osteoclasticos, entre ellos la bomba protoénica, o que contribuye a la
acidificacion de la laguna de resorcion. El pH acido generado durante la resor-
cion es suficiente para descarboxilizar y activar las moléculas de osteocalcina
almacenadas en la matriz 6sea (Gla-OCN). La osteocalcina subcarboxilada
(Glu-OCN) promueve la sensibilidad a la insulina en los 6rganos periféricos y
estimula la secrecion de insulina por las células § del pancreas.
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lutivamente en todos los vertebrados 6seos,
cuya funcion principal es el control global del
metabolismo de la glucosa.

Ultimas reflexiones

Los descubrimientos descriptos en este
articulo sugieren que el esqueleto tiene una
gama de funciones fisiologicas mucho mas
amplia de lo que imagindbamos hasta hace
poco tiempo. ¢Cémo surgieron estas funcio-
nes metabdlicas y por qué no las identificamos
previamente? Consideraciones de biologia
evolutiva nos pueden dar algunas respuestas
posibles a estas preguntas. Cuando los pri-
meros anfibios se arrastraron desde el agua
hacia la tierra firme necesitaron resolver varios
problemas fisiolégicos que no tenian cuando
eran criaturas marinas. Uno de tales proble-
mas fue cémo regular el calcio extracelular en
un ambiente (como la tierra) donde este ion es
tan escaso (contrariamente al agua, donde el
calcio es abundante). La aparicion de la glan-
dula paratiroides proporciondé un medio para

Insulina

Osteocalcina

®

&6

-

-1

d

Battaglino R.: Osteocalcina como una hormona

controlar calcio extracelular mediante la regu-
lacion de la absorcién intestinal, la resorcion
6sea y la conservacion renal. Sin embargo,
los primeros habitantes de las tierras tam-
bién necesitaron una forma mas eficaz para
sobrevivir en un ambiente menos abundante
como el terrestre. Para eso aparecieron teji-
dos como el musculo esquelético y el tejido
adiposo, dos “fabricas” que adquieren, al-
macenan y utilizan combustibles, y, por otro
lado, un sistema endocrino capaz de inven-
tariar y monitorizar el combustible que existe
en estos tejidos. Parece logico, por lo tanto,
que los osteoblastos, cuyo origen evolutivo y
embrionario es comun al de los adipocitos y
los miocitos, también hayan desarrollado me-
canismos para participar en las funciones de
produccion y mantenimiento de combustibles.
La osteocalcina ha emergido como la prime-
ra hormona energética derivada del hueso,
cuya produccion requiere insulina y, a su vez,
cuya actividad aumenta la produccion y sen-
sibilidad a la insulina (Figura 3). Ademas de la

Pancreas

Sintesis de Insulina
Proliferacién de células

Cerebro

Produccién de
Neurotransmisores

Musculo
Sensibilidad a la Insulina

Tejido adiposo

i PP 4.4 - ;
L o » Sensibilidad a la Insulina
S8 * Adiponectina

* Reduccién de la masa adiposa

\

\ Testiculos
Testosterona

Figura 3. Efectos hormonales de la osteocalcina en el metabolismo global.
En respuesta a la insulina, la osteocalcina subcarboxilada es liberada de la
matriz ésea a la circulacion sistémica. La osteocalcina produce un aumento
de la sensibilidad a la insulina. En el pancreas causa un aumento en la prolife-
racion de las células asi como el aumento de la produccién de insulina. Varios
estudios adicionales sugieren que la osteocalcina también actua en el cerebro
para estimular la produccion de neurotransmisores y en los testiculos para
aumentar la produccién de testosterona.

230

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 13 - N° 3 - 2017



osteocalcina, jqué otras hormonas afectan el
comportamiento energético del osteoblasto?
¢Las células 6seas simplemente usan gluco-
sa 0 aminoacidos como fuentes de energia, o
hay ademas un componente de sefalizacion
que aun no hemos reconocido? ¢ Existen fac-
tores o sustratos que afectan tanto a la resor-
cion 6sea como a la glucemia? Esta ultima
pregunta tiene implicaciones médicas: ¢po-
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Resumen

La displasia fibrosa 6sea es un trastorno
no hereditario del desarrollo esquelético ca-
racterizado por una proliferacién anormal de
fibroblastos y diferenciacion deficiente de os-
teoblastos que conduce a un reemplazo del
tejido 6seo esponjoso por tejido conectivo
fibroso. Es producida por una mutacién so-
matica activadora del gen GNAST que induce
una activacion y proliferacion de células me-
senquimales indiferenciadas con formacion
de tejido fibroso y trabéculas 6seas anomalas.
Existen formas monostéticas, poliostéticas y
craneofaciales con diversos grados de dolor,
deformidades y fracturas 6seas, aunque mu-
chos casos son asintomaticos. En ocasiones
se producen quistes 6seos aneurismaticos,
hemorragias, compromisos neurolégicos y
raramente osteosarcomas. Algunos casos
se asocian a sindrome de McCune-Albright,
sindrome de Mazabraud y a osteomalacia por
hipofosfatemia por pérdida tubular renal in-
ducida por el FGF23 producido por el tejido
displasico.

Los hallazgos en las radiografias conven-
cionales son caracteristicos, aunque varia-
bles y de caracter evolutivo. La gammagrafia
Osea es la técnica de imagen con mayor
sensibilidad para determinar la extension
de la enfermedad. El diagnéstico diferencial
incluye multiples lesiones 6seas de caracte-

*E-mail: mariela.varsavsky@hospitalitaliano.org.ar

risticas similares y en raras ocasiones se re-
quiere biopsia 6sea o estudio genético para
confirmarlo.

No existe un consenso unanime acerca del
abordaje terapéutico de estos pacientes, ra-
z6n por la cual es necesario un enfoque mul-
tidisciplinario. La conducta puede ser expec-
tante o quirdrgica segun el tipo de lesiones y
es importante el manejo del dolor y de las en-
docrinopatias asociadas. La mayor experien-
cia publicada se refiere al uso de bifosfonatos
y, mas recientemente, denosumab. Los trata-
mientos actuales son insuficientes para modi-
ficar el curso de la enfermedad y es necesario
el desarrollo de nuevas moléculas que actuen
especificamente en el gen GNAST o sobre las
células mesenquimales afectadas.

Palabras clave: displasia fibrosa ésea, gen
GNAST1, bifosfonatos.

Abstract
FIBROUS DYSPLASIA OF BONE

Fibrous dysplasia of bone is a noninheri-
ted developmental anomaly of bone charac-
terized by abnormal proliferation of fibroblasts
and differentiation of osteoblasts that cause a
replacement of trabeculous bone by fibrous
connective tissue. It is caused by a somatic
mutation in the GNAS1 gene, which induces
an undifferentiated mesenquimal cells activa-
tion and proliferation with formation of fibrous
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tissue and abnormal osseous trabeculae. The-
re are monostotic, polyostotic and craniofacial
variants with different grades of bone pain,
deformities and fractures, although many ca-
ses remain asymptomatic. Aneurysmal bone
cysts, bleeding, neurological compromise and
infrequently osteosarcoma are possible com-
plications. Some cases are associated to Mc-
Cune-Albright syndrome, Mazabraud syndro-
me or hypophosphatemia and osteomalacia
due to to renal tubular loss induced by FGF23
produced by dysplastic tissue.

The findings on conventional radiography
are characteristic although variable and evlol-
ve with time. Bone scintigraphy is the most
sensitive technique to evaluate the extent of
disease. Differential diagnosis include several
osseous lesions of similar appearance and, in

Introduccién

La displasia fibrosa 6sea (DF) es una
enfermedad benigna del hueso, poco fre-
cuente, no hereditaria, caracterizada por
una proliferacién anormal de fibroblastos y
diferenciacion deficiente de osteoblastos
que conduce a un reemplazo del tejido 6seo
esponjoso por tejido conectivo fibroso. Es
originada por una mutacién genética espe-
cifica (OMIM#174800) y se manifiesta con un
amplio espectro de presentaciones clinicas,
que van desde hallazgos radiolégicos en pa-
cientes asintomaticos hasta anomalias 6seas
severas de caracter grave e incapacitante.’
Esta condicién fue descripta por primera vez
en 1942 por Lichtenstein y Jaffe.

