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EDITORIAL / Editorial

EL ESTRONCIO EN EL TRATAMIENTO DE LA OSTEOPOROSIS

Ariel Sanchez*

Centro de Endocrinologia, Rosario.

En la actualidad, siendo la osteoporosis una enfermedad croénica, su tratamiento acompana
al paciente durante décadas. El médico frecuentemente elige como primera opcién un bifos-
fonato para un paciente de reciente diagnéstico. Hoy en dia se sabe que, ademas de por sus
efectos adversos (por ejemplo intolerancia gastrointestinal), los bifosfonatos deben ser sus-
pendidos luego de algunos afios de uso debido al riesgo de fracturas atipicas y osteonecrosis
de mandibula.™? Es asi como el profesional necesita otra opcion para continuar el tratamiento
de estos pacientes. El ranelato de estroncio (RSr) es una alternativa terapéutica para la osteo-
porosis ya que tiene un mecanismo Unico de accién dual que no conlleva los riesgos de los
bifosfonatos.®

Se ha demostrado que, a los pocos meses de iniciado el tratamiento con RSr, los marcado-
res bioquimicos de formacion 6sea aumentan y los de resorcion disminuyen,* lo que permite
evaluar el impacto sobre el recambio 6seo y predecir la respuesta densitométrica al cabo de un
aflo o mas.®

Su efecto antifracturario ha sido bien documentado, tanto en vértebras como en cadera,®
y hay una fuerte asociacion entre la respuesta densitométrica y la proteccion antifractura.® Re-
cientemente hemos publicado la experiencia acumulada por 10 centros argentinos especializa-
dos, que corrobora el aumento de la DMO con el uso de RSr en 350 pacientes con osteoporosis
posmenopausica tratadas previamente con bifosfonatos.”

Después del tratamiento con RSr se registra mayor tasa de aposiciéon mineral en el hueso
esponjoso, segun estudios de histomorfometria. Usando uCT de biopsias 6seas tomadas de
seres humanos tratados con RSr por mas de 5 afos se ha documentado aumento en el grosor
cortical y trabecular y en el nimero de trabéculas, sin ningun cambio en la porosidad cortical.?
También, luego de 2 afios de tratamiento se ha observado mayor espesor cortical y trabecular
en la tibia distal con RSr que con alendronato utilizando HR-pQCT.®

Después de un tratamiento de 36 meses con RSr en mujeres con osteoporosis posmeno-
pausica, los iones Sr reemplazan parcialmente al calcio en los cristales de hidroxiapatita, y solo
en hueso recién formado.®'" Ademas, el estroncio contenido en el hueso alcanza una meseta
a 3 afios, representando el 1,5-2,0% del peso del tejido en este ultimo estudio de biopsia." Sin
embargo, en el estudio de una sola voluntaria osteoporética que tomaba suplementos orales

* Correo electrénico: asanchez@circulomedicorosario.org
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de citrato de estroncio, el Sr 6seo se determind in vivo por fluorescencia de rayos X; en ese
caso se encontraron aumentos continuos en dedo y tobillo, con valores después de 800 dias
que representaban 7 y 15 veces, respectivamente, los niveles basales.' En cuanto a la “sobre-
estimacion” de la DMO, el factor de correccién molar de Sr es 10% por cada 1% de contenido
relativo de Sr en hidroxiapatita, independientemente del dispositivo DXA utilizado.®

En los estudios SOTI y TROPOS, un niumero apreciable de pacientes osteopénicos nor-
malizaron su DMO luego de 3 afios de tratamiento con RSr. En un estudio post hoc, las tasas
fueron 58% en columna y 19,6% en cadera total versus 11,9% y 1,6% en el grupo testigo,
respectivamente.™

Hemos confirmado que la respuesta densitométrica a RSr en pacientes tratados previamen-
te con bifosfonatos es menor que en los pacientes no expuestos previamente a dichos farma-
cos.”' Pero aun en pacientes pretratados con bifosfonatos, el incremento de la DMO puede ser
de importante magnitud y llegar a valores normales.®

En nuestra limitada experiencia, el estroncio (como ranelato u otra sal mas simple) puede
aumentar la DMO en sujetos jovenes osteopénicos.'®

El RSr no debe administrarse durante el embarazo, aunque ha sido usado luego del parto
para tratar la osteoporosis inducida por el embarazo, con buen resultado.™

El RSr es un recurso farmacolégico para promover la formacion del callo en fracturas con
retardo de consolidacion.?®

No todos los pacientes que reciben estroncio responden con incremento de la mineraliza-
cién Osea, quiza debido a distintas variantes alélicas del sensor-receptor de calcio en las célu-
las blanco. En mujeres posmenopausicas no tratadas previamente con bifosfonatos, la tasa de
respondedoras a RSr con aumento significativo de la DMO a nivel de la columna lumbar es de
60%, y a nivel de la cadera total, de 58%.'

Los efectos adversos del RSr son los siguientes:

a) Alinicio del tratamiento, el compuesto puede tener un efecto laxante, por lo que con-
viene comenzar indicando la mitad de la dosis diaria (es decir, 1 g) para, segun la tolerancia, au-
mentar a 2 g/dia después de unas semanas; otros efectos gastrointestinales son infrecuentes,
leves en magnitud, y solo raramente obligan a interrumpir el tratamiento.

b) Puede haber una reaccién de hipersensibilidad en las primeras 4-8 semanas de la ad-
ministracion, que clinicamente se manifiesta con erupcién cutanea y que se acompafia con
eosinofilia en sangre periférica. Si este sintoma se minimiza o se enmascara con medicacién
sintomatica y el ranelato de estroncio sigue administrandose, pueden sobrevenir severas com-
plicaciones parenquimatosas (hepatopatia, nefropatia). El sindrome es conocido por su sigla
en inglés como DRESS (drug reactions with eosinophilia and systemic symptoms). Es extrema-
damente infrecuente vy, en los registros del laboratorio de origen (Servier, Francia), se estima
su ocurrencia en 1 caso cada 70 000 usuarios. En mi practica siempre advierto que cualquier
manifestacién cutanea inusual (prurito o erupcién) durante el primer trimestre de tratamiento
debe comunicarse al médico tratante o al clinico, y el medicamente se debe interrumpir. En los
pocos casos en que he debido aconsejar la discontinuacién del RSr (generalmente por prurito
localizado o generalizado), he indicado su sustitucién por carbonato de estroncio en prepara-
cién magistral, ya que se trata de un compuesto inorganico, no alergénico.

c) Yaen los primeros estudios clinicos publicados se vio un leve aumento en la incidencia
de flebotrombosis en usuarias de RSr con respecto al grupo testigo. En las extensiones de esos
estudios y en los registros de seguridad se ha visto un incremento del riesgo de tromboembo-
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lismo venoso y pulmonar, y también de infarto de miocardio, en este Ultimo caso sobre la base
del autorreporte del problema por parte de pacientes, Bolland y Grey han analizado en detalle
los efectos cardiovasculares adversos del RSr.?2

Los érganos sanitarios regulatorios de la Unién Europea recomiendan —a partir de 2014- una
cuidadosa seleccion de los pacientes en los que resulta seguro el uso del RSr. Este no deberia
indicarse en sujetos con antecedentes de insuficiencia arterial coronaria o periférica, o de insu-
ficiencia cardiaca, o de accidente cerebrovascular, o con hipertension arterial mal controlada.??
Estas recomendaciones han sido respaldadas por la ANMAT. En la experiencia colaborativa
argentina no hubo efectos adversos serios en 350 pacientes seguidos por un afo.’

En conclusion, vemos que el RSr es ampliamente utilizado para el tratamiento de la osteo-
porosis. Es un farmaco eficaz y seguro, a condicién de que los pacientes por tratar sean ade-
cuadamente seleccionados.*?®
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Abstract

Bisphosphonates (BPs) anti-fracture efficacy
may be due in part to inhibition of osteocyte
apoptosis. This effect requires opening of con-
nexin (Cx) 43 hemichannels and phosphoryla-
tion of the extracellular signal regulated kinases
(ERKSs). However, unlike ERK activation by other
stimuli, the Cx43/ERK pathway activated by BPs
does not result in nuclear ERK accumulation. In-
stead, the anti-apoptotic effect of BPs depends
on phosphorylation of cytoplasmic ERK targets
and is abolished by forced nuclear retention of
ERKs. We now report that ERKs and the scaf-
folding protein (3-arrestin co-immuno-precipitate
with Cx43 in MLO-Y4 osteocytic cells and that
the BP alendronate increases this association.
Moreover, ERK2 fused to red fluorescent pro-
tein (ERK2-RFP) co-localizes with Cx43 fused
to green fluorescent protein outside the nucleus
in cells untreated or treated with alendronate.
Alendronate does not induce ERK nuclear ac-
cumulation in cells transfected with wild type
B-arrestin (WtARR) or vector control, whereas
it does in cells expressing a dominant nega-
tive B-arrestin mutant (dnARR) consisting of the
B-arrestin-clathrin binding domain that com-
petes with endogenous p-arrestin for binding to

clathrin. Alendronate activates ERKs in dnARR-
transfected cells as effectively as in cells trans-
fected with wtARR, demonstrating that dnARR
only interferes with subcellular localization but
not with activation of ERKs by BPs. Further,
whereas alendronate inhibits apoptosis in cells
expressing WtARR or vector control, it is inef-
fective in cells expressing dnARR. Thus, BPs
induce the formation of a complex comprising
Cx43, p-arrestin, and clathrin, which directs
ERKs outside the nucleus and is indispensable
for osteocyte survival induced by BPs.

Key words: osteocyte, bisphosphonate, be-
ta-arrestin, apoptosis

Resumen

EL COMPLEJO 3-ARRESTINA/CONEXINA 43
(Cx43) RETIENE ERKS FUERA DEL NUCLEO:
UN PASO NECESARIO PARA EL EFECTO AN-
TI-APOPTOTICO DE LOS BISFOSFONATOS
MEDIADO POR Cx34/ERK EN OSTEOCITOS

La efectividad de los bisfosfonatos (BPs) en
la prevenciéon de fracturas puede deberse en
parte a la inhibicién de la apoptosis de osteoci-
tos. Este efecto depende de la apertura de he-
micanales de conexina (Cx) 43 y la fosforilacion

* Correo electronico: Iplotkin@iupui.edu * Current address: IMMA Facultad de Medicina, Universidad San
Pablo CEU, 28868 Boadilla del Monte, Madrid, Spain
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de quinasas reguladas por sefiales extracelula-
res (ERKSs). Sin embargo, a diferencia de la acti-
vacion de ERKs debida a otros estimulos, la via
de sefalizacién Cx43/ERK activada por BPs no
conlleva la acumulacion de ERKSs en el nucleo.
El efecto anti-apoptético de los BPs depende
de la fosforilacién de blancos citoplasmaticos
de ERKs y es inhibido cuando las quinasas son
retenidas en el nucleo. En este estudio hemos
demostrado que ERKSs y la proteina “scaffol-
ding” p-arrestina co-inmunoprecipitan con
Cx43 en células osteociticas MLO-Y4 y que
alendronato aumenta esta asociacién. Mas
aun, ERK2 fusionada a la proteina roja fluores-
cente (ERK2-RFP) co-localiza con Cx43 fusio-
nada con la proteina verde fluorescente fuera
del ndcleo en células tratadas con vehiculo o
alendronato. Alendronato no indujo la acumu-
lacion nuclear de ERK en células transfectadas
con B-arrestina nativa (WtARR) o con un vector
control, pero si lo hizo en células que expresan
una forma dominante negativa de B-arrestina
(dnARR), consistente en el dominio de interac-
cion entre p-arrestina y clatrina, y que compite
con B-arrestina endégena por la unién a clatri-
na. Alendronato activa ERKs con la misma efi-
ciencia en células transfectadas con dnARR o
wtARR, demostrando que dnARR sdlo interfie-
re con la localizacion subcelular de ERKs, pero
no con su activacion inducida por los BPs. Mas
aun, mientras alendronato inhibe apoptosis en
células que expresan wtARR o vector control,
es inefectivo en células que expresan dnARR.
En conclusion, los BPs inducen la formacién
de un complejo que incluye Cx43, p-arrestina
y clatrina, el cual retiene ERKs fuera del nucleo
y es indispensable para la sobrevida de los os-
teocitos inducida por estas drogas.

Palabras clave: osteocito, bifosfonatos, be-
ta-arrestina, apoptosis

Introduction

Bisphosphonates (BPs) are drugs used
to preserve bone mass due to their inhibitory
effects on osteoclast function, and therefore,
act as anti-resorptive agents.” Reduced

mediated by Cx43/ERK in osteocytes

osteoclast viability induced by BPs occurs
as a consequence of the inhibition of the
mevalonate pathway, or to formation of
toxic intracellular metabolites. However, the
efficacy of BPs on the prevention of bone
fractures cannot be explained completely by
their effect on bone resorption. We and others
have shown that bisphosphonates prevent
osteoblast and osteocyte apoptosis induced
by the glucocorticoid dexamethasone, the
topoisomerase inhibitor etoposide, and the
cytokine tumor necrosis alpha in vitro, and
induced by glucocorticoid excess and by
lack or excessive mechanical forces in vivo,?®
raising the possibility that preservation of the
osteocyte network might contribute to the
beneficial effects of BPs on the skeleton.*
The mechanism for the survival effect of
these agents on osteoblastic cells differs from
the one by which BPs inhibit the function of
osteoclasts. Thus, the concentration required
for the effect of BPs on osteoblastic cells is
several orders of magnitude lower than the
one required to induce osteoclast apoptosis.
Further, the anti-apoptotic effect of BPs on
osteoblastic cells can be dissociated from
the effect of the drugs on osteoclast using
BP analogs. In particular, 1G9402, a BP that
does not inhibit the mevalonate pathway or
affect osteoclast viability in vitro,>® does not
affect bone remodeling but was as effective as
alendronate in activating ERKs and preventing
osteoblast and osteocyte apoptosis and the
decrease in bone mass and strength induced
by glucocorticoids.® Furthermore, 1G9402
is able to prevent osteocyte apoptosis and
partially preserve bone strength, without
affecting bone resorption in mice unloaded by
tail suspension.®

The role of connexin channels in bone
cells, and in particular in osteoblasts and
osteocytes, have been extensively study,
both in vitro and in vivo.”'? Cx43 is required
for osteoblast and osteoclast differentiation,
and for the viability of osteocytes.'®'s Further,
Cx43 can regulate the expression of genes
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required for osteoblast differentiation directly
in osteoblast altering the levels of Runx2 and
osteocalcin,'®'416 or through the regulation of
genes that control osteoblast differentiation
in osteocytes, such as Sost/sclerostin.'® In
addition, Cx43 regulates the expression of
cytokines required for osteoclast differentia-
tion in osteoblastic cells, and Cx43 deletion
results in increased expression of the pro-os-
teoclastogenic cytokine receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) and
in decreased expression of the anti-osteo-
clastogenic cytokine osteoprotegerin (OPG),
resulting in a cytokine ratio that favors osteo-
clast differentiation.'”'® Furthermore, Cx43
channels are required for osteoclast differen-
tiation.2%2' and deletion of Cx43 from osteo-
clast progenitors inhibit their differentiation in
vivo.22

Previous evidence demonstrated that
inhibition of osteocyte apoptosis by BPs
is mediated via a novel paradigm of signal
transduction involving connexin (Cx) 43
hemichannels and the subsequent activation
of ERKs.2® In addition, we found that unlike
other ERK activators such as estradiol,
BPs do not cause nuclear accumulation
of ERKs.?* And, moreover, forced nuclear
retention of the kinases abolishes the survival
effect of BPs. However, the mechanism of
the extra-nuclear retention of ERKs remained
heretofore unknown.