La enfermedad puede afectar un solo hue-
so (DF monostética), varios (DF poliostética),
el esqueleto entero (DF panostética) y también
existe una variante craneofacial.?® En algunos
casos, las lesiones dseas se presentan junto
a diversas manifestaciones extraesqueléticas,
cuya suma constituye sindromes especificos:
hiperpigmentacién cutanea, hiperfuncién de
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some cases, bone biopsy or genetic testing
may be necessary.

Today, there is no consensus regarding the
therapeutic approach for these patients and it
is necessary a multidisciplinary medical team.
Watchful waiting or surgical interventions can
be indicated, depending on the type of bone
lesions. Bone pain and associated endocri-
nopathies management are very important.
Most published experience refers to the use
of bisphosphonates and, more recently, de-
nosumab. Current treatments are insufficient
to modify the natural curse of the disease and
therefore, new molecules with specific action
on GNAST gene or affected mesenchymal
cells are necessary.

Key words: fibrous dysplasia of bone, GNAS1
gene, bisphosphonates.

glandulas endocrinas (sindrome de McCune-
Albright; SMA), mixomas en distintos érganos
(sindrome de Mazabraud) o tubulopatia re-
nal.*® También se ha descripto DF en algunos
casos de neurofibromatosis tipo 1 (NF 1).” La
DF representa alrededor de un 5% de las le-
siones o tumores éseos benignos. Su preva-
lencia real es desconocida, dado que muchos
individuos permanecen asintomaticos; sin
embargo algunos autores estiman que podria
afectar a 1/300 000 individuos.® Las lesiones
suelen identificarse en la infancia o adoles-
cencia y la mayoria de los individuos afecta-
dos de formas monostéticas se diagnostican
en las tres primeras décadas de la vida, mien-
tras que las formas poliostéticas tienden a
presentarse a edades menores (media 8 afios
de edad). La incidencia es similar en ambos
géneros, aunque los casos de sindrome de
McCune-Albright son mas frecuentes en mu-
jeres.® Una forma poco frecuente de displasia
fibrosa es el querubismo, cuya etiologia es
una mutacion de caracter autosémico domi-
nante del gen SH3BP2.°
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Biologia molecular e histologia

La anomalia subyacente en las distintas
formas de DF es la presencia de una muta-
cién somatica activadora del gen GNAST,
localizado en el cromosoma 20qg13.2-13.3,
que codifica la subunidad alfa de la protei-
na G activadora (Gsa). Como consecuencia
de esta mutaciéon se produce una activacion
constitutiva de la adenilciclasa asociada a
proteina G; el exceso de adenosin monofos-
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fato ciclico (AMPc) resultante actua como
segundo mensajero a nivel intracelular me-
diando los efectos patologicos en las células
mesenquimales comprometidas™ (Figura 1).
Estas mutaciones no son de caracter here-
ditario; se producen tras la fase cigética del
desarrollo y originan un mosaicismo somati-
co, en el cual coexisten lineas celulares con
la alteracion genética y poblaciones celula-
res normales."’
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Figura 1. Vias de sefalizacién intracelular mediadas por receptores acoplados
a proteina G estimuladora. Una mutacion somatica del gen GNAS7 produce
la activacién constitutiva de la subunidad alfa. AMPc: adenosin monofosfato
ciclico; ATP: adenosin trifosfato; PKC: proteinquinasa C.

En un metanalisis se comunicé el hallaz-
go de mutaciones especificas del gen GNAST
en el 71,9% de los casos de DF y la mayoria
fueron mutaciones missense del codén 201
(R201C y R201H)."? Este defecto genético es
comun tanto a las formas monostéticas como
poliostéticas. La mutacion puede producirse
en diferentes etapas del desarrollo prenatal
originando un conjunto de células derivadas
de la célula con la mutacion original. Este es
un factor determinante de la distribucién pos-
natal de células mutadas en el organismo v,

por lo tanto, de la severidad y extension de la
enfermedad. Esta anomalia induce una activa-
cioén y proliferacion de células mesenquimales
indiferenciadas con acumulacién progresiva
en los espacios medulares. Se produce un
marcado incremento en la osteoclastogénesis
en la cual intervienen niveles aumentados de
IL-6 y una sobreexpresion de RANK-L.

Con la evoluciéon de las lesiones se pro-
duce una pérdida localizada de tejido he-
matopoyético y fibrosis medular. Las células
osteoprogenitoras mutadas son funcional y
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morfolégicamente andémalas y originan una
deposicién de tejido 6seo defectuoso. A nivel
histolégico, las lesiones de DF se caracteri-
zan por un tejido fibroso denso con areas de
metaplasia ésea en forma de trabéculas con
disposicién espacial anémala. Asi, las trabé-
culas 6seas presentan alteraciones estructu-
rales (patrén en “escritura china” o “sopa de
letras”) con importantes defectos de minera-
lizaciéon.™® El estroma fibroso es usualmente
de baja celularidad con cantidades variables
de una matriz de colageno denso y material
mixoide. Ademas, el colageno del osteoide
presenta alteraciones de orientaciéon y com-
posicién bioquimica. Se describen en algunos
casos hallazgos histolégicos con caracteris-
ticas de osteomalacia severa que se asocian
a produccion excesiva de FGF23. En ocasio-
nes se observa un componente cartilagino-
so, integrado por lobulos de cartilago hialino
maduro, variante mencionada en la literatura
como displasia fibrocartilaginosa y que afecta
en particular el fémur proximal.™ El tejido dis-
plasico es altamente vascularizado y, por este
motivo, propenso a sangrados espontaneos
con formacion de quistes poshemorragicos
0 quistes 6seos aneurismaticos secundarios.
En casos extremos, en formas de DF poliosto-
tica, se producen anastomosis arteriovenosas
que pueden conducir al desarrollo de una in-
suficiencia cardiaca con alto gasto.

Manifestaciones clinicas

La presentacion clinica de la DF puede
variar desde una forma aislada monostética
asintomatica descubierta incidentalmente en
una radiografia hasta las formas severas y
discapacitantes poliostéticas que involucran
el esqueleto entero y producen escoliosis
progresiva, deformidad facial con pérdida de
vision o audicién o ambas por compresiéon de
nervios craneales. Las formas monostéticas
afectan principalmente a huesos largos, cos-
tillas y radio. Las formas poliostéticas suelen
comprometer el fémur préximal y la base del
craneo, aunque cualquier combinaciéon de
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huesos afectados es posible con una media
de 3-4 huesos afectados.'®'® EI hueso mas
frecuentemente afectado en la DF es el fémur
(44%) seguido por el craneo (38%), la pelvis
(23%)), las costillas (16%) y la columna (9%)."7

Las manifestaciones clinicas mas frecuen-
tes al efectuar el diagnéstico de la DF son el
dolor 6seo (65-40%), las fracturas (10%) y las
deformidades (<5%). Es importante recordar
que, en algunas series, se han descripto hasta
un 25% de casos diagnosticados por lesio-
nes asintomaticas detectadas incidentalmen-
te por una imagen realizada a causa de otra
patologia.’'® El dolor afecta usualmente las
costillas y los huesos largos y craneofaciales,
puede ser intenso y no guarda relacion direc-
ta con el tamafo de la lesion. En pacientes
adultos suele ser mas intenso y requerir la
administracion de analgésicos potentes.' Las
deformidades éseas se producen como con-
secuencia de la expansion del tejido fibrético,
que presenta una resistencia biomecanica
disminuida de las secuelas de las fracturas
y de la formacion de lesiones quisticas. Las
fracturas pueden ocurrir en cualquier hueso
afectado, en forma espontanea o ante trauma-
tismos menores. A nivel craneofacial, el tejido
6seo displasico puede presentar sangrados
espontaneos, producir herniacién a través de
orificios craneales y desarrollar quistes, pro-
duciendo multiples complicaciones como
exoftalmos, compromiso de nervios 6pticos,
pérdida de audicién, paralisis de pares cra-
neales, obstruccion nasal, entre otras.'

En menos del 1% de los casos, las lesiones
6seas se malignizan; el sarcoma osteogénico
es la variante mas frecuente. El tratamiento
previo con radioterapia externa constituye un
factor de riesgo para la aparicién de estos tu-
mores, que son generalmente agresivos y de
mal prondstico.™

El hallazgo de lesiones cutaneas hiperpig-
mentadas de tipo “café con leche” o de dis-
funciones endocrinolégicas concomitantes
debe hacer sospechar SMA, el cual se diag-
nostica en 5-15% de los casos de DF.'"®
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Las lesiones de la piel estan presentes desde
la infancia: tipicamente afectan el rostro, el
torax y las extremidades con tendencia a se-
guir una distribucién en torno a la linea me-
dia y de las llamadas lineas de desarrollo de
Blashko.?® La endocrinopatia mas frecuente
es la pubertad precoz (90%), seguida por el
exceso de hormona de crecimiento y el hi-
pertiroidismo y, mucho mas infrecuente, la
presencia de hipercortisolismo o la hiperpro-
lactinemia. La mayoria de los pacientes con
SMA tiene una sola endocrinopatia asociada
pero se han descripto pacientes con multi-
ples endocrinopatias. El 87% de quienes pa-
decen SMA presentan formas poliostéticas
de DF."

La hipofosfatemia mediada por factor de
crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) secreta-
do por el tejido displasico, es mas frecuente en
la forma polidstotica y en el SMA (30-50%).518
La hipofosfatemia por el exceso de pérdida
renal de fosfatos puede inducir osteomalacia
o raquitismo con dolor 6seo y deformidades;
esta podria ser la razén por la cual estos pa-
cientes con DF presentan mayor dolor 6seo
que aquellos con fosfatemia normal.'®

El hallazgo de mixomas que comprometen
musculos cercanos a los huesos afectados
por la DF debe hacer sospechar un sindrome
poco frecuente pero que es importante tener
en cuenta, como el sindrome de Mazabraud.
Dichos mixomas intramusculares y de partes
blandas asociados a este sindrome son de
crecimiento lento, benignos y generalmente
indoloros.?!

Estudios por imagenes

Los hallazgos radiolégicos son caracteris-
ticos, aunque variables y de caracter evoluti-
vo. Cuando las lesiones de la DF se presentan
en el esqueleto apendicular son radiollicidas
con cortical adelgazada y apariencia en “vi-
drio esmerilado” (Figura 2). Cuando afecta
un hueso largo, la lesion puede limitarse a la
metafisis o bien afectar una porcién variable
de la diafisis (Figuras 3 y 4). Las lesiones cra-
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Figura 2. Displasia Fibrosa en radio:
lesién radiolucida, con adelgazamien-
to de la cortical y apariencia en “vidrio
esmerilado”.

Figura 3. Compromiso de Displasia
Fibrosa en diafisis y metafisis del ex-
tremo distal del humero. Las imagenes
radiolégicas adoptan un aspecto de
multiples lesiones medulares expansi-
vas, coalescentes y radiollcidas, con
adelgazamiento de la cortical.
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Figura 4. Displasia Fibrosa, compromiso
del hiumero. Las imagenes expansivas me-
dulares adoptan un aspecto mas heterogé-
neo y coalescente.

neales de la DF afectan mas frecuentemente
los huesos faciales y de la base del craneo, con
imagenes escleréticas de aspecto “pagetoide”
y cuya expresion clinica suele ser una asimetria
facial con protrusién en las regiones malar,
frontal o temporal. La tomografia computariza-
da muestra areas focales expansivas con apa-
riencia homogénea en “vidrio esmerilado” pero,
en individuos con DF de larga evolucion, el as-
pecto de las lesiones es mas heterogéneo, con
quistes focales y areas escléroticas.?’ En nifios,
las imagenes mas frecuentes son las lesiones
medulares expansivas con adelgazamiento de
la cortical y aspecto en “vidrio esmerilado”,
mientras que en adultos las lesiones son mas
heterogéneas y con un mayor componente es-
clerético (Figura 5). La observacién de lesiones
rapidamente expansivas con destruccion del
hueso cortical debe alertar sobre la posibilidad
de malignizacién.™®

La DF se diagnostica habitualmente por
la clinica y la evaluacion radioldgica. En caso
de una radiografia con lesiones compatibles
con DF se debe obtener una imagen adicio-
nal para realizar el diagnéstico de DF y valorar
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Figura 5. Lesion de Displasia Fibrosa en el
radio: aspecto heterogéneo con componen-
tes escleréticos y apariencia “pagetoide”.

signos de actividad y agresividad de la lesién
(cortical, ostedlisis, infiltracion de tejidos blan-
dos, etc.); la tomografia computarizada (TC)
es mejor que la resonancia magnética nuclear
(RMN) para valorar todos estos signos. En
caso de afeccion craneal puede ser necesario
realizar tanto TC como RMN para visualizar
mejor los compromisos neurolégicos comun-
mente relacionados con la las lesiones de la
DF. Todos los pacientes con DF deben tener
una completa evaluacion del esqueleto para
determinar la extension de la enfermedad v,
en este sentido, la técnica con mayor sensibi-
lidad para identificar las otras areas involucra-
das es la gammagrafia ésea. Una vez detec-
tadas posibles lesiones en la gammagrafia se
debe estudiar cada area afectada con radio-
grafia como primera opcion.2!-23

Laboratorio

Las lesiones de la DF inducen un aumento
del remodelado 6seo produciendo aumento
en los niveles séricos y urinarios de marca-
dores de remodelado 6seo en relacion directa
con la masa de tejido éseo afectada por la DF.
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Los niveles de calcio, PTH intacta y 250H vi-
tamina D en general se encuentran dentro de
los rangos de normalidad.®

En ocasiones, el tejido displasico de la
DF produce exceso FGF23, el cual induce
una pérdida de fosfatos por la orina con hi-
pofosfatemia como consecuencia de estas
pérdidas urinarias. Los niveles séricos de
FGF23 se correlacionan con la masa de cé-
lulas osteogénicas de las lesiones de la DF.
Se recomienda la medicién de fosfaturia en
los pacientes con DF porque es frecuente
encontrar exceso de eliminacion de fosfatos
sin hipofosfatemia.'®

Diagnostico diferencial

Existen multiples lesiones fibro-Oseas
con caracteristicas clinico-radiolégicas simi-
lares a la DF que deben considerarse en el
diagnostico diferencial (Tabla). La NF1 y la
DF asociada a SMA tienen algunos aspectos
clinicos en comun, como el compromiso cu-
taneo y las alteraciones esqueléticas. Los ha-
llazgos dérmicos de la NF1 incluyen 6 o més
manchas “café con leche”, las cuales general-
mente son de bordes definidos, mientras que
las lesiones del SMA presentan bordes mas
irregulares. Las lesiones esquéleticas mas fre-
cuentes en la NF1 son la cifoescoliosis y la
displasia tibial con pseudoartrosis. También
incluye tumores de sistema nervioso como
neurofibromas y gliomas del nervio optico,
nddulos de Lisch en el iris y pecas axilares o
inguinales. Los tumores de células gigantes

Tabla. Diagnéstico diferencial de displasia fibrosa'® 7

Quistes éseos simples

Fibromas no osificantes multiples
Angiomatosis esquelética
Hiperparatiroidismo primario

Enfermedad de Paget 6sea

Quistes 6seos aneurismaticos
Osteosarcoma

Tumor de células gigantes

Metéastasis 6seas multiples

Lesiones 6seas de neurofibromatosis tipo 1

Varsavsky M. y Alonso G.: Displasia Fibrosa

son lesiones con hallazgos histopatoldgicos
similares a la DF, con proliferaciéon de células
del estroma de la médula 6sea y presencia de
multiples células gigantes. Estos tumores son
tipicamente benignos pero pueden produ-
cir erosion Osea localizada. En la resonancia
magnética, el aspecto de las metastasis en
secuencias T1 son similares a la DF pero,
a diferencia de esta, existe un importante
realce de las lesiones después de la admi-
nistracion del contraste.?® En ocasiones es
necesaria una biopsia de las lesiones para
realizar el diagnéstico diferencial, o even-
tualmente el estudio genético para detectar
la mutaciéon GNAS1. Es importante tener en
cuenta que existe una alta variabilidad para
la deteccion de las mutaciones dependien-
do del nivel de mosaicismo somatico y de
la sensibilidad de la técnica utilizada para el
estudio genético.?