B-arrestins are scaffolding proteins that
bind to seven-transmembrane G protein-
coupled receptors and to clathrin.?® This
interaction results in receptor internalization
leading to recycling of the receptor to the
cell surface or to its degradation, and the
desensitization of the cell to the action of the
receptor ligand. This mechanism modulates
the actions of hormones, cytokines, and
pharmacological agents, including parathyroid
hormone, calcitonin, hepatocyte growth
factor, and agonists of the p2-adrenergic
receptors. More recent evidence indicate that
B-arrestins also act as scaffolds for intracellular

mediated by Cx43/ERK in osteocytes

signaling kinases, interacting with Src and
ERKs, resulting in extra-nuclear retention the
kinases. Furthermore, we have shown that the
interaction of Cx43 with p-arrestin is required
for cAMP-mediated gene transcription and the
anti-apoptotic effect of parathyroid hormone
in osteoblastic cells.?

Based on the absolute requirement of
Cx43 for the anti-apoptotic effect of BPs,?3?”
we hypothesized that ERKs activated by BPs
are retained outside the nucleus by forming a
complex with Cx43 and associated scaffolding
proteins. In this study we examined whether
B-arrestins associate with Cx43 and whether
this complex is involved in the anti-apoptotic
effect of BPs mediated by ERKs.

Materials and Methods
Cell culture

MLO-Y4 osteocytic cells derived from mu-
rine long bones were cultured as previously
described.*? Cells were maintained in a-MEM
medium containing L-glutamine and 1 % v/v
penicillin/streptomycin (Gibco), 10 % heat in-
activated fetal bovine serum (Hyclone).

DNA constructs and transient transfection

The constructs encoding the nuclear green
fluorescent protein (h\GFP) or the nuclear red
fluorescent protein (NRFP) were previously
described.*?® Cx43-GFP was provided by D.
Laird (University of Western Ontario, London,
Ontario, Canada).’*® Wild-type mitogen-
activated protein kinase/extracellular signal-
regulated kinase kinase (MEK) was provided
by N. G. Ahn (University of Colorado, Boulder,
CO).%" ERK-RFP was provided by L. Luttrell
(Medical University of South Carolina,
Charleston, SC).22 Wild type p-arrestin
and p-arrestin®'®4®  (dnARR) constructs
were provided by K. DeFea (University of
California, Riverside, CA).*® These constructs
have been shown to be normally expressed
at the protein and mRNA levels. Cells were
transiently transfected using Lipofectamine
Plus (Invitrogen) as previously described.??

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 1 - 2016
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The efficiency of transfection was ~70%, as
determined by quantifying cells expressing
or not the fluorescent proteins under a
fluorescence microscope.

Quantification of apoptotic cells

Apoptosis was induced in semi-confluent
cultures (less than 75% confluence). Cells
were treated with vehicle or 107 M alendronate
for 1 h, followed by treatment with 50 yM
etoposide for 6 h, as previously reported.?
The concentration of alendronate and
etoposide were chosen based on previous
studies showing a maximum effect for both
agents in MLO-Y4 osteocytic cells. Apoptosis
was assessed by enumerating MLO-Y4
cells expressing nRFP exhibiting chromatin
condensation and nuclear fragmentation under
a fluorescence microscope. At least 250 cells
from fields selected by systematic random
sampling for each experimental condition
were examined. The percentage of apoptosis
was calculated using the formula (% DC_, - %
DC) / (% DC_- % DC) x 100, where DC =
dead cells, e = etoposide-treated cultures, s =
alendronate- or 17festradiol-treated cultures
and v = vehicle-treated cultures, as previously
published.?2®

Sub-cellular localization of ERK

MLO-Y4 cells were transiently transfected
with ERK2-RFP to allow the visualization
of ERK and wild type MEK to anchor
inactive ERK2 in the cytoplasm. Following
transfection, cells were cultured in growth
medium for 40 h, followed by incubation with
a-MEM containing 107 M alendronate or 10”7
M 17p-estradiol for 30 min. The percentage
of cells showing nuclear accumulation of
ERK2-RFP was quantified by enumerating
cells exhibiting increased RFP in the
nucleus compared to the cytoplasm, using
a fluorescence microscope. At least 250
cells from fields selected by systematic
random sampling were examined for each
experimental condition.

mediated by Cx43/ERK in osteocytes

Western Blot analysis and immunoprecipi-
tation

Western blots were performed using a
rabbit anti-Cx43 antibody (Sigma, St. Louis,
MO), rabbit anti-ERK, goat anti-p-arrestint,
and mouse anti-GFP antibodies (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), following
published protocols.?®2® The intensity of the
bands was quantified using the Fotodyne
system (Hartland, WI). Each plate was lysed
with 0.1 ml of RIPA buffer (150 mM NaCl, 1.0%
IGEPAL® CA-630, 0.5% sodium deoxycholate,
0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8.0, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) supplemented
with phosphatase inhibitors (sodium fluoride,
sodium orthovanadate) and protease inhibitors
(leupeptin, aprotinin). Immunoprecipitation
was performed using 600 pug of extracts and
2 g of anti-Cx43 (Sigma), overnight at 4°C.
Complexes were collected with 50 pl of 25%
slurry of protein-G agarose beads (Santa Cruz
Biotechnology).

Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA,
and the Student-Newman-Keuls method was
used to estimate the level of significance of
differences between means.

Results

First, we examined whether ERKs and Cx43
exhibit the same sub-cellular localization. For
this, MLO-Y4 osteocytic cells were transfected
with Cx43 fused to GFP together with ERK2
fused to RFP (Figure 1A). The localization of the
molecules was visualized under a fluorescence
microscope. Cx43 was found in discrete areas
outside the nucleus in un-stimulated cells. This
distribution did not change upon treatment
with alendronate or 17-Bestradiol. ERK2-RFP
localized outside the nucleus in vehicle as
well as alendronate-treated cells. Therefore,
the merge images show that ERK2-RFP co-
localizes with Cx43-GFP outside the nucleus
in both untreated and alendronate-treated
cells. On the other hand, ERK2-RFP localized
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mediated by Cx43/ERK in osteocytes
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Figure 1. Cx43 interacts with p-arrestin and ERKs in the cytoplasm of MLO-Y4 osteocytic cells,

an interaction that is rapidly enhanced by alendronate treatment. (A) MLO-Y4 cells were transiently

transfected with the indicated constructs and treated with 107 M alendronate or 17f-estradiol for 2

minutes. Cells were fixed and observed under a fluorescence microscope. (B) Cells were treated with

alendronate for the indicated times, and Cx43 was immuno-precipitated as indicated in the methods

section. Western blot analysis was performed with the whole lysates (input) or with protein extracts after

immunoprecipitation with non-immune (ni) IgG as control or with anti-Cx43 antibodies. Western blot (WB)

analysis was performed using the indicated antibodies.

in the nucleus in 17-Bestradiol-treated cells.
These results raised the possibility that ERKs
interact with Cx43 in the presence of BPs.
Western blot analysis showed that alendronate
treatment for 2 or 5 min did not affect the total
amount of ERK, p-arrestin-1 or Cx43 present
in MLO-Y4 cell lysates (Figure 1B). In addition,
we found that ERKs and f-arrestin-1 co-
immunoprecipitated with Cx43 in the absence
of BP and the association among these proteins
was increased in the presence of alendronate.

We then determine the participation of
B-arrestin in the anti-apoptotic effect of BPs.
For this experiments, we used etoposide
as pro-apoptotic agents since we have
extensively used it and consistently increase
apoptosis of MLO-Y4 osteocytic cells.#%2324
We transiently transfected MLO-Y4 osteocytic
cells with 2 different constructs, wild type or
dominant negative p-arrestin, both tagged
with GFP (Figure 2). In addition, cells were
transfected with GFP as vector control. The

wild type p-arrestin construct renders a protein
of 75 kD, which localizes in the cytoplasm,
with no detectable localization at the plasma
membrane (Figure 2A). GFP-tagged dnARR
consists of aminoacids 319-418 and renders a
protein of 40 kD, with a punctuate distribution
throughout the cell which resembles the
distribution of clathrin. This mutant comprises
only the clathrin binding domain of p-arrestin
and act as a dominant negative by competing
with endogenous f-arrestin for binding to
clathrin. Both wild type and dominant negative
B-arrestin were expressed at similar levels, as
determined by Western blotting using anti-
green fluorescent protein antibodies.
Overexpression of B-arrestin-1 constructs
did not interfere with alendronate-induced
ERK activation. Thus, 2-min treatment with
alendronate induced similar increases in ERK
phosphorylation in un-transfected cells than in
cells expressing wild type or dominant negative
B-arrestin (Figure 2B). As shown before,
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15



Plotkin LI & col: Bisphosphonate anti-apoptotic effect
mediated by Cx43/ERK in osteocytes

n‘ WEB: anti-GFP
1 ] GFP
-— wi
R-arrestin-1-GFP woctor (GFP) wild type dominant negative
un-tranafeciod rrgadin-1-GFP
fl-a
wi dn
slendionati * - & = &
-
PERK e - . .
-— - -—
= e ER 2S
pERKERK 1 21 1 18 11
(Fodd increasa)
Cc a *
] T * * &
8 2 alia T
w g T
& ‘NN -
]
2
L]
3
F
.Ei 100
2z
g "
s i = |
= v A E v A E v oA E
vaior waild Bype dominant negative
|GFF)
p-asraitin-GFP

Figure 2. Blockade of endogenous -arrestin interaction with clathrin using a dominant negative
p-arrestin abolishes ERK extra-nuclear retention and anti-apoptosis induced by BPs. (A) MLO-Y4
osteocytic cells were transiently transfected with GFP (vector control), or GFP-tagged wild type p-arrestin
(wt) or the dominant negative truncated molecule (dn) together with RFP targeted to the nucleus (nRFP).
Forty-eight hours after transfection cells were either treated to obtain proteins lysates or fixed. Protein
lysates were analyzed by Western blotting using an anti-GFP antibody. Fixed cells were observed under
fluorescence microscope. (B) MLO-Y4 osteocytic cells were left un-transfected or transfected with wt
or dn B-arrestin-1-GFP. Forty eight hours after transfection, cells were treated with vehicle or 107 M
alendronate for 2 minutes and protein lysates were prepared. The levels of phosphorylate ERKs (pERKS)
were analyzed by Western blotting using specific antibodies and corrected by the level of total ERKs. (C)
MLO-Y4 osteocytic cells were transiently transfected with the indicated constructs together with nRFP.
Forty eight hours later, cells were treated with vehicle, 107 M alendronate or 173-estradiol for 2 minutes, or
treated with the reagents for 30 min, followed by a 6-h treatment with the pro-apoptotic agent etoposide
(50 uM). Subsequently, cells were fixed and scored under a fluorescence microscope.

alendronate did not induce ERK nuclear kinase (Figure 2C). Similarly, alendronate did

accumulation in cells transfected with GFP,
whereas 17-estradiol increase the percentage
of cells exhibiting nuclear accumulation of the

not induce nuclear accumulation of ERKs
in cells expressing wild type p-arrestin,
whereas it did increase nuclear accumulation
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of ERKs in cells expressing the dominant
negative construct. In contrast, neither
wild type nor dominant negative B-arrestin
altered 17p-estradiol-induced nuclear ERK
accumulation. Consistent with the requirement
of extra-nuclear localization of ERKs for the
survival effect of BPs, alendronate did not
inhibit apoptosis induced by etoposide in cells
expressing the dnARR mutant, whereas it
prevented apoptosis in cells expressing GFP or
wild type B-arrestin. The anti-apoptotic effect
of 17p-estradiol was not affected by either
dominant negative or wild type f-arrestin.
Taken together, these results indicate the
specificity of the cross-talk between B-arrestin
and the Cx43/ERK pathway.

mediated by Cx43/ERK in osteocytes

Discussion

The studies reported herein demonstrate
that Cx43 co-localizes with ERKs outside the
nucleus in untreated cells or in cells treated
with alendronate; and that alendronate induces
the association of Cx43 with p-arrestin-1 and
ERKs (Figure 3). Furthermore, inhibition of the
association of B-arrestin with clathrin prevents
alendronate-induced extra-nuclear localization
of ERKs and anti-apoptosis. On the other hand,
wild type or dominant negative p-arrestin-1 did
not affect ERK sub-cellular localization or anti-
apoptosis induced by 17f-estradiol, adding
further evidence for the distinct mechanism of
action of the two types of anti-resorptive drugs
in osteocytic cells.

\4

bisphosphonates

p-C/IEBPb p-BAD

osteocyte / osteoblast survival

nuclear
ERKs

Figure 3. Working model. $-arrestin forms a complex with Cx43 and clathrin that also encompass Src,
which retains ERKs activated by BPs outside the nucleus. This complex favors the activation of the
cytoplasmic target of ERKs p90fsk, and the phosphorylation of C/EBPp and BAD, resulting in osteocyte
(and osteoblast) survival.

BPs are widely used for the treatment of inhibition of osteoclast function. In addition,

conditions associated with low bone mass.’
Their beneficial effects are a consequence
of the reduction in bone resorption due to

BPs prevent osteocyte and osteoblast
apoptosis, an effect that can contribute to the
anti-fracture efficacy of these drugs.? Indeed,
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administration of a BP analog that does
affect osteoclasts but prevents osteocyte and
osteoblast apoptosis is able to prevent the
decrease in bone mass and strength induced
by glucocorticoid excess in mice.5%3* As the
classical BPs, this novel analog requires the
expression of Cx43 to prevent osteocyte and
osteoblast apoptosis.® Even though receptors
for BPs have not been described, these
agents bind to the cell surface in a specific
and saturable manner.®> However, the binding
is independent of the expression of Cx43,
indicating that another molecule binds to BPs,
leading to opening of Cx43 hemichannels,
and the activation the Src/MEK/ERK signaling
pathway, followed by the phosphorylation
of cytoplasmic targets of the kinases and
cell survival. This survival signaling pathway
mediated by kinases does not required new
gene transcription.?* This contrasts with the
anti-apoptotic effect of sex steroids, which
also requires Src/MEK/ERK activation, but
is abolished when ERKs are retained in the
cytoplasm or when new gene transcription is
inhibited.?4#*¢ We now show that retention of
ERKs in the cytoplasm and osteocyte survival
induced by BPs requires the association
among Cx43, p-arrestin and clathrin.