Posibilidades terapéuticas

El tratamiento de la DF es muy discutido
actualmente y no existe un consenso unani-
me acerca del abordaje terapéutico de estos
pacientes. El tratamiento debe tener un en-
foque multidisciplinario con participacion de
endocrindlogos, traumatélogos, neurociruja-
nos, unidades de dolor, etc. Se sugiere adop-
tar una actitud conservadora y expectante en
caso de lesiones asintomaticas y estables en
el tiempo, especialmente después de la pu-
bertad, momento a partir del cual las lesiones
displasicas tienden a estabilizarse esponta-
neamente. Los procedimientos quirdrgicos se
encuentran especialmente indicados en los
casos donde es necesaria la correccion de
deformidades, estabilizacién de fracturas, o
donde existe riesgo de pérdida de visién o au-
dicion por compresién y/o fallo del tratamien-
to médico. No estarian indicadas las cirugias
profilacticas dado que las lesiones displasicas
a las cuales se les ha realizado curetaje o in-
jerto éseo tienen una alta tasa de recurren-
cia.?? La cirugia también estaria indicada para
realizar biopsias y confirmar el diagnéstico de
DF en los casos donde se planteen dudas al
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respecto.?* El diagndstico y tratamiento de la
escoliosis es extremadamente importante por
su rapida progresion, que puede generar un
compromiso ventilatorio severo; la fusion ver-
tebral ha demostrado utilidad en estos casos.
El tratamiento quirdrgico de las lesiones cra-
neofaciales solo debe realizarse en caso de
compresiones, debido a que dichas lesiones
tienen una alta tasa de recurrencia y no suele
ser posible la reseccidén completa de las areas
comprometidas.?* Los pacientes asintdémati-
cos pueden ser controlados regularmente con
radiografias seriadas. Los nifios con grandes
lesiones, lesiones en fémur proximal o en hue-
Sos que soportan el peso corporal deben con-
trolarse mas frecuentemente. Las deformida-
des de la DF en general se estabilizan cuando
la etapa de crecimiento finaliza, pero pueden
reactivarse durante los embarazos.?®

El manejo del dolor es un componente
muy importante en estos pacientes y suele re-
querir la utilizacién de analgésicos potentes.
Ante una reagudizacion del dolor se debe ex-
cluir una fractura, compresién o alguna otra
lesidbn que pueda requerir intervencion orto-
pédica. En casos de dolor refractario a anal-
gésicos se deberia indicar terapia con bifos-
fonatos.? Inicialmente solo se recomendaba
en adultos sintomaticos, pero en los ultimos
anos también se estan utilizando en nifios. El
fundamento para la utilizacion de bifosfonatos
se basa en la presencia de abundante resor-
cién Osea osteoclastica dentro y alrededor del
tejido fibroso observado en la DF. Chapurlat y
col. sugieren utilizar pamidronato intravenoso
(180 mg cada 6 meses) asociado a adecua-
dos aportes de calcio y vitamina D. Se han
publicado varias series de casos no contro-
lados con placebo de pacientes tratados con
bifosfonatos intravenosos en altas dosis (pa-
midronato y zoledronato) que reportan mejo-
ria en el dolor y variables efectos, en algunas
de las series, en la apariencia de las lesiones
radiograficas de la DF.?528 | a duracion del tra-
tamiento con bifosfonatos no esta claramente
establecida. Se podria intentar suspender su

Varsavsky M. y Alonso G.: Displasia Fibrosa

administracion cuando se logra disminucién
del dolor y normalizaciéon de los marcadores
de remodelado 6seo, debido a que se han
descripto casos de osteonecrosis de mandi-
bula en pacientes con DF que presentaban
factores de riesgo como el tratamiento con
altas dosis y periodos prolongados con bifos-
fonatos intravenosos, infecciones dento-al-
veolares y procedimientos quirdrgicos odon-
tolégicos.?® Recientes reportes sugieren una
promisoria alternativa con el denosumab en
altas dosis (240 mg/afio, administrado cada
3 meses) demostrando también, al igual que
los bifosfonatos, una disminucién del dolor y
supresion de los marcadores de remodelado
6se0.% Esta terapeltica se fundamenta en la
expresion del RANKL en el tejido displasico.

En el manejo de estos pacientes es muy
importante el tratamiento de las endocrinopa-
tias asociadas ya que pueden contribuir a una
peor evolucién y prondstico de las lesiones
displasicas. El tratamiento de estas endocri-
nopatias no difiere del tratamiento habitual
respecto del realizado cuando se presentan en
forma aislada, no asociadas a DF.® En caso de
hipofosfatemia mediada por FGF23 es nece-
sario el tratamiento con suplementos de sales
de fosfato, administrandolas preferiblemente
por via oral, y utilizar la infusién intravenosa
solamente para casos severos con niveles de
fosfatemia (< 1 mg/dl o 0,32 mmol/L); también
es importante mantener adecuados niveles de
250H vitamina D y aporte de calcio.™.

Los tratamientos disponibles para la DF
son insuficientes para modificar el curso de la
enfermedad, por lo cual actualmente se esta
poniendo énfasis en el desarrollo de molécu-
las que actuen especificamente en la muta-
cion del gen GNAST o en las células osteo-
progenitoras comprometidas.™

Conflicto de intereses: los autores decla-
ran no tener conflictos de intereses.

Recibido: agosto 2017.
Aceptado: diciembre 2017.
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PARATIROIDEO: REPORTE DE UN CASO CLiNICO

Luis Agustin Ramirez Stieben,'?" Nahuel Luis Guadagnoli,' Gustavo Adolfo Sylvestre Begnis,

Mariano Farias,* Silvia Lujan.!

'Servicio de Terapia Intensiva del Hospital Privado de Rosario. 2Servicio de
Endocrinologia Centro Médico IPAM. 2 Servicio de Cirugia General del Hospital
Privado de Rosario. *Servicio de Nefrologia, Grupo Gamma, Hospital Privado de

Rosario, Argentina

Resumen

La hipercalcemia es un trastorno comun
que representa aproximadamente el 0,6% de
todas las admisiones médicas agudas. El hi-
perparatiroidismo primario (HPTP) y las neo-
plasias malignas son las dos causas mas co-
munes de elevacion de los niveles séricos de
calcio; constituyen, en conjunto, alrededor del
90% de todos los casos.

La presentacion sintomatica clasica de
la hipercalcemia se observa con relativa
poca frecuencia en el mundo desarrollado;
la presentacion mas comun es la deteccion
asintomatica en las pruebas bioquimicas.
Sin embargo, en casos raros, el HPTP pue-
de desarrollar hipercalcemia aguda, grave y
sintomatica, llamada crisis hipercalcémica
(CH). Esta condicién se asocia a alteraciones
profundas en el estado mental y las funcio-
nes cardiaca, renal y gastrointestinal en pre-
sencia de concentraciones marcadamente
elevadas de calcio sérico y paratohormona
(PTH). Mientras que algunas elevaciones en
el calcio sérico pueden ser bien toleradas,
los sintomas de la CH son severos. Si el tra-
tamiento se retrasa, la CH puede provocar la
muerte.

Describimos el caso de un paciente mas-
culino que ingresa en la unidad de cuidados

* E-mail: ramirez.stieben@gmail.com

criticos por una CH secundaria a un HPTP por
adenoma paratiroideo.

Palabras clave: hiperparatiroidismo primario,
crisis hipercalcémica, adenoma paratiroideo.

Abstract

HYPERCALCEMIC CRISIS DUE TO
PARATHYROID ADENOMA: REPORT OF A
CLINICAL CASE

Hypercalcaemia is a most common disor-
der, accounting for approximately 0,6% of all
acute medical admissions. Primary hyperpa-
rathyroidism (PHPT) and malignancy are the
two most common causes of increased serum
calcium levels, together accounting for about
90% of all cases.

The classical symptomatic presentation of
hypercalcaemia is seen relatively rarely in the
developed world, the most common presenta-
tion being asymptomatic and detected following
on biochemical testing. However, in rare cases
HPTP can result in acute, severe and sympto-
matic hypercalcemia, called hypercalcemic crisis
(HC). This condition is associated with profound
disturbances in mental status, and cardiac, re-
nal, and gastrointestinal function in the presence
of markedly increased serum calcium and pa-
rathyroid hormone (PTH) concentrations. While
some elevations in serum calcium can be well to-
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lerated, symptoms of HC are severe. If treatment
is delayed, HC can result in death. We describe
herein a case of a male patient who was admitted
to the intensive care unit as a consequence of HC
resulting from elevated PTH, secondary to a pa-
rathyroid adenoma.

Introduccién

La hipercalcemia es un trastorno sisté-
mico cuyas manifestaciones clinicas estan
fuertemente influenciadas por la etiologia, la
edad del paciente, la severidad del cuadro y
la rapidez de comienzo. El hiperparatiroidismo
primario (HPTP) y las neoplasias son las dos
causas mas frecuentes de hipercalcemia, co-
rrespondiendo a un 90% de los casos.'?

Por su parte, el HPTP es un trastorno re-
lativamente comun causado por la sobrepro-
ducciéon auténoma de parathormona (PTH) y
caracterizado por una elevacion en la concen-
tracién sérica de calcio y niveles elevados o
inapropiadamente normales de PTH.?

La crisis hipercalcémica (CH) es una com-
plicacion grave del HPTP que requiere un diag-
néstico precoz y un tratamiento médico y qui-
rdrgico urgente. Se define por la presencia de
una concentracion sérica de calcio total mayor
de 14 mg/dI o valores entre 12 y 14 mg/dl con
sintomas severos.* Se produce por una acumu-
lacion y sobrecarga excesiva de calcio séri-
co que no logra ser depurado por el sistema
renal. Los sintomas pueden ser inespecificos,
dificultando su diagnéstico e incluyen com-
promiso del sistema gastrointestinal, neu-
rolégico, cardiovascular y renal. Los casos
graves se presentan con obnubilacién, coma,
deshidratacién severa e insuficiencia renal. El
diagndstico tardio o el tratamiento inadecua-
do predispone a la muerte por paro cardiaco,
insuficiencia renal o encefalopatia metabdli-
ca. El tratamiento incluye hidratacion urgente
y determinacion de la causa subyacente. La
paratiroidectomia es la Unica opcién curativa
para la CH secundaria a un HPTP y, en con-

We describe the case of a male patient who
was admitted to the critical care unit for a HC
mediated by PTH secondary to a parathyroid
adenoma.

Key words: primary hyperparathyroidism, hy-
percalcemic crisis, parathyroid adenoma.

traste con la mayoria de las cirugias paratiroi-
deas (que son electivas),>¢ es urgente y reco-
mendada durante la misma admision.’

Se describe el caso de un paciente mascu-
lino que ingresa en la unidad de cuidados criti-
cos por una CH mediada por PTH.

Caso clinico

Paciente de 59 afios con antecedentes
de prostatitis cronica y consumo cronico de
antiinflamatorios no esteroides por fascitis
plantar, que ingresa en nuestra institucion
por un cuadro clinico progresivo caracteriza-
do por astenia, mal estado general, mialgias
generalizadas, hiporexia, disminucion del rit-
mo diurético, nduseas y vomitos de conteni-
do bilioso de tres dias de evolucion. Referia
cambios del habito evacuatorio con cons-
tipacién y heces caprinas asociadas a una
pérdida de 8 kg de peso corporal de aproxi-
madamente un afio de evolucién.

Al examen fisico presentaba signos cli-
nicos de deshidratacion con mucosas se-
cas, disminucion de la turgencia cutanea y
enoftalmia. Signos vitales: tensién arterial
140/90 mm Hg, frecuencia cardiaca 110
latidos/minuto, frecuencia respiratoria 20
ciclos/minutos, temperatura axilar 36,3 °C.
Vigil, orientado en tiempo, espacio y per-
sona. Presentaba irritabilidad y labilidad
emocional. Ritmo cardiaco regular, ruidos
normofonéticos, sin soplos audibles. Mur-
mullo vesicular conservado. Abdomen ex-
cavado, blando, depresible, indoloro, ruidos
hidroaéreos conservados. Se constato hipe-
rreflexia generalizada y temblor fino distal.
No se observé meningismo ni foco neurolé-
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gico. Cuello cilindrico, no palpandose lesio-
nes en tiroides ni region cervical.

En el analisis bioquimico de ingreso (Ta-
bla 1, columna A) se constata elevacion del
calcio plasmatico total (24,7 mg/dl), del calcio
idnico plasmatico (10,96 mg/dl) y de la PTH
(2416 pg/ml; valores de referencia: 15-65 pg/
ml) y deficiencia de vitamina D [25-hidroxivi-
tamina D (250HD): 13,9 ng/ml], asociada a
una elevacion de los productos nitrogenados
(urea: 105 mg/dl y creatinina 2,84 mg/dl). Se
inicia expansién con cristaloides (6000 ml de

solucién salina 0,9% en las primeras 24 ho-
ras) y, posteriormente, diuréticos de asa (fu-
rosemida 20 mg cada 6 horas por via intrave-
nosa). Se infunde pamidronato (dosis Unica
intravenosa: 90 mgq) y, en el 2° dia de inter-
nacion, se decide terapia de reemplazo renal
(hemodialisis) de urgencia por persistencia
de hipercalcemia (Tabla 1, columna B), que
se realiza durante dos dias consecutivos con
respuesta satisfactoria. Simultaneamente se
indica tratamiento con cinacalcet en una do-
sis de 30 mg/dia por via oral.

Tabla 1. Andlisis bioquimicos al ingreso y durante la evolucién de un paciente con crisis hipercalcémica

Ingreso 2° dia 1° dia Pos cirugia Valores
normales
Calcemia (mg/dl) 24,70 23,90 10,40 8,50-10,50
Calcio i6nico (mg/dl) 10,96 12,60 4,50-5,20
Fosfatemia (mg/dl) 3,70 3,60 4,10 2,50-5,00
PTH (pg/ml) 2416,00 224,00 150,00-65,00
250HD (ng/ml) 13,90 >30,00
FAL (UlI/1) 216,00 400,00-130,00
Uremia (mg/dl) 105,00 123,00 17,00-49,00
Creatininemia (mg/dl) 2,84 2,87 0,70-1,20
Natremia (mEq/l) 135,00 141,00 135,00-145,00
Potasemia (mEqg/l) 3,70 3,20 3,50-5,00
Hematocrito (%) 41,10 36,00-53,00
Hemoglobina (g/dl) 13,30 12,00-16,00
Leucocito (cél./ul) 23700,00 3900,00-11000,00
Glucemia (mg/dl) 122,00 134,00 70,00-110,00
Eritrosedimentacion (mm/hora) 297,00 15,00-190,00
CPK (UlI/1) 29,00 10,00-41,00
GOT (Ul/) 12,00 10,00-40,00
GPT (Ul/l) 6,92 6,00-8,00
Proteinas totales (g/dl 3,70 3,60-4,60
Albuminemia (g/dl) 297,00 15,00-190,00

PTH: paratohormona; FAL: fosfatasa alcalina; CPK: creatinfosfatoquinasa; TGO: transaminasa glutdmico-oxalacética;

TGP: transaminasa glutamico-piravica.

Para el diagnéstico topografico se solici-
t6 una ecografia cervical y un centellograma/
SPECT de paratiroides/TC con 99Tc-sestaMIBI.
En la ecografia se constatd un nédulo solido hi-
poecogénico de 9 x 9 mm de diametro en [6bulo

tiroideo izquierdo, mientras que en el SPECT se
evidencio un foco hipercaptante sobre una ima-
gen nodular de 2 x 3 cm en mediastino superior,
a la derecha del eséfago y en contacto con el
borde posterior con la traquea (Figura 1).
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CENTELLOG.

Figura 1. Centellograma/SPECT de paratiroides/TC con 99Tc-sestaMIBI.

Foco hipercaptante sobre lesidon nodular.

Asimismo, se solicitaron estudios bioqui-
micos adicionales (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis bioquimicos complementarios para
el diagnéstico diferencial

Valores

normales
TSH (uUI/ml) 1,10 0,27-4,20
PRL (ng/ml) 39,30 4,00-15,00
Cadenas livianas en suero
Lambda (mg/ml) 123,00 93,00-242,00
Kappa (mg/ml) 196,00 138,00-375,00
Gammaglobulinas (g/dl) 0,90 0,70-1,30
Proteinuriograma Ligera

albuminuria

PSA (ng/ml) 6,90 <4,00
CEA (ng/ml) 2,30 <3,40

TSH: tirotrofina; PRL: prolactina; PSA: antigeno prostatico
especifico; CEA: antigeno carcinoembrionario.

En las radiografias de ambas manos
(proyecciones frente y perfil) se constataron
erosiones Oseas subperiosticas en falanges
(Figura 2) y, en un estudio tomografico de ab-
domen sin contraste, se evidenciaron litiasis
renal bilateral y calcificaciones del parénqui-
ma renal, compatibles con nefrocalcinosis.
Se realizé videolaringofibroscopia que mostré
motilidad conservada de cuerdas vocales.

Figura 2. Radiografia de ambas manos (proyec-
ciones frente (A y B) y oblicuo (C y D). Con flechas
blancas se sefalan las zonas mas evidentes de
erosion dsea subperiostica.

Se interpreta como crisis hipercalcémica
secundaria a hiperparatiroidismo primario y
se decide intervencion quirurgica, realizando-
se reseccion de glandula paratiroidea afecta-
da mediante paratiroidectomia minimamente
invasiva.