We have previously reported that the
association between Cx43 and p-arrestin
is required for the survival effect of PTH
in osteoblastic cells.?® However, the anti-
apoptotic effect of PTH does not require ERK
activation and, instead, it is mediated by new
gene transcription downstream of cAMP
activation.®” In this context, Cx43 sequesters
B-arrestin, preventing its binding to the PTH
receptor and, therefore, the inhibition of PTH-
induced, cAMP-mediate gene transcription.
Thus, p-arrestin contributes to osteocyte and
osteoblast survival by at least two different
means: by allowing the activation of the
cAMP/PKA pathway in the presence of PTH,
and by retaining ERK activated by BPs in the
cytoplasm, without affecting the activation
of the kinase. These actions of p-arrestins

mediated by Cx43/ERK in osteocytes

in osteoblastic cells add to the discoveries
on the novel actions of p-arrestins, not only
as molecules involved in desensitization
of G protein-coupled receptors and their
internalization, but also as scaffolds for
intracellular kinases and targets of novel
agonists.?® These agonists that can activate
arrestin-selective signaling downstream of
the seven-transmembrane receptors, without
activating G-protein-mediated signaling are
named “biased agonists”. Taken together,
these pieces of evidence suggest that BPs
can be considered a new class of biased
[-arrestin agonist, although the identity of the
receptor activated by these agents remains to
be determined.

In conclusion, our study adds to the
functions of Cx43 as a scaffolding molecule
that binds intracellular structural and signaling
molecules. Based on the evidence presented
here and our previous studies,?*?* we proposed
that, through its C-terminus domain, Cx43
binds to p-arrestin and forms a complex with
clathrin, Src and MEK, leading to activation
of ERKs and their retention in the cytoplasm
(Figure 3). This signaling cascade leads to the
activation of p90fSK and the phosphorylation
of C/EBPp and Bad. Phosphorylated C/EBPf3
binds and blocks active caspase3, whereas
phosphorylated Bad is inactive, resulting
in anti-apoptotic signaling and osteoblast/
osteocyte survival.
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Abstrat

Purpose: to study the healing process of
a defect of the compact bone tissue after the
implantation of osteoplastic material «easy-
graft CRYSTAL». Methods: the experiment
was conducted on 24 Wistar rats. In the middle
third of the diaphysis of the femur we created
a perforated defect of 2.5 mm diameter in
the medullary canal, which was filled with
osteoplastic material «easy-graft CRYSTAL».
Fragments of the injured bones were studied
on the 60™" and 120" days by light microscopy
with morphometry and scanning electron
microscopy. Results: it was found that in
the area of the defect of the compact bone
tissue «easy-graft CRYSTAL» shows high
biocompatibility, osteoconductive properties
and provides stability to the volume of the
defect due to good integration with the bone
tissue of regenerate and absence of signs of
resorption of osteoplastic material throughout
the period of experiment.
Key words: rats, bone, hydroxyapatite,
pB-tricalcium phosphate, reparative osteogenesis.

* e-mail address: korenkov-alexsey@mail.ru

Resumen

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL
PROCESO DE REPARACION DE UN DE-
FECTO EXPERIMENTAL EN DIAFISIS DE
HUESOS LARGOS POSTIMPLANTACION
DE MATERIAL BIFASICO OSTEOPLASTICO

Objetivo: estudiar el proceso de repara-
cién de un defecto del tejido éseo compacto
después de la implantacién de material os-
teoplastico (easy-graft CRYSTAL). Métodos:
el experimento se realizd en 24 ratas Wistar.
Se realiz6 en el tercio medio de la diafisis del
fémur un defecto de 2,5 mm de didametro en
el canal medular que se rellen6 de material de
osteoplastico (easy-graft CRYSTAL). Los hue-
sos lesionados fueron estudiados en los dias
602 y 120% mediante microscopia 6ptica y mi-
croscopia electrénica de barrido. Resultados:
se encontré que en la zona del defecto del
tejido 6seo compacto el injerto mostré alta
biocompatibilidad y propiedades osteocon-
ductivas y proporcioné estabilidad al volumen
del defecto debido a la buena integracién con
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el tejido 6seo y ausencia de signos de resor-
cién de material osteoplastico durante todo el
periodo experimental.

Palabras clave: ratas, hueso, hidroxiapatita,
fosfato tricélcico, reparacion.

Introduction

One of the most important problems that
orthopaedic physicians face in their practice is
bone defects regeneration. The high frequency
of occurrence of bone defects dictate the need
to find tools that would ensure their full recovery.
Transplantation of bone tissue, which is used to
treat this condition has a long history and has
achieved a considerable success. However,
despite this, the used auto- and xenografts
still have serious drawbacks. Thus, xenogeneic
material has strong antigenic activity, and the
restructuring process is much slower compared
to other osteoplastic materials. In addition, when
bone tissue of animal origins are used, there is
a risk of transmission of infectious diseases.
In turn, the use of bone autografts is greatly
limited in the medical practice because of the
additional injuries, failure to use them in case of
large bone defects, prolongation of operation
time, the possibility of complications (fractures
in the donor site, nerve damage, cosmetic
defects, and prolapse of bone defects), the
rejection of the implant and preservation of
the autogenous plastic material. As a result, in
recent years there has been a growing interest
in calcium phosphate osteoplastic materials
to replace bone tissue in the clinical practice.
The similarity of their chemical structure with
that of bone tissue and inertness to biological
tissues makes possible to widely use them
to replace the lost bone tissue.! In addition,
synthetic nature of calcium phosphate mate-
rial guarantees safety, preventing the risk
of infection, and clinical trials consistently
demonstrate the exceptional biocompatibility
of the materials.?

It is known that tricalcium phosphate and
hydroxyapatite, which have different resorption

Korenkov A: Healing of bone defects
after osteoplastic material implantation

in the area of implantation, are most commonly
used to replace bone defects.® Physicians
take into consideration this ability when using
implants in each clinical sitution. Thanks to
the fact that tricalcium phosphate undergoes
resorption faster than hydroxyapatite, it is
possible to combine them in a biphasic
osteoplastic medication in order to regulate
the process of resorption in the area of
implantation through the changes of the ratio
of its components.* Today it is believed that the
optimal ratio of hydroxyapatite and tricalcium
phosphate as part of biphasic osteoplastic
material is 60% to 40%.% One of these relatively
new substances is «easy-graft CRYSTAL»,
which was developed in Switzerland by the
company Degradable Solutions AG. With the
help of the study of B-tricalcium phosphate
phase of the «easy-graft» products, it was
found that after its implantation into the bone
defectit undergoes resorption and replacement
by the bone tissue within 6-7 months.t At
the same time advertising information and
scientific and clinical studies indicate that
biphasic osteoplastic «easy-graft CRYSTAL»
preparation undergoes a partial resorption
and mainly due to p-tricalcium phosphate and
hydroxyapatite, thus remaining in the area
of the defect for a longer period, ensuring
prevention of atrophy and preservation of bone
tissue volume.” However, these conclusions
were made from histological studies on the
jaws, flat and spongy bones, but there is no
information on the impact of «easy-graft
CRYSTAL» on healing of compact bone tissue
defect.® Thus, the purpose of our work was to
study the healing process of the experimental
defect of the compact bone tissue after the
implantation of osteoplastic material «easy-
graft CRYSTAL».

Materials and methods

The experiment was performed on 24
white Wistar rats eight months of age with an
average weight of 250+10 g. All procedures
were accorting to the Commission on
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Biomedical Ethics of Sumy State University
(Minutes N° 4/13 of 05.18.2015). The study
protocol was according to the provisions
“European Community Directive of 24
November 1986 on the maintenance and use
of laboratory animals for research purposes”.
Before surgery, animals were injected with
0.6 mg of acepromazine (2.5 mg per 1 kg
body weight of rat), and in 5 minutes 18 mg
of ketamine (75 mg per 1 kg of rat weight).
After the introduction of anesthesia under
aseptic conditions we produced a defect
to the medullary canal of 2.5 mm diameter,
without rigid fixation, in the middle third of
the femoral shaft using a portable drill with
a spherical cutter at low speed with cooling.
The defect was filled with the osteoplastic
material «easy-graft CRYSTAL» (Degradable
Solutions AG, Switzerland registration No
2008/03310). The preparation was made in
a syringe with granules and a vial with an
organic solvent BioLinker®. The granules
consist of 40% p-tricalcium phosphate and
60% hydroxyapatite, and BioLinker® — water
and N-methyl-2-pyrrolidone (NMP). Each
granule of the material (Figure 1) was covered
with thin (10 pm) polymer of polylactic and
polyglycolic acid (PLGA), which is capable of
resorption.3?®

Before the injection of the material into

WD=8.4mm

Figure. 1. Granule of osteoplastic material «easy-
graft CRYSTAL». Electronic scanning image. 150X.

Korenkov A: Healing of bone defects
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the defect the granules were soaked in
the BioLinker® solution, which temporarily
softened the outer shell of granules and
provided their bonding. In this case the
material gained a lamellar mass consistency,
which was easy to model in the shape of the
defect. After injecting the material into the
bone defect, it was soaked with blood, which
ensured the removal of BioLinker®, and the
material began to harden within minutes.
Thus, a stable porous mass with microcells
inside the granules the size from 1 to 10 pm
and macrocells between separate granules
was formed.

After entering into the bone defect of
osteoplastic material the wound was tightly
stitched with silk thread through all layers of
soft cover, the seam was treated with 3%
alcohol solution of iodine for prevention of
septic complications. Ketorolac was injected
intramuscularly at a dose of 0.6 mg two times
a day for analgesia for 3 days after operation.

Sixty and 120 days after surgery, the animals
were taken out of the experiment by decapitation
under deep ether anesthesia with further analysis
of the injured bones by light (with morphometry)
and scanning electron microscopy, which was
performed on the electron microscope “REM
106-1”. Histological cuts stained with hematoxylin
and eosin, were analyzed in light microscope
Olympus, and photographed with a digital
camera. Morphometric analysis was performed
using image processing program “Video-Test”
and “Video-Size”: we determined in the area
of the defect the relative percentage of bone
tissue and remnants of osteoplastic material as
the ratio of the area of these components (%)
to the total area of the site of the defect (100%).
In addition, we investigated the structure of
the tissue adjacent to the site of implantation
in order to establish or refute postoperative
complications due to the presence or absence of
signs of necrobiosis and necrosis of osteocytes.
The resulting digital values were processed
statistically calculating the mean value (M) and
standard error (m). The significance of differences
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between the indicators of the 60" and the 120
days was evaluated using Student t-test with the
use of statistical computer program MS Excel
XP. The differences were considered significant
if p<0.05.

Results

On the 60" day of the experiment, the
cavity of the defect was filled with bone
tissue of the regenerate, which occupied
66.81+1.84% of the whole area of the
defect. The latter had lamellar structure and
contained a significant number of osteocytes
and osteoblasts. The rest of the area of
the defect (33.19+1.84%) was occupied by
large and small fragments of osteoplastic
material, which were fully integrated into the
bone tissue of the regenerate. Inside of the
remnants of osteoplastic material there were
found osteogenic cells with small foci of
osteogenesis. The original bone adjacent to
the implantation site was characterized by the
presence of typical osteocytes.

On the 120" day of the experiment the area

Figure 2. The area of the defect of femur of a rat
on the 60" day after the implantation of «easy-graft
CRYSTAL». Small fragments (1) and large granules
(2) of «easy-graft CRYSTAL» with osteogenic cells
(3) and foci of osteogenesis (4), which are integrated
into the lamellar bone tissue of the regenerate (5).
Adjacent to the site of implantation maternal bone
(MB). Haematoxylin & Eosin staining 100X.

Korenkov A: Healing of bone defects
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of the defect was filled with the bone tissue of
the regenerate with remnants of osteoplastic
material integrated in its structure. However,
compared with the 60" day, the area of the
osteoplastic material decreased on 14.52%
(p>0.05), and the area of the bone tissue of the
regenerate on the contrary increased on 7.19%
(p>0.05) and was 28.37+1.61% in the first and
71.62+1.61% in the second case, the differences
did not reach significance. The bone tissue of
the regenerate had mature lamellar structure
and was characterized by the presence of the
formed osteons, osteoblasts and osteocytes.
That is, during this period of observation the
bone tissue of the regenerate in its structure was
approaching to the original bone. In the structure
of the latter there were typical osteocytes with
the long appendages. Osteoplastic material
was represented in the vast majority by large
granules of round shape, and there was also
found a small amount of small fragments. Inside
the granules of osteoplastic material we found
osteogenic cells, foci of osteogenesis, and the
elements of bone marrow.

WD=11.5mm 20.00kV x4.00k 10nm

Figure 3. The area of the defect of femur of a rat
on the 60" day after the implantation of «easy-graft
CRYSTAL». Osteocytes (1) in the lacunae of bone
tissue of the regenerate, which is formed directly
on the surface of osteoplastic material. Electronic
scanning image 4000X.
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Figure 4. The area of the defect of femur of a rat
on the 120" day after the implantation of «easy-
graft CRYSTAL». Large granules of osteoplastic
material (1) with foci of osteogenesis (2), bone
marrow elements (3) and its small fragments (4),
which are integrated into lamellar bone tissue of
the regenerate (5). Haematoxylin & eosin 100X.

Discussion

Using microscopic techniques the study
has found that the osteoplastic material
«easy-graft CRYSTAL» is characterized by
high biocompatibility, as evidenced by the
absence through the entire duration of the
experiment of an inflammatory process in the
area of the defect, necrosis, or necrobiosis
of osteocytes in the area adjacent to the
implantation site of the original bone. These
results are consistent with the data of most
researchers.5%° Osteogenic cells showed
high tropism for osteoplastic material, as
evidenced by their location and formation of
small foci of osteogenesis inside the granules
of «easy-graft CRYSTAL». The formation and
maturation of bone tissue of the regenerate
happeneddirectly onthe surface of «easy-graft
CRYSTAL», indicating the osteoconductive
properties of osteoplastic material and its
good integration with bone tissue of the
regenerate. Schmidlin et al. in their study
also observed in the defect of the frontal and

Korenkov A: Healing of bone defects
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10um

WD=12.0mm

20.00kV. x5.00k
Figure 5. The area of the defect of femur of arat on
the 120" day after the implantation of «easy-graft
CRYSTAL». Osteocyte (1) in a lacunae of a newly-
formed lamellar bone tissue, which surrounds
the remnants of osteoplastic material. Electronic
scanning image 5000X.

parietal bones of rabbits neoplasm of bone
tissue of regenerate directly on the surface
of the granules of «easy-graft CRYSTAL».
However, the percentage of the bone tissue
on the 60" and 120" day after the implantation
of «easy-graft CRYSTAL» was relatively small
(20.16+£5.27% and 22.40+5.54%) and most
importantly, there was no significant difference
between them.® According to the authors, one
of the factors that could affect this is the low
rate of resorption of osteoplastic material.
The latter, according to Lindgren et al, may be
due to the fact that the biphasic osteoplastic
material undergoes resorption through the
B-tricalcium phosphate phase of the drug,
whereas hydroxyapatite for a long time does
not resolve and keeps its occupied area.'® In
the defect of the compact bone tissue we
also observed a slow process of resorption
of «easy-graft CRYSTAL» that was evidenced
by non significant difference of their areas of
osteoplastic material and bone tissue of the
regenerate between the 60" (33.19+1.84%
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to 66.81+1.84%) and 120" (28.37+1.61%
to 71.62+1.61%) day of the experiment.
Nevertheless, the bone tissue of the
regenerate, which replaced the osteoplastic
material, was mature, had lamellar structure,
and differed from the maternal bone only by
the presence of integrated in its structure
remnants of osteoplastic material.