En el periodo posoperatorio se constato
normalizacion de los niveles de calcio séri-
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co Yy una reduccion significativa de los nive-
les de parathormona (Tabla 1, columna C).
Se inicié suplementacién con colecalciferol
(100.000 Ul, via oral en dosis unica) y gluco-
nato de calcio intravenoso (infusién de 1 mg/
kg/hora de calcio elemental durante 48 horas)
para prevencion del sindrome de hueso ham-
briento. Luego se continué con 2000 mg/dia
de calcio elemental y 0,50 pg/dia de calcitriol,
ambos por via oral.

El estudio anatomopatolégico diferido re-
veldé una lesion adenomatosa paratiroidea de
2,5 de diametro mayor, vascularizada, encap-
sulada y surcada de tabiques de tejido conec-
tivo, con células con un patréon de crecimien-
to difuso, mayormente principales y otras de
citoplasmas claros, sin atipia citoloégica. No
se constato la presencia de figuras de mitosis
frecuentes, ni invasion de capsula conectiva o
de vasos sanguineos.

Discusion

Describimos el caso de un paciente que
ingreso6 en la unidad de cuidados criticos por
una CH mediada por PTH debida a un adeno-
ma paratiroideo. Presenté compromiso neu-
rologico, renal y gastrointestinal y, tras la es-
tabilizacion clinica y bioquimica, se lo sometié
a una paratiroidectomia minimamente invasi-
va dirigida al adenoma paratiroideo identifica-
do en el centellogrma de paratiroides-SPECT.
En el estadio preoperatorio y antes de imple-
mentarse el tratamiento médico (fluidoterapia,
diuréticos de asa, antirresortivos y hemodia-
lisis), presenté niveles extraordinariamente
elevados de calcio sérico (24,7 mg/dl) y de
PTH (2416 pg/ml), distinguiéndose de la ma-
yoria de los reportes de casos clinicos publi-
cados.”"°

La hipercalcemia tiene una prevalencia del
1% en el ambito extrahospitalario y del 5%
en pacientes hospitalizados.! Las neoplasias
malignas (cancer de pulmén, mama, ovario,
mieloma multiple y linfomas) constituyen la
causa mas frecuente de hipercalcemia sinto-
matica,? mientras que el HPTP suele cursar

como una hipercalcemia crénica leve y, con
frecuencia, asintomatica. Sin embargo, la CH
es una entidad poco comun (1,6-6% de los
pacientes con HPTP desarrollan hipercalce-
mia aguda)’ pero con una elevada mortalidad
(93,5%) aun tras el tratamiento quirdrgico
(6,7%)."

Aunqgue no hay una definicién estandariza-
da de CH, una forma arbitraria pero razonable
de definirla es la siguiente: calcemia corregida
por la albuminemia superior a 14 mg/dl asocia-
da, tipicamente, con una disfuncion organica.
El diagnéstico debe considerarse también en
aquellos pacientes severamente sintomaticos
con hipercalcemia menos marcada. La pre-
sentacién mas comun involucra a pacientes
con hipercalcemia asintomatica, leve y de lar-
ga duracién por un HPTP benigno que pre-
sentan una descompensaciéon aguda y una
hipercalcemia marcada.

Un estudio retrospectivo de 1310 pacien-
tes con HPTP sometidos a paratiroidectomia
demostré que los pacientes con CH (n=88)
presentaron valores significativamente superio-
res de calcio sérico total (15,6 + 2,0 mg/dl vs.
11,8 + 0,8, p<0,0001), PTH (782 + 878 pg/ml
vs. 231 = 302 pg/ml, p<0,0001) y creatininemia
(1,6 = 0,9 mg/dl v. 0,98 + 0,4 mg/dl, p<0,0001).”
Como puede analizarse, tanto los valores de
calcemia como de PTH son inferiores a los
observados en nuestro paciente. Esto podria
deberse al prolongado tiempo de duracion de
la enfermedad desde el inicio de los sintomas
hasta su internacién en nuestra institucion,
asi como también a la coexistencia de insufi-
ciencia renal e hipovitaminosis D, que darian
lugar a un hiperparatiroidismo secundario
concurrente. Sin embargo, la deficiencia de
vitamina D y las menores concentraciones
de la hormona son mas prevalentes en los
pacientes con CH. Esto se demostroé en otra
cohorte retrospectiva de 183 pacientes en
la cual la media de vitamina D fue 16 ng/dl
en los pacientes con CH (n=29) vs. 26 ng/ml
de los pacientes sin crisis.® Por lo tanto, la
hipovitaminosis D reportada en nuestro pa-
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ciente (13,9 ng/dl) no seria un factor deter-
minante sobre la marcada elevacién de PTH
(2418 pg/ml). Los valores elevados de PTH
inducen a la produccién de calcitriol por lo
cual es otra causa de disminucién del sus-
trato 250H vitamina D.

Respecto del compromiso renal observado
en nuestro paciente (nefrocalcinosis, litiasis re-
nal y elevacion de creatininemia), estd demos-
trado que el rifdn es un érgano frecuentemente
afectado por la elevacion crénica de la calce-
mia y la PTH en el HPTP." La nefrolitiasis y las
complicaciones relacionadas con ella, como
infecciones urinarias, hidroureteronefrosis e in-
suficiencia renal, fueron consideradas compli-
caciones esperables en la era del HPTP sinto-
matico, siendo menos prevalentes en la etapa
del HPTP asintomatico actual. Asimismo, la li-
tiasis renal ocurre casi con la misma frecuencia
en el HPTP normocalcémico (15%) y el hiper-
calcémico (19%);' la hipercalciuria es el fac-
tor de riesgo mas importante para su génesis.
Varios estudios recientes han confirmado que
la paratiroidectomia satisfactoria es capaz de
reducir la tasa de recurrencia de litiasis renal
en el HPTP." En cuanto a la disfuncion renal, el
HPTP ha sido reconocido como un claro factor
de riesgo para su desarrollo. La hipercalcemia
prolongada podria reducir la tasa de filtrado
glomerular en casos de HPTP. Asimismo, de-
ben considerarse otros factores adicionales
que podrian repercutir negativamente, como la
edad avanzada, la deshidratacion inducida por
la diuresis osmotica, la nefrolitiasis, la presen-
cia de quistes renales, la elevacién cronica de
la PTH que aceleraria la lesién endotelial y, a
Su vez, generaria resistencia a la insulina, y la
hipertensién arterial.’s-'”

Asimismo, se ha demostrado una correla-
cién entre el grado de insuficiencia renal y los
niveles de PTH en el HPTP.'® Sin embargo, el
umbral de la tasa de filtrado glomerular por
debajo del cual se produciria un estimulo para
la elevacion de la PTH no ha sido definido.
Un estudio de 294 pacientes con HPTP de-
mostré que con una tasa de filtrado <30 ml/

min/1,73 m? se elevaban significativamente
los niveles de PTH (aunque con una tasa de
filtrado <45 ml/min/1,73 m? ya comienzan los
trastornos del metabolismo fosfocalcico).' Si
consideramos esta evidencia y tenemos en
cuenta el aclaramiento renal de creatinina de
nuestro paciente (22,9 ml/min/1,73 m? esti-
mada segun ecuacion MDRD-6), podriamos
inferir que el grado de disfuncion renal podria
ser un factor condicionante para el marcado
incremento de la PTH. Asimismo, debe te-
nerse en cuenta que el HPTP puede agravar
la disfuncion renal.'