Conclusion

The osteoplastic material «easy-graft
CRYSTAL» in the area of the defect of the
compact bone tissue shows high biocompa-
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Resumen

El tratamiento de las formas graves de os-
teoporosis representa un desafio en la prac-
tica asistencial. Reportamos tres pacientes
con formas graves de osteoporosis tratadas
en el Instituto de Diagnéstico e Investigacio-
nes Metabdlicas con un esquema secuencial
de teriparatide 20 pg/dia durante 18 meses,
seguidos de 12 meses de denosumab 60 mg
semestral. Luego de 18 meses de tratamiento
con teriparatide la densidad mineral 6sea en
columna aumento 5,86+1,01% y en cuello fe-
moral 1,92+3,10%; al finalizar los doce meses
de tratamiento con denosumab se constatd
un aumento total en columna de 10,45+1,70%
y en cuello femoral 9,28+3,86%. El trata-
miento con teriparatide se acompafo de un
aumento en los niveles plasmaticos de telo-
péptidos del colageno éseo (CTX) y en el pe-
riodo de tratamiento con denosumab dichos
valores disminuyeron de manera significati-
va, mostrando el impacto de estos farmacos
sobre el remodelado 6seo. Concluimos que
el tratamiento secuencial con teriparatide y
denosumab en dosis convencionales resul-
t6 beneficioso en las tres pacientes tratadas.
Seria de utilidad ampliar esta experiencia en
un trabajo prospectivo.
Palabras clave: osteoporosis, tratamiento,
denosumab, teriparatide.

* Correo electronico: msarli@yahoo.com

Abstract

BENEFITS OF SEQUENTIAL TREATMENT
OF HIGH RISK OSTEOPOROSIS WITH
TERIPARTIDE AND DENOSUMAB: OUR
EXPERIENCE.

High risk osteoporosis treatment is a
challenge in daily medical practice. We report
three patients that attended our institution
with severe osteoporosis who received
sequentially teriparatide (20 ug daily) for
eighteen months followed by denosumab
(60 mg every six months) for twelve months.
After teriparatide treatment bone mineral
density increased 5.86+1.01% at lumbar spine
and 1.92+3.10 % at femoral neck, while after
denosumab it continued increasing to reach
a total of 10.45+1.70% at lumbar spine and
9.28+3.86% at femoral neck. Teriparatide
treatment increased bone resorption evi-
denced by high serum CTX while after
denosumab it fell abruptly, showing the
impact of these two drugs on bone turnover.
We conclude that sequential treatment with
teriparatide and denosumab in approved
doses was beneficial for these three patients.
Prospective studies are needed.

Key words: osteoporosis, treatment, deno-
sumab, teriparatide.
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Introduccién

La teriparatide (TPTD) primero' y el denosu-
mab (Dmab)? después demostraron ser poten-
tes farmacos osteoactivos y estan especial-
mente indicados en el tratamiento de la osteo-
porosis grave con alto riesgo de fracturas.

El uso de TPTD se limita de dieciocho a
veinticuatro meses por cuestiones de biose-
guridad y la ganancia que se obtiene en la
masa 6sea se pierde luego de la suspension
del tratamiento. Para mejorar los resultados
obtenidos con este tratamiento se intenté
asociarla con bifosfonatos 37 y raloxifeno 8 sin
resultados alentadores. De todas maneras,
se ha demostrado que la administracion su-
cesiva de teriparatide y bifosfonatos permite
mantener y aun aumentar la ganancia de la
densidad mineral 6sea (DMO) lograda por el
efecto anabdlico 6seo de la teriparatide.

Con el advenimiento del Dmab, un potente
inhibidor de la resorcion 6sea, nos plantea-
mos la hipétesis de que la administracién de
este farmaco luego de completar un trata-
miento con teriparatide podria ser beneficio-
sa para nuestros pacientes. Recientemente,
algunos ensayos clinicos prospectivos, dise-
fnados especialmente con el fin de evaluar los
resultados obtenidos con el tratamiento se-
cuencial y combinado de estas drogas, han
demostrado la validez de nuestra hipotesis.®

El objetivo de este trabajo es mostrar
nuestra experiencia asistencial en tres pa-
cientes tratadas con TPTD por 18 meses y
luego por un afio con Dmab.

Pacientes y métodos

Este es un trabajo retrospectivo abierto,
en el que se incluyeron mujeres con osteo-
porosis posmenopausica grave, que concu-
rrieron para ser atendidas por los consulto-
rios externos de un centro especializado en
metabolismo éseo.

En todos los casos se realizé una eva-
luacién clinica detallada, poniendo especial
atencién en los antecedentes de fracturas
osteoporéticas y en los factores de riesgo
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para sufrirlas. Las pacientes dieron su con-
sentimiento y el estudio fue aprobado por el
comité de ética de nuestro centro IDIM.

Se realiz6 densitometria 6sea, DXA de co-
lumna lumbar anteroposterior (AP) y de cade-
ra (fémur total y cuello femoral) con un densi-
tdmetro Lunar DPX (GE Healthcare), que fue
calibrado diariamente. Segun los estudios de
precision llevados a cabo, los cambios mini-
mos significativos fueron 1,53% para colum-
na lumbar AP y fémur total, 1,68% para cuello
femoral, 1,34% para radio 33%, y 1,14% para
cuerpo entero. Se calculé el porcentaje de va-
riacién de la DMO al final del tratamiento con
cada farmaco, TPTD y Dmab, y el porcentaje
de cambio al final de ambas drogas.

Se realiz6 una rutina bioquimica clinica
general y una evaluacién del metabolismo mi-
neral; los parametros bioquimicos estudiados
se describen en la Tabla 1.

Se consideraron las fluctuaciones del CTX
entre tres y seis meses de iniciado cada far-
maco, TPTD y Dmab, y se analizaron esta-
disticamente las variaciones con respecto al
periodo previo de tratamiento.

Se realizaron radiografias de columna dor-
sal y lumbar perfil para evaluar la existencia
de deformaciones vertebrales compatibles
con fracturas prevalentes.

Los resultados de las variables analizadas
se expresan como media = DS. Las variacio-
nes en la densitometria y en los parametros
bioquimicos se evaluaron estadisticamente
con test de Student para muestras apareadas
y se considerd significativa una p<0,05 debi-
do a lo pequefo de la muestra.

Resultados

Las caracteristicas demogréficas y densi-
tométricas basales de las tres pacientes es-
tudiadas se muestran en la Tabla 2. Los datos
no tienen dispersiones significativas. Las pa-
cientes no presentaron menopausia precoz ni
temprana, tampoco bajo peso. El puntaje T
de la densitometria 6sea de columna lumbar
inicial fue menor de -3,0.
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Tabla 1. Variables bioquimicas estudiadas.

Variable

Método

VN

Calcemia

Calciuria

Fosfatemia

25 (OH) Vitamina D
Fosfatasa alcalina total (FAL)
Fosfatasa alcalina 6sea (FAO)
Osteocalcina (BGP)

B crosslaps (CTX)

Parathormona intacta (PTHi)

Electrodo de ion selectivo
Electrodo de ion selectivo
Cinético UV
Radioinmunoensayo
Colorimétrico
Quimioluminiscencia
Electro-quimioluminiscencia

Electro-quimioluminiscencia

Radioinmunoensayo

8,5-10,5 mg/%

mujeres 160- 220 mg/24 h
2,7-4,5 mg/%

20-60 ng/ml

90-280 UI/I

11-22 Ul/I

mujeres: 11-43 ng/ml

mujeres posmenopausicas:
556+226 pg/mi

20-65 pg/ml

Las variables bioquimicas al inicio del tra-
tamiento se muestran en la Tabla 3. Solo una
paciente tiene el estudio de la PTH basal. En

Tabla 2. Valores promedio basales de las tres pa-
cientes: datos clinicos y de densitometria 6sea.

realidad, las pacientes no presentaron altera- Edad (afios) 67+3,61
ciones de ningun parametro del metabolismo Peso (kg) 63,83:4,96
fosfocalcico que lo justificaran. La rutina y la
funcion tiroidea fueron normales. Talla (cm) 154,77+4,96
Dos de las pacientes presentaban fractu- Edad de menopausia (afios) 49,0+2,6
ras \’/ertebrales que constatamos en las radio- DMO columna basal (g/cm? 0.79240,05
grafias: una de ellas, dos fracturas vertebra-
les (una antigua y otra reciente); la otra, una  T-score columna basal -3,43+0,40
fractura vertebral reciente. Solo una paciente  pMO cuello de fémur basal (g/cm?)  0,781+0,03
no tenia historia de fracturas previas. Cabe .
destacar que en ambos casos consideramos T-score cuello de fémur basal 1,68+04
Tabla 3. Valores promedios basales: datos bioquimicos de las pacientes.
Variable X+ SD n

Calcemia (mg/ml) 9,56+0,35 3

Fosfatemia (mg/ml) 3,83+0,4 3

Calciuria (mg/24 h) 154+21,92 2

25 (OH) Vitamina D (ng/ml) 24,13+6,75 3

FAL (UI/1) 189450 3

FAo (UI/1) 12,6+4,8 2

BGP (ng/ml) 34 1

CTX (pg/ml) 312+99,68 3

PTH intacta (pg/ml) 40 1
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fractura vertebral reciente por haberse produ-
cido dentro de los dos meses anteriores a la
consulta. Esa fractura vertebral aguda motivo
el cambio de tratamiento de bifosfonatos a
TPTD en el caso de las pacientes fracturadas,
mientras que la muy baja densidad 6sea con
factores de riesgo para fracturas de la pa-
ciente sin fracturas motivé la indicacién del
cambio de su terapéutica.

Todas habian recibido farmacos osteoac-
tivos antes de iniciar el tratamiento con TPTD,
dos con alendronato, durante seis y diez
afos, respectivamente; la tercera, con raloxi-
feno por un afio.

Ambas drogas fueron bien toleradas por
las pacientes y no se registraron efectos ad-
Versos.

Las variaciones densitométricas promedio
a lo largo del tratamiento se muestran en la
Tabla 4. En columna lumbar, la densidad mi-
neral 6sea se incrementé significativamente al
terminar el tratamiento con TPTD, y continué
aumentando en el periodo con Dmab hasta
alcanzar, a los 30 meses, un incremento pro-
medio de 10,45+1,70%. La respuesta al trata-
miento en cadera fue distinta: en dos de las
pacientes solo se registraron cambios signifi-
cativos durante el tratamiento con Dmab. En la
otra paciente, la mejoria se produjo en el pri-
mer periodo de tratamiento con TPTD, man-
teniendo lo logrado en la segunda etapa con
Dmab; la ganancia total obtenida en las tres
pacientes fue de 9,28+3,86% (Figura 1y 2).

con teriparatide y denosumab

Los cambios del CTX a lo largo del trata-
miento se muestran en la Figura 3. En los res-
tantes parametros bioquimicos del metabolis-
mo fosfocalcico no se produjeron modificacio-
nes significativas. La fosfatasa alcalina isoen-
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T 0,855
£ 0.9004
2 0,843 0,881
= 0.8504 a8
= 0,500 032////:‘]6
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0. 7504
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Basal CL TPTD CL Dmab CL
18m 30m
—4=— Paciente 1 =—#=—Paciente 2  —8— Facients 3 |

Figura 1. Ganancia densitométrica en columna
lumbar desglosada por paciente.

0,900+ 0.8
o 08504
2 08004
=]
3

0.750+ 0,762 0,761

0.700 T T T

Basal CF TPTD CF Dimab CF
1Bm I0m
: —4=— Paciente 1 == Pacienta 2 —a— Paciente 3 .

Figura 2. Ganancia densitométrica en cuello fe-
moral desglosada por paciente.

Tabla 4. Variaciones promedio de la densidad mineral 6sea pos-TPTD (18 meses) y al afio pos-Dmab (30

meses) de las tres pacientes.

DMO18m T-score ADMO% p DMO30m T-score A DMO % P
ﬁl‘:‘%':r“a 0,837+0,05 -2,73+0,41 5,86+1,01 0,01 0,873+0,06 -2,36+0,60 10,45+1,70 0,03
Cuello 795 1 46 1,92+31 1,201 2 4
fomur ,796+0,03 -1,53+0,46 1,92+310 0,39 0,855:0,03 -1,20+1,30 9,28+3,86 0,0
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zima 6sea registrd la misma curva que el CTX.
Su valor basal promedio fue de 12,6+4,8 Ul/I, se
elevé durante el tratamiento de estimulacion os-
teoblastica a 18,86+5,14 Ul/l y descendio luego
del tratamiento antirresortivo a 7,3+0,6 Ul/I; esta
Ultima etapa registra cambio en el limite signi-
ficativo, p=0,05. No tenemos datos suficientes
de los niveles de parathormona.

Basal TFTD Dmab

| == Pacente 1 =—e—Paciente2 —=—Paciene 3

Figura 3. Variaciones del CTX. Notese el aumento
significativo durante el tratamiento con TPTD y su
descenso bajo el tratamiento con Dmab.

Discusion

El tratamiento de los pacientes con for-
mas graves de osteoporosis y alto riesgo de
fractura representa un desafio en la practica
del consultorio. La presencia de fracturas
vertebrales o la densidad mineral 6sea en
columna muy deteriorada asociada a facto-
res de riesgo para fracturas sugiere, como
primera indicacién, la TPTD como anabdlico
6seo. Luego de cumplir el tratamiento de 18
a 24 meses, para evitar perder la accién lo-
grada se deberia continuar con una medica-
cion antirresortiva. Son complejos los efec-
tos sobre el hueso del tratamiento con bifos-
fonatos y TPTD: por un lado, el tratamiento
previo con bifosfonatos, algo habitual en la
practica clinica, disminuiria los efectos ana-
bélicos de la TPTD."? Al respecto, los resul-
tados del EUROFORS demostraron solo un

con teriparatide y denosumab

moderado retraso en la respuesta del hueso
al tratamiento con TPTD."

Por otro lado, el uso concomitante de
bifosfonatos y TPTD en pacientes osteo-
poréticos tendria efectos diferentes depen-
diendo del tipo de bifosfonato y la via de
administracion. Black y cols. hallaron que
la administracién conjunta de alendronato y
TPTD no tuvo efectos sinérgicos sino, con-
trariamente, la ganancia de la densidad mi-
neral ésea volumétrica en columna fue ma-
yor entre los tratados solamente con TPTD.*
Cosman investigé el efecto de combinar 5
mg de acido zoledrénico intravenoso con
TPTD 20 pg/dia subcutaneo durante 52 se-
manas en un grupo de 412 mujeres con Os-
teoporosis posmenopausica y hallé una ga-
nancia densitométrica superior en columna
lumbar y cuello de fémur entre las tratadas
con ambos farmacos.®

La literatura en general concluye que la
administracion de bifosfonatos luego de ter-
minados los 18 meses de tratamiento con
TPTD tiene un efecto beneficioso, ya que
permite mantener la ganancia en la densi-
dad mineral 6sea lograda y aun obtener una
ganancia superior.'

Tanto TPTD como Dmab son drogas uti-
les en pacientes con osteoporosis grave y
han demostrado su eficacia en la reduccion
del riesgo relativo de nuevas fracturas ver-
tebrales. La primera tiene un efecto anabé-
lico puro y permite obtener cambios rapi-
dos en el hueso trabecular; solo en forma
tardia mejora el hueso cortical al aumentar
la porosidad endocortical y fomentar la
aposicion subperidstica logrando con ello
el aumento del radio del hueso tubular que
cambia su geometria mejorando su resis-
tencia. El Dmab, en cambio, ejerce su efec-
to antirresortivo potente en el intersticio
celular permitiendo modificar significativa
y rapidamente tanto el tejido cortical como
el trabecular mejorando la densidad mineral
O6sea de la cadera como también la de la
columna.
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Cuando el Dmab estuvo disponible como
tratamiento antirresortivo nos planteamos
la posibilidad de utilizarlo en reemplazo de
los bifosfonatos, para mantener y mejorar
los cambios logrados con TPTD. Compara-
do con los bifosfonatos, el Dmab tiene una
via de aplicacién mas practica, no presenta
cuadro similar al gripal como efecto adver-
so Y, en general, sus efectos secundarios
a corto plazo son despreciables; su accién
antiosteoclastica es reversible y corta (6-8
meses), por lo que carece de efecto residual
a largo plazo; por esto ultimo, la ganancia
densitométrica se pierde si no se continda
su aplicacién.

En este trabajo presentamos a tres pa-
cientes con alto riesgo de fractura: una por
densidad 6sea baja y dos por presencia de
fracturas vertebrales previas, en tratamien-
to secuencial primero con TPTD (18 meses)
y luego Dmab (por un afno). Con posteriori-
dad a la decisiéon de tratar a nuestras pa-
cientes se conocieron los resultados de los
estudios DATA a 12 meses,® su extensién a
24 meses'™ y el DATA-Switch a 48 meses';
en esos trabajos se evaluaron casi 100 mu-
jeres posmenopausicas en tratamientos
simples o combinados. En el estudio DATA,
la combinacién TPTD-Dmab produjo a los
doce meses mejores cambios densitométri-
cos tanto en columna como en cadera que
cada farmaco administrado en forma Unica
durante ese tiempo; la extensién a 24 meses
demostré también superioridad en el gru-
po tratado con ambas drogas combinadas
pero a expensas de la respuesta durante el
primer afo, ya que la densidad ésea mejo-
ré en el segundo afio en todos los grupos
sin diferencias significativas entre si. En el
DATA-Switch, estas mismas mujeres fueron
seguidas durante dos afios mas: el grupo
que habia recibido por dos afios TPTD pasé
a Dmab (n=27), el que habia recibido Dmab,
a TPTD (n=27) y el grupo combinado es de-
cir que por dos afios recibié TPTD y Dmab
pasé a Dmab solamente (n=23). La mayor

con teriparatide y denosumab

ganancia porcentual densitométrica en co-
lumna lumbar la obtuvo el grupo que pasé
de TPTD a Dmab, luego el grupo combina-
do que pas6é a Dmab y en tercer lugar el
grupo de Dmab que luego recibié TPTD. No
hubo diferencias significativas en la compa-
racién entre los grupos. En cadera o fémur
total, la mejor respuesta estuvo en el grupo
combinado que pas6 a Dmab, mientras que
en el cuello femoral las respuestas fueron
mejores y sin diferencias significativas entre
si en los grupos combinado a Dmab y TPTD
a Dmab que Dmab a TPTD. Los mayores
beneficios se obtienen cuando TPTD se usa
previamente sola o combinada y luego es
seguida por Dmab.

Recientemente, en el congreso de la
Asociacién Americana de Investigacion
Osea y Mineral (ASBMR), se presentaron
los resultados obtenidos en la microarqui-
tectura 6sea, evaluados por HR-pQCT, de
los pacientes que participaron del DATA-
Switch trial > En este trabajo se vio que los
mejores resultados en los parametros de
arquitectura del hueso cortical y trabecular
en radio y tibia se lograron en los pacientes
que recibieron tratamiento combinado con
TPTD y Dmab. De todas maneras, al anali-
zar las figuras, se ve que los resultados en
el grupo que recibié tratamiento secuencial,
primero con TPTD y luego Dmab, son simi-
lares.

El tratamiento con TPTD de nuestras tres
pacientes nos permitié mejorar significativa-
mente la densidad mineral 6sea en columna
lumbar y al pasar a Dmab siguié aumentan-
do significativamente. La densidad mineral
6sea en cadera solo superd el cambio mini-
mo significativo en una paciente durante el
periodo de dieciocho meses de tratamiento
con TPTD, pero al rotar a Dmab todos los
cambios registrados superaron ese valor.
Los cambios en los niveles de CTX mostra-
ron el impacto de la TPTD sobre el aumento
del recambio 6seo y del Dmab sobre la inhi-
bicién de la actividad osteoclastica.

32

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 1 - 2016



Sarli & Rey.: Tratamiento secuencial de osteoporosis

Concluimos que el tratamiento inicial con
TPTD, seguido del tratamiento con Dmab,
permite obtener una mejoria significativa
del hueso trabecular y cortical evaluado por
densitometria ésea, en los pacientes con
formas graves de osteoporosis y alto ries-
go de fractura. Pero es necesario realizar
trabajos con mayor nimero de pacientes
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Resumen

Se define como estrés (stress) tanto la
fuerza que una carga externa ejerce sobre
un cuerpo solido como la fuerza reactiva
que acompanfa a la primera (Ley de Newton),
por unidad de area imaginaria transversal a
su direccién. Las cargas internas reactivas
inducen deformaciones proporcionales del
cuerpo. La resistencia del cuerpo a defor-
marse se llama rigidez. La deformacién pue-
de resquebrajar el cuerpo y, eventualmente,
producir una fractura por confluencia de tra-
zos. La resistencia del cuerpo a separarse en
fragmentos por esa causa se llama tenaci-
dad. La resistencia del cuerpo a la fractura
es proporcional al stress que puede sopor-
tar sin separarse en fragmentos por defor-
macion (no hay fractura sin deformacion y
sin stress previo). El stress maximo que un
cuerpo puede soportar sin fracturarse resulta
de una combinacién de ambas propiedades:
rigidez y tenacidad, cada una con distintos
determinantes biologicos. Una o varias de-
formaciones del cuerpo pueden provocarle
resquebrajaduras sin fracturarlo. La acumu-
lacién de resquebrajaduras determina la “fa-
tiga” del material constitutivo del cuerpo, que
reduce su rigidez, tenacidad vy resistencia a
la fractura para la préxima ocasion (“fragili-
dad por fatiga”). En el caso de los huesos,

* Correo electronico: jiferretti@arnet.com.ar

en general, los términos stress y fatiga tienen
las connotaciones amplias referidas, respec-
to de todas las fracturas posibles. La fatiga
predispone a fracturas a cargas bajas, que
se denominan (correctamente) “fracturas por
fatiga” y también (incorrectamente) “fractu-
ras por stress”, para distinguirlas de las que
ocurren corrientemente, sin resquebraja-
duras previas al trauma, que se denominan
(incorrectamente) “fracturas por fragilidad,
o por insuficiencia”. En realidad, todas las
fracturas se producen por stress y por fra-
gilidad o insuficiencia (en conjunto); pero la
distincion grosera entre fracturas “por fatiga,
O por stress”, por un lado, y “por fragilidad”
o “por insuficiencia”, por otro, aceptando las
amplias connotaciones referidas antes, tiene
valor en la practica clinica. Este articulo in-
tenta explicar esas particularidades biome-
canicas y describir las distintas condiciones
que predisponen a las fracturas “por fatiga o
por stress” en la clinica, distinguiéndolas de
las fracturas “por fragilidad o por insuficien-
cia” (manteniendo estas denominaciones) y
detallando las caracteristicas de interés di-
recto para su diagndstico y tratamiento.
Palabras clave: biomecanica 6sea, resisten-
cia Osea, fragilidad 6sea, stress, rigidez 6sea,
tenacidad osea, fatiga, fracturas por stress,
fracturas por fatiga.
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Abstract
BIOMECHANICAL FEATURES OF STRESS
FRACTURES

The term “stress” expresses the force exerted
by an external load on a solid body and the
accompanying, opposed force (Newton'’s
Law), expressed per unit of an imaginary
area perpendicular to the loading direction.
The internal loads generated this way deform
(strain) proportionally the body’s structure.
The resistance of the body to strain expresses
its stiffness. Critical strain magnitudes may
induce micro-fractures (microdamage), the
confluence of which may fracture the body.
The body’s resistance to separation into
fragments determines its toughness. Hence,
the body’s resistance to fracture is proportional
to the stress the body can support (or give
back) while it is not fractured by the load-
induced strain (no stress, no strain -> no
fracture). Therefore, the maximal stress the
body can stand prior to fracture is determined
by a combination of both, its stiffness and
its toughness; and each of those properties
is differently determined biologically. One or
more deformations of the body may induce
some microdamage but not a fracture.
Microdamage accumulation determines the
fatigue of the material constitutive of the body
and reduces body’s toughness, leading to a
“fatigue-induced fragility”. In case of bones,
in general, both stress and fatigue have the
referred, wide connotations, regarding any
kind of fractures. In particular, bone fatigue
predisposes to low-stress fractures, which are
named (correctly) “fatigue fractures” and also
misnamed “stress fractures”, to distinguish
them from the current fractures that occur
without any excess of microdamage, that are
named (wrongly) “fragility” or “insufficiency”
fractures. In fact, all fractures result from
all stress and fragility or insufficiency as a
whole; however, the gross distinction between
“fatigue or stress fractures”, on one side, and
“fragility or insufficiency fractures”, on the

other, accepting the wide connotations of
the corresponding terminology, is relevant to
clinical practice. This article aims to explain the
above biomechanical features and describe the
different instances that predispose to “fatigue
or stress fractures” in clinical practice, as a
different entity from “insufficiency or fragility
fractures” (maintaining this nomenclature),
and describe their relevant features to their
diagnosis and therapy.

Key words: bone biomechanics, bone
strength, bone fragility, stress, bone stiffness,
bone toughness, fatigue, stress fractures,
fatigue fractures.

Aspectos biolégicos y correlatos biomeca-
nicos

Los huesos solo se rompen cuando son
deformados lo suficiente como para que, lue-
go de ‘empezar a romperse’ por aparicion de
las primeras resquebrajaduras, ‘terminen de
romperse’. Si un hueso no se deforma, no se
rompe. La resistencia de un hueso a la frac-
tura (strength) esta determinada, entonces,
por dos propiedades diferentes, que entran
a jugar sucesivamente en el mecanismo de
fractura:’ 1) su “resistencia a deformarse”, a
secas, que constituye su rigidez (stiffness) y 2)
su “resistencia a la formacion o al progreso de
las resquebrajaduras” o a ambos, que cons-
tituye su tenacidad (toughness).? En pocas
palabras: resistencia = rigidez x tenacidad. La
Figura 1 esquematiza la determinacién biol6-
gicay la interaccién de estas propiedades, en
forma general, pero especialmente aplicable
al caso particular de los huesos largos. Las
caracteristicas especiales de la rigidez y de
la tenacidad 6sea pueden sintetizarse como
sigue.

¢ La rigidez (direccional) de la estructura
de un hueso esta dada 1) por la rigidez (direc-
cional) del tejido 6seo, determinada por la ca-
lidad y la direccionalidad del colageno, su gra-
do de mineralizacion y la madurez cristalina
(‘empaquetamiento’, ‘cristalinidad’) y 2) por la
eficacia (direccional) del disefio del hueso, en
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relacién con la accion (direccional) de la carga
deformante.® La pQCT puede estimar algunas
de estas propiedades:* a) la rigidez del tejido
6seo, que puede asimilarse (en forma no di-
reccional) a su grado de mineralizacion y esti-
marse como la DMO volumétrica cortical y b)
la calidad arquitecténica del disefio éseo cor-
tical en huesos tubulares, que puede estimar-
se determinando sus diametros, su espesor,
su area seccional, su buckling ratio (relacién
entre el diametro diafisario y el espesor cor-
tical) y sus momentos de inercia seccionales.
La microestructura del colageno y la cristalini-
dad no son analizables en forma no invasiva.

¢ La tenacidad (direccional) de la estruc-
tura de un hueso esta dada 1) por la tenaci-
dad (direccional) del tejido éseo, determinada
también por la calidad (direccional) del cola-
geno vy la presencia de enlaces intermolecu-
lares de proteinas no colagenas (sacrificial
bonds)*® que actuan como aglutinantes de las
fibras oponiéndose a su deslizamiento (anti-
creep factors), y esta inversamente relaciona-
da con la rigidez del mismo tejido, especial-
mente si esta es excesiva,® como ocurre en la
osteosclerosis y en la enfermedad de Paget
condensante, situacion asimilable al caso del
marmol, o del vidrio; 2) por los “concentrado-
res de stress” (stress raisers), constituidos por
soluciones de continuidad de la matriz mine-
ralizada que facilitan el progreso de los trazos,
como microporos, lagunas, canaliculos, siste-
mas haversianos, y resquebrajaduras produ-
cidas por el uso a nivel molecular y/o tisular
de complejidad,” y 3) también por la eficacia
(direccional) del disefio del hueso, en relacién
con la accién de la carga deformante. En cual-
quier caso, la tenacidad de cualquier hueso
depende de la capacidad de su tejido mine-
ralizado para absorber energia al deformarse,
antes de separarse en fragmentos (“trabajo
de fractura”).