El 80% de los HPTP son causados por un
adenoma unico paratiroideo, frecuentemen-
te, de localizacién inferior. En un 15-20% de
los casos se identifica una hiperplasia glan-
dular, mientras que solo el 1% de los ca-
sos se deben a un carcinoma paratiroideo.?
Sin embargo, la prevalencia del carcinoma
paratiroideo se incrementa a un 4,5-5% en
los casos de CH.”® Otras condiciones con-
sideradas como de alto riesgo de neopla-
sia maligna paratiroidea son: calcio sérico
>14 mg/dl, paciente joven, sexo masculino,
compromiso renal y 6seo concomitante,
masa palpable en cuello (mayor de 3 cm) y
disfonia. Estos hallazgos incrementan 4,5
veces la posibilidad de que un paciente pa-
dezca un carcinoma paratiroideo.?® Debido
a que nuestro paciente comparte varios fac-
tores de riesgo, la posibilidad de carcinoma
paratiroideo es elevada. La confirmacion
de esta entidad es histopatolégica y, en tal
sentido, los hallazgos de la biopsia arroja-
ron el diagndstico de adenoma paratiroideo.
Sin embargo, dos caracteristicas cardinales
para establecer el diagnostico de cualquier
tipo de cancer, como la invasién local y las
metastasis, no siempre estan presentes en
el carcinoma paratiroideo y, durante la ciru-
gia, en ausencia de estos hallazgos, el diag-
noéstico es muy dificultoso y la biopsia por
congelacion resulta de poco valor. Debido
a tales dificultades, los esfuerzos se han di-
rigido al desarrollo de otros métodos, como
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la inmunohistoquimica y el andlisis de ADN.
La tincién inmunohistoquimica para parafi-
bromina podria evitar errores diagnésticos:
Su ausencia es una herramienta poderosa
para diagnosticar un carcinoma paratiroideo
(sensibilidad del 96% vy especificidad del
99%).2" Sin embargo, las dificultades y la
falta de disponibilidad de algunas técnicas
hacen que hasta un 50% de los tumores pa-
ratiroideos clasificados inicialmente como
benignos desarrollen metastasis durante el
seguimiento.2°

A pesar de la significativa disminucién
de los niveles de PTH luego de la paratiroi-
dectomia (prequirargico: 2416 pg/ml, pos-
quirdrgico: 224 pg/ml), los niveles de la hor-
mona se mantuvieron por encima del rango
de referencia del laboratorio (15-65 pg/ml).
Esto podria explicarse por la hipovitamino-
sis D e insuficiencia renal concurrentes. Sin
embargo, no puede descartarse la persis-
tencia de tejido paratiroideo remanente se-
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CARTAS AL COMITE DE REDACCION / Letter to de Editor

EL JUEGO DE LA TABA

Sra. Directora

El uso de huesos animales para juegos y
entretenimientos es de antiquisima data. La
taba (astragalo de res bovina) se utiliza en
algunas regiones de Espana y en zonas rura-
les de Latinoamérica; resultdé muy difundido
y popular en el campo argentino. Sobre un
terreno plano y libre de malezas, los jugado-
res tiran la taba: si esta cae con la parte lisa
hacia arriba, se considera “suerte” y es un
punto a favor; si cae con la parte concava
hacia arriba, se considera “culo” y es un tiro
perdedor.

La taba puede ser simplemente un hueso
apenas pulido, pero a veces se lo embellece
con placas de metal liso o grabado (Figura 1).
En algunas tabas, la chapa metalica es una S
que indica el lado de la suerte.

La expresion “darse vuelta la taba” nacié
en el medio rural pero se generalizdé después,

Figura 2. El gaucho Inodoro Pereyra.

y alude a un cambio en la fortuna de una per-
sona, a quien le iba bien pero encontré dificul-
tades imprevistas.

La Figura 2 muestra un dibujo humoristico
de Roberto Fontanarrosa.

Dr. Ariel Sanchez*
Centro de Endocrinologia, Rosario, Argentina.

Fuente: Wikipedia, Internet.

Recibido: diciembre 2017.
Figura 1. Taba con chapa grabada. Aceptado: diciembre 2017.

* E-mail: asanchez@circulomedicorosario.org
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6,000 words and up to 5 figures and 5 tables will be
accepted. It is suggested not to include more than
60 references. Brief Communications and Case
Reports should have a recommended maximum of
3,000 words of text extension and up to 4 figures and
4 tables will be accepted. It is suggested not to in-
clude more than 30 references. Case Reports should
be divided into Introduction, Clinical Case and Dis-
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de articulo mencionado anteriormente, se debe
incluir un resumen en espanol y en inglés sin in-
cluir tablas o figuras, cada uno con una extension
maxima de 250 palabras. Ademas, se requieren de
3 a 6 palabras clave en inglés y espafol.

En los Articulos Originales y Casuisticas deta-
llar la solicitud de consentimiento informado. Ade-
mas se solicita se indiquen las normas y directri-
ces éticas y los métodos estadisticos utilizados
(Originales).

Para las Cartas al editor y Editoriales se sugie-
re un maximo de 1.000 palabras y se admitiran
para las Cartas al Editor hasta 2 figuras o tablas.
Se aconseja no incluir mas de 10 referencias.
Agradecimientos: la ayuda técnica, el apoyo
financiero y las contribuciones que no justifi-
can la autoria se pueden enumerar en este item.
Conflicto de intereses: los autores deben reve-
lar cualquier relacion financiera que podria con-
ducir a un conflicto de intereses en relacion con
el articulo publicado.

Las referencias deben ser numeradas consecuti-
vamente. Usar nimeros en superindices para indi-
car las referencias en el texto. Para las referencias
seguir los siguientes ejemplos:

1. Revistas: Todos los autores seran incluidos si
son seis 0 menos; si hay mas de seis, el tercero
sera seguido de “et al”. Los titulos de las revistas
deben abreviarse de acuerdo con el estilo usado
en el Index Medicus (disponible en http://www.nlm.
nih.gov). Los nombres de las revistas deben ir en
italica. Ejemplo: T Diab, Wang J, S Reinwald, Guld-
berg RE, Burr DB. Efectos de la combinacién de
tratamiento de raloxifeno y alendronato en las pro-
piedades biomecanicas de hueso vertebral. J Bone
Miner Res 2011; 26: 270-6.

2. Capitulo de libro: Rigalli A. Eutanasia. En: Rigalli
A, Di Loreto VE (eds). Experimental Surgical Mo-
dels in the Laboratory Rat. Boca Raton, Florida:
CRC Press, 2009, p. 31-2.

3. Sitios Web: Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). The Stop TB Web Alert. (2000, Dec 6) http://
www.stoptb.org/updates/index.html

Las Tablas con sus respectivos titulos explicativos se
presentaran al final del manuscrito numeradas en nu-
meros arabigos. Deben ser indispensables y compren-
sibles por si mismas. No se utilizaran lineas verticales
entre las columnas y sélo se emplearan lineas horizon-
tales en los siguientes casos: parte superior de la tabla,
parte inferior del encabezado de la tabla y final de la
tabla. En el texto manuscrito se indicara la ubicacién
aproximada con la leyenda “Insertar Tabla aqui”.

cussion. For all type of article described previously,
a 250-word Abstract in Spanish and in English,
not including tables or figures, must also be inclu-
ded. Also, 3 to 6 key words in English and Spanish
are required. Authors who are not fluent in Spanish
and, therefore, are not able to include the abstract
and keywords in this language, can submit the ma-
nuscript without them.

In Original papers and Case Reports record in-
formed consent by patients. Ethical standards and
guidelines followed will be indicated and statistical
methods will be described (in Originals). Letters
to the editor and Editorials have a recommended
maximum of 1000 words and for Letters to the edi-
tor up to 2 figures or tables will be accepted. It is
suggested not to include more than 10 references.
Acknowledgments: technical assistance, financial
support, and contributions that do not justify authors-
hip may be listed. Conflict of interest: authors must
disclose any financial relationship that could lead to a
conflict of interest in relation to the published article.

References should be numbered consecutively.
Use superscript numerals for references in the text.
References should be mention according to the fo-
llowing examples:

1. Journals: All authors will be included if they are six
or less; if more than six, the third one will be followed
by “et al”. The titles of journals should be abbrevia-
ted according to the style used in Index Medicus
(also available in http://www.nlm.nih.gov). The na-
mes of journals should be in italics. Example: Diab T,
Wang J, Reinwald S, Guldberg RE, Burr DB. Effects
of the combination treatment of raloxifene and alen-
dronate on the biomechanical properties of vertebral
bone. J Bone Miner Res 2011; 26:270-6.

2 Books chapter: Rigalli A. Euthanasia. In: Rigalli A,
Di Loreto VE (eds). Experimental Surgical Models
in the Laboratory Rat. Boca Raton, Florida: CRC
press, 2009, p. 31-2.