Las soluciones de continuidad producidas
por el uso a nivel molecular consisten en dis-
rupciones microfibrilares o de los sacrificial
bonds, de extension inferior a 3 um, que en

adelante referiremos como “microdafio difu-
s0”.%1 Las resquebrajaduras producidas a ni-
vel tisular consisten en microcracks lineales,
de extensiéon superior a 10 ym (usualmente,
de 30 a 100 pm), cuyos extremos son con-
centradores de stress, que resultan visibles al
microscopio comun mediante tinciones espe-
cificas y que, en adelante, referiremos como
“microdano lineal” (Figura 1).'41%

El microdano difuso predomina en regio-
nes corticales sometidas a tracciéon y en per-
sonas jovenes, y es particularmente eficaz
para absorber energia mientras el hueso se
deforma. Esta injuria microestructural fue ori-
ginalmente observada en experimentos de fa-
tiga in vivo y ex vivo a bajas cargas, aplicando
tincion con fucsina basica, a la cual el mate-
rial normalmente mineralizado es insensible.®
Por microscopia confocal se pudo relacionar
las regiones tefiidas positivamente con la pre-
sencia de multiples soluciones de continuidad
del material 6seo, menores de 1 pm de ex-
tensién, a nivel sublamelar.’®'¢ Desde el punto
de vista biomecanico, la produccion de este
tipo de microdafo podria ofrecer aspectos
beneficiosos:” por un lado, su generacion en
el seno del material 6seo disiparia la energia
necesaria para producir fallas mayores de
este, y mejoraria la resistencia tisular a la fati-
ga;""'8 por otro, su reparacion daria lugar a un
material de mayor tenacidad (mayor trabajo
necesario para completar la fractura).’® En la
reparacion de esas lesiones no interviene la
“remodelacion orientada”, porque las solucio-
nes de continuidad producidas en el material
no disrumpen el sistema canalicular de los
osteocitos y, por tanto, no inducen su apop-
tosis.’® Mas bien se trataria de un mecanismo
de autorreparacién por deposicién de mineral
dentro de los ultra-cracks, regulada por pro-
teinas no colagenas de la matriz 6sea (DMP1,
osteopontina, osteocalcina) segregadas por
los osteocitos, y/o por restitucion de los “sa-
crificial bonds”.572%-23 Independientemente del
mecanismo implicado, el proceso reparatorio
opera en pocas semanas.
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El microdario lineal, proceso mejor conoci-
do, predomina en regiones corticales someti-
das a compresion y en personas de edad, es
relativamente menos eficaz que el microdafio
difuso para absorber energia y demora unos 3
meses para autorrepararse.?4-2

En cualquiera de los dos casos, la tenaci-
dad 6sea depende de la eficacia de los corres-
pondientes mecanismos reparadores. Para el

microdafo lineal, ese mecanismo es la clasica
remodelacién mediada por BMU, orientada por
la reaccion de los osteocitos vivos vecinos a
la apoptosis de los osteocitos cuyas prolonga-
ciones fueron seccionadas por la resquebraja-
dura”? (“targeted remodeling” de Parfitt), con
participacion del sistema RANKL/OPG.% El
microdafio difuso, que no llega a afectar ese
nivel de complejidad, solo puede repararse

INTERACCION DEL ENTORNO MECANICO
CON LA DETERMINACION DE LA CALIDAD OSEA

MASA DE TEJIDO

CALIDAD DEL COLAGENO |
MINERALIZADO

MICROPOROS MINERALIZACION
SACRIFICIAL BONDS CRISTALINIDAD
MICRODARO
e e——————————
DIFUSD LINEAL ¢ IEERHONIAZD
L")
REMODELACION SENSADO DE MODELACION
ORIENTADA DEFORMACIONES oiencacs
P
I Siire
TENACIDAD RIGIDEZ RIGIDEZ DISTRIBUCI(&N
DEL TEJIDO DEL TEJIDO DEL HUESO ‘ DEL TEJIDD
Y
\
. TENAcIDAD F_E
" DEL HUES{'.I L

“CALIDAD" [RESISTENL‘IAI
DEL HUESO

109

Figura 1. Representacién esquematica de la adquisicién de la “calidad ésea” (resistencia a la fractura)

como resultado de la combinacion de distintas propiedades (materiales y geométricas) en diferentes ni-
veles de compejidad bioldgica, de la interaccion del entorno mecanico (reducido por simplicidad a las
contracciones musculares que afectan el hueso, que constituyen su componente principal). La resistencia
a la fractura del hueso (abajo) esta determinada en forma excluyente por una combinacién de la rigidez y
la tenacidad de su estructura (a nivel de 6rgano), y estas dos propiedades estan a su vez determinadas por
la calidad mecanica del tejido mineralizado (izquierda) y por la distribucién espacial de su masa (derecha),
orientada por el mecanostato 6seo (circuito de flechas gruesas destacado a la derecha). A los efectos
de esta revision, se sefiala la participacion del microdafno (difuso o lineal, segun se refiere en el texto) y
su reparacion biolégica en la determinacién de la tenacidad del tejido (representada a la izquierda). A su
vez, la tenacidad del tejido (a la izquierda extrema), asociada a la calidad del disefio dseo resultante de la
distribucién de ese material (a la derecha), contribuira a determinar la tenacidad del hueso-érgano (abajo,
al centro) que es un componente esencial de la resistencia final del hueso que va a fracturarse.
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fisicoquimicamente, por procesos inversos
a los que determinaron su produccién, que
pueden involucrar la reconstitucion de los sa-
crificial bonds y otros tipos de enlaces, con
participacién de componentes de la matriz or-
ganica y/o por el relleno del espacio dafiado
con mineral nuevo, con participacién de pro-
teinas como la DMP1 producida por los os-
teocitos.1929-32

Cierta evidencia reciente sugiere un desa-
rrollo independiente de ambos tipos de mi-
crodafo, si bien no se descarta que ambos
procesos pudieran confluir y complementarse
respecto de la generacién de trazos de exten-
sion creciente.”16:33-3

La interpretacion clinica de todo este co-
nocimiento requiere su extrapolacion al nivel
organico (hueso) de complejidad estructural,
segun sigue.

En las circunstancias normales de trabajo
cotidiano del esqueleto, la estructura de cual-
quier hueso es sometida a la accién de fuer-
zas externas (fuerzas aplicadas, o de carga,
Fc). Imaginariamente, se conciben también
fuerzas internas, que llevan las cargas des-
de sus puntos de aplicacién hasta los puntos
de apoyo del hueso, que ofrecen, a su vez,
las conocidas fuerzas de reaccién (Fr), igua-
les y contrarias a las Fc (Ley de Newton). Las
fuerzas interiores determinan, en la estructura
resistiva del hueso, estados llamados de “so-
licitaciéon”, que consisten en la manifestacion
de tracciones, compresiones, esfuerzos de
corte, flexiones y torsiones, de presentacién
Unica o combinada. El analisis de estos esta-
dos es complejo, pero puede simplificarse de
diversas maneras. Una de ellas es tomar los
distintos tipos de solicitaciones por separado.
Otra es la expresion de la fuerza actuante en
cada caso en términos de unidades de una
determinada area sobre la cual se supone que
esa fuerza actua. Esto genera el concepto de
stress = fuerza / area (o = F/A), una magnitud
imaginaria que se aplica para estandarizar la
descripcion de la accién de cualquier fuer-
za sobre cualquier cuerpo, y que se expresa

en newtons/m?, también llamados pascales;
o bien, con ciertas licencias, en kg/m2. En el
problema que nos ocupa, recurriremos a otra
forma de simplificacion, que es la de suponer
que, en cada caso que consideremos, las dos
fuerzas referidas, Fc = Fc, son de direccion
coincidente, de forma que se cancelan mu-
tuamente.

En las condiciones normales de trabajo,
los huesos soportan cargas apoyados sobre
otros huesos, o sobre determinadas superfi-
cies de soporte. Entonces, cuando se ejerce
una fuerza externa sobre un hueso de longitud
L, es normal que se produzcan alargamientos
o estiramientos especificos, es decir, dife-
rencias de longitud AL que implican cambios
de posicion relativa de dos puntos determi-
nados de la estructura del hueso, que, si se
las refiere a la longitud inicial L considerada,
configuran deformaciones (strains, € = AL/L).
Las deformaciones son magnitudes adimen-
sionales, porque resultan de dividir longitudes
entre si. El problema de asignarles unidades
que permitan efectuar descripciones y com-
paraciones se resuelve expresandolas en for-
ma proporcional, en “tanto por uno” (p. €j.,
0,3), en porcentajes (%), o en partes por mi-
[16n (p.p.m). En la practica biomecanica se ha
ideado la expresion cuantitativa “microstrain”
(M€), que equivale a 1 p.p.m de deformacion, y
que utilizaremos aqui.

La resistencia de un hueso a ser deforma-
do por las cargas se denomina rigidez y esta
dada por la proporcion entre la carga que un
hueso soporta y la deformacién que por esa
razén manifiesta. Cuando se analizan huesos
enteros, esta relacion suele expresarse biome-
canicamente como “rigidez estructural 6sea”
(a nivel de complejidad de érgano) = F / AL, en
unidades de newtons/m. Cuando lo que se ana-
liza son muestras éseas especialmente maqui-
nadas (probetas) de hueso “sélido”, la rigidez
determinada estima la relacion “stress/strain”
propia del material 6seo mineralizado (a nivel
de complejidad de tejido), que se denomina
“rigidez especifica”, o “modulo de elasticidad,
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o de Young” (E = O/ €), en unidades de stress
(N/m?) debido a la adimensionalidad del strain.

En ausencia de resquebrajaduras del hueso
estudiado, tanto la relacion “carga/deforma-
cion” del hueso como la “rigidez especifica” del
tejido mineralizado son lineales para un amplio
rango de cargas crecientes (Figura 2), y el hue-

so o el material deformado puede devolver la
misma energia que absorbié al deformarse si
se lo descarga, recuperando totalmente su for-
ma previa. Este comportamiento se denomina
“elastico”,’ como el de una pelota de goma re-
botando en el piso.

El comportamiento elastico de un hueso

Resistencia opuesta
por el hueso

Resistencia | 18 kg/mm2

a la fractur:

, . Tenacidad
Resistencia

elastica Mx

0 >
Deformacion Punto de Deformacion Punto de
0 elastica cesion plastica fractura
Deformacion producida 2%

Figura 2. Representacion grafica didactica de la relacion natural (linea llena negra) entre la deformacion
(strain, € = AL/L) producida por una compresién longitudinal imaginaria inducida a una tasa de deforma-
cioén constante (fuerza externa Fc, no representada), de un segmento de hueso tubular de geometria su-
puestamente regular, cargado en forma paralela a su eje, en microstrains (x) y la Fr “devuelta” por el hueso
en forma de stress (kg/mm?, y), con sus periodos elastico (rectilineo) y plastico pre-fractura (no lineal),
separados por el yield point. Se indican los valores maximos correlativos posibles de deformacion (2%,
6 20.000 microstrains, x) y de stress (18 kg/mm?, y) que el hueso puede soportar sin romperse (umbrales
de fractura en términos de stress y de deformacion, respectivamente). En linea de puntos se representa
el mismo comportamiento, supuestamente correspondiente al mismo hueso, sometido previamente a
deformaciones excesivas y reiteradas que le provocaron un alto grado de stress y resquebrajamiento (fa-
tiga). No6tense el acortamiento del periodo elastico por anticipo del yield point (1), la caida importante de
la tenacidad (2) y la consiguiente reduccion del stress de fractura (3), que representa la resistencia final del
hueso a la carga, en un nivel de deformaciéon maxima normal.

40 Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 1 - 2016



Ferretti y col: Biomecanica de las fracturas por stress

esta limitado por la aparicion de la primera
resquebrajadura. A partir de ese momento,
llamado “punto de cesioén” (yield point), la es-
tructura del hueso ya no es capaz de reaccio-
nar linealmente a la deformacién inducida por
una carga creciente: la deformacién crecera
proporcionalmente mas que la fuerza devuelta
(Figura 2). En otras palabras: la fuerza nece-
saria para producir la misma deformacion que
antes sera menor, aunque siempre se seguira
cumpliendo: Fc = Fr (Newton). Al empezar a
resquebrajarse, el hueso se habra vuelto me-
nos rigido, con una menor relacion Fc / (AL/L),
o Fr / (AL/L). Estas condiciones se acentua-
ran con el aumento y el progreso de las res-
quebrajaduras, porque tanto el microdafo
difuso como el lineal, aunque generalmente
proceden de forma independiente, tienden a
confluir y a complementarse a deformacio-
nes crecientes,” hasta producir soluciones de
continuidad importantes del material minera-
lizado “so6lido” que facilitan, e incluso pueden
llegar a determinar, la constitucion del trazo
completo de fractura. Ademas, los extremos
de las resquebrajaduras constituyen puntos
“concentradores de stress” que favorecen la
extensién de los trazos. Estos procesos de-
terminan que un hueso sometido a una car-
ga creciente presentara, luego del yield point,
una proporcion también creciente de defor-
macion irreversible, y la invariable relacion Fc
= Fr se expresara cada vez a menores valores
de ambas fuerzas, igual que como ocurriria
con un arco para flechas resquebrajado. Este
nuevo comportamiento se denomina “inelas-
tico” o “plastico”, como el de un trozo de ma-
silla arrojado al piso.

El limite de este comportamiento plastico,
a deformacién creciente, es inevitablemente
la fractura, que se produce siempre que AL/L
resulte mayor que 0,02 (limite también expre-
sable como “20.000 millonésimos”, o 20.000
microstrains); o sea, siempre que se sobrepa-
se el limite de deformacion del 2% de la longi-
tud inicial del hueso (Figura 2).3¢

En situaciones normales (uso mecanico

habitual del esqueleto), la estructura ésea
solo llega a comportarse eldsticamente, so-
brellevando deformaciones usuales maximas
de AL/L = 0,002; es decir, del 0,2% (o 2.000
microstrains), sin manifestar resquebrajadu-
ras por el uso (Figura 3). En estas condicio-
nes, la produccién de microdafo de cualquier
tipo resulta un fendbmeno mas bien ocasional,
aleatorio. Sin embargo, si el nivel de defor-
macion alcanza valores de 3.000 a 3.500 mi-
crostrains (valor “umbral de deformacién para
el microdafo”), la produccién de microdafno
es obligada. Segun el Paradigma de Utah,*”
la resistencia del hueso a la produccion de
microdafio y de fracturas resulta del control
retroalimentado de la rigidez estructural por
el mecanostato. Este servomecanismo ade-
cua direccionalmente el disefio seccional de los
huesos (Figura 1) para que soporte esas cargas
sin sobrepasar el 10% (2.000) del limite critico
de 20.000 microstrains que determinaria la frac-
tura (Figuras 2 y 3). Biomecanicamente hablan-
do, esto determina un “Factor de seguridad”
(Safety Factor, SF) de 2.000/20.000 = 10 (en tér-
minos de deformacién), que es una condicion
propia de los huesos moviles de los esquele-
tos de todos los vertebrados, aparentemente
seleccionada gracias a la heredabilidad del
mecanostato.3%3” Esta concepcion particular
de un “Factor de seguridad (SF) 6seo” es un
concepto bioldgico estrictamente aplicado a
la Biomecanica Osea a partir de los postula-
dos del Paradigma de Utah y no tiene relacion
con otras acepciones del mismo término utili-
zadas con fines técnicos.