3. Web sites: World Health Organization (WHO).
The Stop TB Web Alert. (2000, Dec 6) http://www.
stoptb. org/updates/index.html

Tables and its legends will be presented al the end
of the manuscript numbered in Arabic numerals.
They should be indispensable and comprehensible
by themselves. No vertical lines between columns
and horizontal lines will be used, except in general
three lines: one separating the Table title, another
for the headings of the rest, and the last one indi-
cating the end of the Table. The manuscript text will
indicate the approximate location with the legend
“Insert Table here”.
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Las Figuras deben ser presentadas separadamen-
te del texto. El manuscrito sélo incluira una leyenda
explicativa. El formato requerido de imagenes es
“.jpg o .tif” en calidad no menor de 300 dpi de reso-
lucion. No se aceptaran imagenes en archivos de
Word ni Power Point. En las micrografias se debe
indicar la escala o el aumento que se uso. Tener en
cuenta que en la version on line la imagen se mos-
trara a color, mientras que en la version impresa
se observara en escala de grises. En el manuscrito
se indicara la ubicacion aproximada con la leyenda
“Insertar Figura aqui”.

Todos los articulos publicados en Actualizaciones en
Osteologia estan sujetos a revision por pares. La re-
vision se hace por un editor y al menos dos revisores
con amplia experiencia en el tema. La identidad de los
autores y revisores se mantiene confidencial. El edi-
tor devolvera a los autores, sin pasar por el proceso
de arbitraje aquellos manuscritos que no se ajusten
a las normas de preparacion o que no coincidan con
los propésitos de Actualizaciones en Osteologia. El
tiempo de evaluacion dura entre 20 y 30 dias. El autor
sera notificado por correo electrénico de la aceptacion
(con o sin correcciones) o rechazo del manuscrito. La
decision es definitiva sin posibilidad de apelar. El Co-
mité Editorial se reserva el derecho de introducir, con
conocimiento de los autores, todos los cambios de re-
daccién necesarios de acuerdo a reglas gramaticales
y de disefio. Los trabajos aceptados seran devueltos a
los autores con las modificaciones solicitadas y se les
concedera un periodo no mayor de 20 dias para el en-
vio de la version corregida. Después de la aceptacion
y el disefio del articulo, los autores dispondran de 72
horas para revisar la prueba de galera.

POLITICAS EDITORIALES

Actualizaciones en Osteologia es una revista de
Acceso Abierto.

Costo de publicacion: La publicacion de articulos
no tiene costo con excepcién de las imagenes a
color en caso de que esto sea requerido por los
autores.

Derechos de autor. Actualizaciones en Osteologia
es la publicacion oficial de la Asociacién Argenti-
na de Osteologia y Metabolismo Mineral (AAOMM)
que posee los derechos de autor de todo el mate-
rial publicado en dicha revista.

Copyright / autoria — Una vez aceptado el trabajo
por la revista y su equipo editorial, y antes de su pu-
blicacién, el o los autores deberan enviar al editor
el documento mediante el cual ceden los derechos
de autor a la Asociacion Argentina de Osteologia y
Metabolismo Mineral y otorgan el consentimiento
para su publicacién, debidamente firmado. Los au-

Figures should be submitted separately from the
text. The manuscript text will only include an ex-
planatory legend. The required format of images is
“.jpg or .tif” no less than 300 dpi resolution. Ima-
ges in Word files will not be accepted. In the mi-
crographs the scale or magnification used must be
indicated. Take into account that while in the online
version the image is shown in color, in the printed
version it will be presented in grayscale. The ma-
nuscript text will indicate the approximate location
with the legend “Insert Figure here”.

All articles published in Actualizaciones en Os-
teologia are subject to peer review. The review
is made by an Editor and at least two reviewers
with extensive experience in the particular sub-
ject. The identity of the authors and reviewers
is kept confidential. The Editor will return to the
authors, without going through the arbitration pro-
cess those manuscripts that do not conform to
the standards of preparation or that do not match
the purposes and orientation of Actualizaciones
en Osteologia. Evaluation time takes between 20
and 30 days. The corresponding author will be no-
tified by email on the acceptance (with or without
corrections) or rejection of the manuscript. This
decision is final. The Editorial Committee reserves
the right to introduce, to the authors’ knowled-
ge, all editorial changes required by grammatical
rules and layout needs. Accepted papers will be
returned with modifications to authors for any co-
rrections and they will be granted a return period
of not more than 20 days. After acceptance and
layout, authors will be awarded 72 hours to review
the galley proof.

EDITORIAL POLICIES

Actualizaciones en Osteoogia is an Open Access
Journal.

Page Fees: No charge for publication is required
except for color figures if requested by authors.
Copyright. Actualizaciones en Osteologia is the
official journal of the Asociacién Argentina de Os-
teologia y Metabolismo Mineral (AAOMM), which
holds copyright to all material published in the
Journal.

Copyright/authorship — Once an article is accep-
ted by the journal, and before its publication, the
author(s) should submit a signed document indi-
cating that the copyright is transferred to the Aso-
ciacion Argentina de Osteologia y Metabolismo
Mineral and giving consent for publication. Authors
should affirm that the article contains original data
and has not been previously published — expect in
abstract form —. Authors assume the responsibility
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tores deberan declarar que el articulo a publicar se
trata de un trabajo original y que no ha sido previa-
mente publicado —excepto en forma de resumen-.
Los autores asumen que no sera sometido a re-
visién o evaluacion por otra revista mientras esté
bajo revision de Actualizaciones en Osteologia.
Consentimiento informado — Cuando en el traba-
jo se haga referencia a estudios experimentales o
estudios clinicos realizados en seres humanos, el
autor debe declarar que los procedimientos fueron
realizados conforme las normas de ética apropia-
das y de acuerdo a los estandares de ética con-
tenidos en la Declaracion de Helsinki de 1964 vy la
Asociacién Médica Mundial . También debe decla-
rarse que todas las personas participantes de ese
estudio dieron su consentimiento informado previo
a la inclusién en el estudio, debiendo el autor remi-
tir una copia del mismo. Para la presentacién de un
caso clinico en el item Casuistica el autor asume a
su cargo la obligaciéon de informar debidamente al
paciente para que éste le brinde el consentimiento
informado expreso para incluir su historia clinica
y/o imagenes del mismo en el trabajo presentado
a larevista. Los autores asumen la responsabilidad
expresa en el caso de falseamiento o error en las
declaraciones de los pacientes.

Cuando se describan experimentos realizados en ani-
males, se debe declarar que se han seguido las pautas
éticas vigentes en la materia. La revista se reserva el
derecho de rechazar la publicacion de los trabajos que
no cumplan con los requisitos precedentes.
Duplicacion/publicaciéon redundante. Los auto-
res son responsables de asegurar que el manuscri-
to —incluyendo todos los datos, figuras y tablas— no
ha sido publicado anteriormente. Los articulos origi-
nales que proporcionan nuevos datos de los estu-
dios que han sido objeto de publicaciones anterio-
res, deben evitar la superposicién de los mismos y
los autores deberan enviar informacion sobre todas
las publicaciones previas al Editor responsable.
Conflicto de intereses. Los autores asumen a su
cargo la obligaciéon de declarar la existencia de
conflictos de interés, entendiéndose por tal cuan-
do un autor (o la institucion a la que éste pertene-
ce) tiene relaciones personales, académicas, inte-
lectuales o financieras que pudieran influenciar de
forma inapropiada sobre sus acciones o sobre el
contenido de su trabajo.

that it will not be submitted to revision or review in
other journal while is under review in Actualizacio-
nes en Osteologia.

Informed consent — When the article refers to ex-
periments or clinical studies performed in humans,
the author should declare that the procedures were
carried out following the appropriate ethic norms
and following the ethical standards included in the
Declaration of Helsinki of 1964 and World Medi-
cal Association. Authors should also declare that
all participants in the study provided the informed
consent before being included in the study, and
should submit a copy of the document to the jour-
nal. To include a clinical case in the section “Case
reports”, the authors should notify the patient, so
he/she can provide the explicit informed consent
to include his/her clinical history and/or images in
the manuscript submitted to the journal. Authors
are deemed responsible for distortions or errors in
patient declarations.

When animal experiments are described, it should
be stated that current ethical regulations have been
followed. The journal reserves its right to reject the
publication of articles that do not follow the above
mentioned requirements.

Duplicate/Redundant Publication. The co-
rresponding author is responsible for ensuring
that the manuscript —including all data, figures,
tables, and supplementary materials— has not
been previously reported or published. Original
Articles providing new data from studies that
have been the subject of previous publications
must avoid data overlap and authors must pro-
vide information on all previous publications to
the Editor-in-Chief.

Disclosure (conflict of interest) — Authors should
declare the existence of potential conflict of inter-
est, as pertain to his/her (or the institution to which
he/she belongs to) personal, academic, intellectual,
or financial relationships that could influence in an
improper mannerthe author’s actions or the con-
tent of the work.
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