Estas mismas condiciones de trabajo pue-
den expresarse en términos de stress. En
Biomecanica Osea, recurriendo a un exce-
so de simplificacion, puede decirse que una
fuerza de carga inducida sobre un hueso le
genera un determinado stress a su estructu-
ra en cada punto, y que el hueso “devuelve”
un stress equivalente también en cada punto
de ella. En términos practicos: un hueso “so-
porta” determinado stress en tales o cuales
condiciones, como una expresiéon de su re-
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sistencia. Y también cabe decir que el stress
maximo soportado por un hueso correspon-
de a su “stress de fractura”, o a su “carga de
fractura”, aunque no se trate de unidades de
carga. La regulacion de esa resistencia por el
mecanostato, resultante del control de su ri-

gidez, puede también expresarse en términos
de stress: recurriendo por simplificacion a los
valores usuales para test de compresién de
segmentos de huesos largos de geometria su-
puestamente regular, cargados en compresion
longitudinal a una tasa de deformacion cons-

Zona de «confort»
(cibernético)
para el mecanostato .. puesta

modelante

Umbral de microdaiio lineal = 3.000 microstrains

BALANCE DE
MASA (RESISTENCIA) OSEA

Respuesta
remodelante

A

Umbral de fractura = 20.000 microstrains

=
Deformacién de | Deformacién de
700 microstrains 2.000 microstrains

BAJA NORMAL ALTA

ACTIVIDAD FiSICA

Figura 3. Esquema grosero de las respuestas remodelante y modelante que un hueso manifiesta nor-
malmente (eje y), segun la magnitud de los picos de deformacion a los que lo somete histéricamente el
uso mecanico habitual del esqueleto gracias al control ejercido por el mecanostato (Figura 2), expresada
en microstrains (eje x, véase el texto). Se destaca una zona de “actividad normal” (en el centro), que no
supone una estimulacion del mecanostato (zona de “confort” del sistema), ubicada entre los niveles de
deformacion usual de 700 y 2.000 microstrains, y un valor de deformacién de aproximadamente 3.000
microstrains (inusual) que determina obligadamente la induccién de microdafio lineal. Este valor (umbral
de microdario lineal) se encuentra bastante alejado de la deformacion critica de 20.000 microstrains que
determinaria obligadamente la fractura de cualquier hueso (umbral de fractura en términos de deforma-
cidn). La constitucién de un “factor de seguridad biolégico” de alrededor de 10, entre el umbral de fractura
(20.000 microstrains) y el de las deformaciones usuales maximas del hueso (2.000 microstrains), tipico de
los huesos moviles de todos los vertebrados, se atribuye al control biomecanico de la rigidez estructural
del hueso a cargo del mecanostato (“Paradigma de Utah”). El mantenimiento del umbral de microdafio
lineal depende criticamente de la relacién entre la tasa de produccién de microdafios de cualquier tipo y
de la capacidad del hueso para autorrepararlos.
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tantemente creciente (Figura 2), podemos decir
que el sistema controla la capacidad del hueso
para soportar, tipicamente, unos 3 kg/mm? en
calidad de stress maximo fisioldgico (es decir,
el que tiene lugar al efectuar esfuerzos habi-
tuales de maxima intensidad), bastante antes
del yield point, y unos 18 kg/mm?2 como stress
maximo prefractura para ensayos de com-
presidon uniaxial. Ninglin hueso soporta mas
que ese valor de stress, en esas ni en otras
condiciones. En consecuencia, en términos
de stress, los huesos disfrutan de un SF de
18 kg/mm?2/ 3 kg/mm? = 6, mas bajo que el
de 10 que ostentan en términos de deforma-
cion. Esta situacién puede extrapolarse, con
sus debidas adaptaciones metodoldgicas, a
determinaciones mecanicas efectuadas en
diferentes condiciones de ensayo.

En condiciones normales, los valores de
deformacion o de stress “de fractura” son
imposibles de alcanzar efectuando esfuerzos
musculares fisioldgicos maximos. Sin embar-
go, la situacién cambia radicalmente si esos
esfuerzos se reiteran demasiado sobre la es-
tructura. Toda deformacién implica algun gra-
do de traccion sobre la estructura, en un sitio
dado. Las tracciones reiteradas, iterativas, de
la estructura resistiva por encima de ciertas
magnitudes, no son gratuitas para el hueso:
de cuando en cuando, alguna de ellas induce
una solucién de continuidad (preferentemen-
te, microdafio difuso) por elongacién excesiva
del material mineralizado: al principio, en for-
ma mas bien aleatoria, accidental; pero luego,
ya como un fenémeno cotidiano. La reitera-
cién de este fendbmeno no solo puede incre-
mentar el microdafo difuso, sino también in-
ducir una proporcién creciente de microdario
lineal. Si la tasa de produccién de resquebra-
jaduras por microdario lineal excede la tasa de
reparacion por remodelacion orientada (targe-
ted remodeling) *® (Figura 1), la concentracion
de estas soluciones de continuidad tendera a
crecer, y larigidez y la tenacidad estructurales
se reduciran progresivamente (Figuras 1 y 2).
3 Si se reiteran las cargas relativamente altas,

la estructura del hueso puede resquebrajarse
tanto como para permitir la confluencia de los
microtrazos (fatiga del material mineralizado
por stress excesivo), facilitando la fractura al
permitir que la deformacién critica del 2% se
alcance a niveles de Fc, Fr y/o stress menores
que los referidos antes (Figura 2) . Es decir,
que el hueso se deforme facilmente hasta la
fractura a cargas bajas, oponiendo una resis-
tencia (stress) mucho menor que la normal,
aunque cumpliéndose siempre Fc = Fr (New-
ton). Es dificil fijarle limites a la resistencia 6sea
en general ante este tipo de desafio mecanico
que varia mucho segun las diferentes condi-
ciones de determinacién mecanica; pero esta
establecida su dependencia de la intensidad y
de la frecuencia de los ciclos de deformacion
inducidos. Analogamente: cuando debemos
cortar un trozo de alambre sin alicate, lo do-
blamos sucesivamente hasta resquebrajarlo
tanto como para poder deformarlo hasta la
fractura efectuando un esfuerzo minimo. jGra-
cias a Newton (y a la fatiga de los materiales)
podemos cortar un trozo de alambre sin utili-
zar herramientas!

En sintesis: la deformacién reiteradamen-
te intensa de un hueso puede resquebrajarlo
a una velocidad mayor que la de la tasa de
reparacion tisular, reduciéndole la capacidad
de soportar stress por inducirle fatiga al teji-
do mineralizado, facilitando su deformacién
y fractura por cargas mas bajas que las que
la producirian normalmente. A esta clase de
“fracturas facilitadas” se las denomina “frac-
turas por stress”. Esta terminologia parece
ambigua, porque, en realidad, todas las frac-
turas ocurren por stress 6seo excesivo, pero
cobra sentido si se tiene en cuenta que, en
estos casos, la predisposicidn se adquiere
por una historia reiterada de stress excesivo,
y que la fractura no ocurre a valores bajos
de deformacion, como en otros casos, sino
de stress (Figura 2). Una denominaciéon mas
clara y completa seria la de “fracturas de
stress por fatiga”, distintiva de las fracturas
clasicas, “por insuficiencia”, o “por fragili-
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dad”, que deberian denominarse “fracturas
de stress por fragilidad, o por insuficiencia,
ajena a la fatiga”.

Para salvar estas complicaciones semanti-
cas utilizaremos las denominaciones corrien-
tes. Ejemplos de las usualmente llamadas
“fracturas de stress” (por fatiga) son las que
se presentan en individuos en los que las de-
formaciones reiteradas se manifiestan a me-
nudo, como los reclutas y los deportistas, es-
pecialmente en los dedicados a disciplinas ci-
clicas (son tipicas las “fracturas de marcha”),
como se detallara luego.

Obviamente, ambos tipos de microdafno
pueden afectar tanto el tejido 6seo cortical
(objeto de tratamiento primordial en este ar-
ticulo) como el trabecular.44" Los corres-
pondientes impactos mecéanicos sobre las
estructuras éseas con predominio cortical o
trabecular, que son los que interesan al clini-
co, son correlativos de sus respectivas fun-
ciones mecanicas, hasta ahora reconocidas a
nivel de érgano. Para las cortezas, el micro-
dafo reduce la resistencia a la fractura de la
diafisis del hueso en cuestion, reduciendo la
resistencia a la deformacién plastica prefrac-
tura (comportamiento “quebradizo” del hue-
so). Para las tramas trabeculares, el microda-
flo afecta la transmisién de las cargas desde
las superficies articulares hacia las paredes
corticales, poniendo en riesgo la integridad
del cartilago metafisario y reduciendo la resis-
tencia a la compresién en el caso especial de
los cuerpos vertebrales, en proporcién inversa
a la fortaleza de sus cortezas.

La Figura 2 muestra, en términos relativos,
la mayor importancia que tiene la reduccion
de la resistencia plastica que la de la resisten-
cia elastica en las fracturas por stress, y como

la propiedad ésea que sufre en esos casos,
mas que la rigidez, es la tenacidad.

Lamentablemente, la tenacidad 6sea solo
esta “controlada”, a nivel tisular, por la tasa de
targeted remodeling * inducida por el micro-
dafo lineal (Figura 1), y a nivel molecular, por
procesos fisicoquimicos de naturaleza todavia
incierta, tal vez promovidos por mediadores
proteicos osteociticos, pero independientes
de la remodelacion. No esta definido si estos
mecanismos constituyen o no un verdadero
“mecanostato de la tenacidad”, pero las apa-
riencias inducen a aceptarlo.

De todos modos, no se conocen recur-
sos para evaluar la tenacidad 6sea tisular ni
estructural en forma no invasiva, como lo re-
queriria un diagnoéstico de “reduccion de la
resistencia 6sea a la fatiga”. La pQCT puede
analizar el disefio éseo, pero no la tenacidad
del tejido mineralizado.* La microindentacion #
puede estimar mini-invasivamente la capaci-
dad del tejido 6seo para resistir la penetra-
cion, que es correlativa de su rigidez intrin-
seca dentro del marco del comportamiento
elastico, y también puede evaluar su aptitud
para recuperar la forma inicial, condicién que
puede estimar su tenacidad en forma indirec-
ta,* pero su empleo clinico requiere aun una
amplia validacién.

Esta incapacidad para evaluar la tenaci-
dad 6sea (o la resistencia a la fatiga) dificulta
la investigacion de los efectos de tratamientos
destinados a mejorarla.
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Resumen

Las fracturas de stress son el resultado de
la reiteracién de cargas mecanicas en ciclos de
intensidad, duracion y frecuencia variables que,
aplicadas como estimulos Unicos, no serian su-
ficientes para provocarlas. En lineas generales,
el mecanismo propuesto para la generacion de
las fracturas de stress por fatiga es un desborde
de la capacidad reparatoria de las microfractu-
ras provocadas por las cargas de un exigente
entorno mecanico, que corre a cargo de la re-
modelacion 6sea. Inicialmente fueron reporta-
das en el personal militar (en especial reclutas
durante el periodo de instruccién) y luego en
deportistas de diversas disciplinas que impli-
can correr y/o saltar. Siendo esta la poblacién
primariamente en riesgo, se identificaron nume-
rosos factores adicionales. En esta revision se
expondran solamente aquellos de naturaleza
endocrinometabdlica y biomecanica. El sintoma
inicial mas frecuente de las fracturas por fatiga
es el dolor focal, y su frecuencia es alta en los
miembros inferiores. Se presenta al final de la
actividad fisica, para luego extenderse a todo su
curso y, finalmente, afectar también la deambu-
lacion diaria. EI examen fisico tipicamente de-
nota hipersensibilidad o dolor localizado sobre
el area del hueso afectado, que a veces puede
estar tumefacta. El diagndstico se basa en las
imagenes; la resonancia magnética nuclear es

* Correo electrdnico: hclaus@fibertel.com.ar

la de mayor sensibilidad y especificidad y la que
permite un diagnostico temprano, lo que es im-
portante para prevenir un potencial progreso de
la lesion a una fractura completa, osteosintesis
retardada o no unién, y necrosis ésea.
Palabras clave: fracturas por stress, cargas
mecanicas reiteradas, deporte, atletas, reso-
nancia magnética nuclear, edema éseo.

Abstract
CLINICAL
FRACTURES

FEATURES OF STRESS

Stress fractures are the result of repeated cyclical
loading whose intensity, duration and frequency
are variable. These loads, applied as single stimuli,
would not be enough to produce them. Overall,
the proposed mechanism that generates fatigue
fractures is an overflow in repair capacity, which
is normally run by bone remodeling. They were
first reported in military population (especially
recruits during the training period) and later in
athletes of various disciplines that involve running
and / or jumping. This is primarily the population
at risk. Other factors have been identified, only
endocrine, metabolic and biomechanical will be
discussed. The most common initial symptom
of fatigue fractures is focal pain and frequency
is high in the lower limbs. They appear at the
end of physical activity, then spread throughout
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their course, and ultimately affect the daily
ambulation. Physical examination typically shows
hypersensitivity or localized pain on the area of
the affected bone, which can sometimes be
swollen. Diagnosis is based on images. Nuclear
magnetic resonance has the highest sensitivity
and specificity and allows early diagnosis, what
is essential to prevent a potential progression of
injury to a complete fracture, delayed healing or
nonunion and bone necrosis.

Key words: stress fractures, repeated cyclical
loading, sports, athletes, nuclear magnetic
resonance, osseous edema.

Introduccién y definicion conceptual de las
fracturas “de stress por fatiga”

Las fracturas de stress son el resultado de
la reiteracion de cargas mecanicas en ciclos
de intensidad, duracién y frecuencia varia-
bles que, aplicadas como estimulos Unicos,
no serian suficientes para provocarlas. Estas
fracturas no resultan de un evento, como las
fracturas traumaticas o por fragilidad, sino del
desarrollo temporal de un proceso.'?

El mecanismo de las fracturas de stress es
asimilable, en un sentido general, a las fallas
“por fatiga” que sufren los materiales y las es-
tructuras expuestas a cargas repetidas, fené-
meno de interés para los ingenieros. Experi-
mentalmente es posible producir fracturas de
stress, in vivo y ex vivo.3*

La deformacion repetida del hueso puede
provocar una fractura por fatiga sin necesidad
de una enfermedad ésea subyacente, que po-
dria configurar una fractura por insuficiencia o
“por fragilidad”.

Las fracturas de stress por fatiga fueron ini-
cialmente reportadas en reclutas militares du-
rante el periodo de instruccion, que incluye en-
trenamiento y marchas prolongadas -“fracturas
de marcha”-, y luego en atletas profesionales o
recreacionales, en especial los que practican
disciplinas muy difundidas, que implican correr
y/o saltar.5® Las fracturas de stress por insu-
ficiencia, en cambio, ocurren en el marco de
las exigencias mecanicas de la vida cotidiana

Claus Hermberg & Pozzo: Aspectos clinicos

de las fracturas por stress

en pacientes de osteopatias genéticas o ad-
quiridas, menos frecuentes, cuya descripcion
excede el proposito de esta revision. Seran
consideradas, sin embargo, a titulo ilustrativo y
para abordar su diagnéstico diferencial.

En lineas generales, el mecanismo pro-
puesto para la generacién de una propension
a las fracturas de stress por fatiga es un des-
borde de la capacidad reparatoria de las mi-
crofracturas provocadas por las cargas de un
exigente entorno mecanico, que corre a cargo
de la remodelacién 6sea.®"°

Si bien la carga o el impacto repetitivos son
factores etiologicos necesarios para las fracturas
de fatiga, no todos los individuos expuestos las
sufren. Por lo tanto, evaluaremos las caracteris-
ticas demograficas y otros potenciales factores,
mas o0 menos relevantes, que contribuirian a
identificar a la poblacién con mayor riesgo.

En esta revision se enfatizan los factores de
naturaleza endocrinometabdlica y biomecani-
ca, por su significado biolégico para la clinica
en general y para las osteopatias médicas en
particular, antes que aspectos de competencia
de la deportologia, la medicina fisica y la trau-
matologia, como las caracteristicas estructura-
les y funcionales del pie, la rigidez de la rodilla,
la fuerza de los abductores de la cadera, la
desigual longitud de los miembros inferiores, el
lado dominante (derecho, zurdo), o las caracte-
risticas del calzado y del terreno.'-"”

Diagnéstico
A. Clinica

El sintoma inicial mas frecuente de las frac-
turas por fatiga es el dolor focal, y su frecuencia
es alta en los miembros inferiores. En atletas
y militares se presenta al final de la actividad
fisica, para luego extenderse a todo su curso
y, finalmente, afectar también la deambulacion
diaria.® El dolor puede ser poco caracteristico,
en una poblacién expuesta a muchas otras le-
siones de las estructuras anatomicas relativas
a la locomocién, que también se encuentran
funcionalmente exigidas, y puede irradiarse a
zonas vecinas y aun alejadas.
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El examen fisico tipicamente denota hiper-
sensibilidad o dolor localizado sobre el area del
hueso afectado, que a veces puede estar tume-
facta.’®® Existen pruebas y maniobras semio-
l6gicas especificas para fracturas de stress de
determinadas regiones anatémicas.?'

Es importante un diagndstico temprano, pues
su retraso incrementa la morbilidad.

Estas fracturas pueden representar del 2 al
20% de las lesiones deportivas.” En los atletas
de pista (velocistas), las fracturas mas comunes
son de escafoides, tibia y metatarso; en los co-
rredores de larga distancia, de tibia y de peroné,
y en los reclutas, de calcaneo y de metatarso.?
Las fracturas del metatarso involucran principal-
mente los huesos 2° y 3° y en las del 5° suele
haber un antecedente traumatico. Las fracturas
de stress por fatiga también pueden ubicarse en
la diafisis, la region intertrocantérica, el cuello y
la cabeza del fémur.2® Las ramas y sinfisis pubia-
nas y el sacro son las estructuras pélvicas mas
afectadas.

Los antecedentes y caracteristicas mas im-
portantes son una fractura de stress previa, el
sexo femenino, un aumento brusco en la inten-
sidad de entrenamiento, el nivel de competencia
en las semanas previas a los sintomas y los com-
ponentes del “sindrome de la triada de la atleta
femenina”: déficit energético (insuficiente ingesta
calérica para compensar el gasto), oligoame-
norrea como signo de hipoestrogenismo en el
contexto del sindrome de amenorrea funcional
hipotaldmica y osteoporosis.?*?” Una complica-
cion de este sindrome es, precisamente, la frac-
tura de stress. Si bien su frecuencia es variable,
ésta llamo la atencién del American College of
Sports Medicine (ACSM) al punto de proponer
oficialmente guias para su diagnéstico precoz y
tratamiento.?”

La edad no esta vinculada al riesgo de fractu-
ra de stress en todos los estudios; pero, cuando
lo esta, la relacion es contradictoria y depende
de las caracteristicas de la cohorte estudiada.?®
En mujeres adolescentes que participan de com-
petencias colegiales, las fracturas son mas fre-
cuentes en las de menor edad, y la relacién se
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invierte en atletas adultas y en personal militar.282°
La influencia de la edad de la menarca es contra-
dictoria.

Varios trabajos de caso-control y longitudina-
les encontraron que bajos niveles de 25(0H)D,
constituyen un mayor riesgo de fractura. En un
estudio longitudinal, su incidencia en el grupo co-
rrespondiente al quintilo inferior (1,5 a 19,7 ng/ml)
fue el doble que en el grupo del quintilo superior
(89,9 a 112 ng/ml).2>32 En otro estudio longitudi-
nal, con soldados, se evaluaron los marcadores
6seos de formacion (fosfatasa alcalina 6sea, pro-
péptido aminoterminal del procolageno tipo I) y
de resorcioén (fosfatasa acida tartrato-resistente,
cross-laps) antes y durante un periodo de 18
semanas de instruccion; al final del estudio, se
observé que solo se redujeron, leve pero signi-
ficativamente, los marcadores de formacion, sin
diferencias entre soldados que experimentaron o
no fractura de stress.®

B. Imagenes

Las imagenes constituyen la base para el
diagnéstico no invasivo de las fracturas de stress.
Como los procesos determinantes de estas frac-
turas varian de un caso a otro, las distintas mo-
dalidades de imagenes difieren en sensibilidad y
especificidad diagnéstica en distintas etapas de
su evolucion.

Como la evaluacion de la importancia y dig-
nidad de una fractura de stress requiere un exa-
men clinico completo, la informaciéon aportada
por las imagenes (altamente dependiente de la
experiencia y el entrenamiento del especialista)
puede contribuir a su diagndstico diferencial.

Las fracturas por fatiga se observan en hue-
sos portantes, en especial las ramas del pubis,
la cadera, la di&fisis tibial, el tarso y los metatar-
sianos.® La linea de fractura es delgada, habi-
tualmente transversa, y frecuentemente se loca-
liza en la superficie concava -expuesta a fuerzas
compresivas- de los huesos largos y del cuello
femoral, pudiendo comprometer solo una o am-
bas cortezas y exhibiendo una reaccion periosti-
ca -el callo- de magnitud variable, proporcional al
tiempo de su evolucién.
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Las fracturas de insuficiencia observadas
en la osteomalacia, conocidas como zonas de
Looser y mal llamadas pseudofracturas (pues-
to que son verdaderas fracturas de stress), son
habitualmente multiples, muchas veces simétri-
cas y mas ubicuas que las demas, y ocurren,
ademas en los sitios propios de las fracturas por
fatiga, en huesos que no cumplen funciones an-
tigravitacionales, como las costillas y los bordes
laterales de la escapula. La banda de lucencia
es ancha, con margenes paralelos flanqueados
por una escasa esclerosis y un callo poco abun-
dante, que aumenta su volumen si el tratamiento
es exitoso. Estas lesiones por osteomalacia se
observan en deficiencias graves y prolongadas
de vitamina D, y en cuadros de malabsorcién in-
testinal e hipofosfatemia de causa secundaria o
inducida por tumores.?4343%

Las fracturas femorales atipicas, ultimamente
en la mira de los especialistas en osteoporosis
por su relacién con el uso prolongado de bifosfo-
natos, son fracturas completas ocasionadas por
cargas minimas, menores que las involucradas
en las fracturas por osteoporosis de la posme-
nopausicas y a veces hasta ocurren espontanea-
mente, por lo que, en la jerga traumatoldgica, se
las denomina “de baja energia”. Estan precedidas
por una fractura de stress, que fragiliza la zona y
se caracteriza por localizarse inicialmente en la
superficie externa cortical -sometida a fuerzas de
tensién-, que muestra un engrosamiento perios-
tico y endocortical y un engrosamiento bilateral
de la corteza externa, manifestando, ademas,
un retardo curativo.®>*® Pueden también obser-
varse, esporadicamente, fracturas con caracte-
risticas y prédromos similares, en pacientes con
osteoporosis, hipofosfatasia, pichodisostosis y
osteosclerosis. En estos casos también pueden
afectarse los metatarsianos.?”*

La radiologia convencional (muchas veces la
primera imagen que se solicita cuando se sos-
pecha una lesion ésea) permite constatar una
fractura ya instalada, reconociéndose un trazo
radiollicido de orientacién transversa al eje del
hueso, flanqueado por una linea de hueso es-
cleroso mas o menos definido y una reaccion
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periéstica o callo de desarrollo variable, ausente
en las fracturas intracapsulares, por carencia de
periostio.3+4041

La tomografia computarizada de alta resolu-
cién, gracias a su capacidad de reconstruir los
cortes en 3D, permite observar soluciones de
continuidad de estructuras 6seas mas peque-
fas. Es una técnica para tener en cuenta cuando
se presume una fractura de sacro que puede no
ser detectada por la resonancia magnética nu-
clear.>4

La centellografia evidencia tempranamente
la lesion ésea, al poner de manifiesto el proceso
de reparacion de la lesién, que implica a nivel del
material éseo y tisular, su recambio a cargo de los
osteoclastos, y un nuevo depdsito de matriz y su
mineralizacion por parte de los osteoblastos. Su
sensibilidad es muy alta pero, como ocurre para
todas las lesiones 6seas con alto recambio 6seo
focal, su especificidad es baja.*44

La resonancia nuclear magnética (RNM) es
la tecnologia de imagenes con mayor sensibili-
dad y especificidad, cercanas ambas al 100%,
para diagnosticar la fracturas de stress en to-
das sus etapas, incluso las mas tempranas, ex-
presadas por edema de la medula ésea.*0445
Es el método de referencia, el mas redituable
y el que mejor permite un diagnéstico precoz
(Figura 1y 2).4042

De acuerdo con las caracteristicas de las
imagenes y las regiones de los huesos afecta-
dos, puede establecerse un riesgo alto o bajo de
fracturas. Las fracturas de stress por fatiga pro-
ducidas en sujetos considerados con alto riesgo
incluyen una tendencia a progresar a una fractura
completa, y a presentar osteosintesis retardada o
No unién y necrosis 6sea.*s*” Por lo tanto, requie-
ren tratamiento quirdrgico y equipamiento para
descargar el peso corporal. Afectan las regiones
sometidas a deformaciones de tension del eje
biomecanico natural del hueso, e incluyen el 5°
metatarsiano, la superficie anterior de la tibia, el
escafoides, la superficie supero-externa del cue-
llo femoral, la rétula, el maléolo medial, el cuello
del astragalo y el sesamoideo del primer meta-
tarsiano.*“8 Las fracturas con evolucion natural
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favorable, que habitualmente no requieren trata-
miento quirdrgico ni equipamiento para evitar la
carga del peso, afectan el lado del hueso donde
la deformacién es compresiva: los metatarsianos
2° a 4°, el calcaneo, la tibia posteromedial, el pe-
roné y el cuello femoral inferomedial.*"4

Claus Hermberg & Pozzo: Aspectos clinicos
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Recursos diagnosticos y terapéuticos rela-
cionados con la fisiopatologia

La recomendacion de regimenes adecua-
dos de actividad fisica a lo largo de la vida, en
especial desde la adolescencia temprana, esta
ampliamente consensuada, tanto en beneficio

-
.

o

Figura 1. Paciente vardn de 45 afios. Trota 1 hora por dia. Antecedente de edema dseo de varios huesos
del pie dos afios antes. Presentd dolor en extremo distal de pierna derecha y radiografia simple normal.
A. RMN secuencia T1. Se observa trazo lineal en extremo distal de la tibia y maléolo tibial compatible con
fractura. B. RMM secuencia T2 con supresidn grasa: se observa imagen hiperintensa compatible con
edema éseo con trazo de fractura menos evidente que en T1.

Figura 2. Paciente mujer 41 afios, maratonista, indice de masa corporal: 21. Present6 dolor en region

inguinal exacerbado con la deambulacion. A. RMN en secuencia T1 se observa imagen hipointensa en
cuello femoral. B. RMN en secuencia T2 con supresion grasa; se observa edema 6seo en corte que pasa
por el eje del cuello femoral.
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de la salud en general como para optimizar las
funciones de los sistemas cardiometabdlico y
musculoesquelético.**%° La ocurrencia predomi-
nante de las fracturas de stress por fatiga en la
poblacién que cumple con esa recomendacion
con mayor apego indica la necesidad de una
medida (dosis) y un contexto. Analizaremos las
alteraciones de estos dos requisitos en funcién
de los referidos factores de riesgo, aportados
por la epidemiologia y por estudios de caso-
control y longitudinales.

Una actividad fisica intensa, asociada a una
insuficiente disponibilidad calérica (con trastor-
nos de la alimentacién o sin ellos), amenorrea
y osteoporosis, registrados tanto aisladamente
como combinados en lo que se conoce como
“la triada de la mujer atleta”, constituyen un
significativo riesgo para la salud en nifias, ado-
lescentes y mujeres.?”!' Cada una de ellas re-
presenta una situaciéon patoldgica propia den-
tro de un espectro de condiciones subclinicas
interrelacionadas. El déficit calorico se cuan-
tifica calculando la energia disponible (ED) de
acuerdo con la siguiente ecuacioén: ED = (ener-
gia ingerida — demanda energética del jercicio) /
masa magra (MM). Se considera que hay un
déficit de ED cuando el resultado es menor de
30 kcal’lkg MM/dia. Los casos mas graves se
observan en situaciones patolégicas como la
anorexia nerviosa, pero las formas habituales
pueden presentarse inadvertidamente, en per-
sonas que persiguen un objetivo corporal esté-
tico, sin constituir una verdadera alteracion de la
conducta alimentaria.?” De hecho, el indice de
masa corporal, IMC = peso (kg) / estaturaz (m?),
es solo 1 o0 2 puntos menor que el de las atletas
controles. Esta condicién subclinica muchas ve-
ces va de la mano del sindrome de amenorrea
funcional hipotalamica, con el consiguiente hi-
poestrogenismo, aunque su causalidad es mas
compleja y comprende factores psicolégicos.?”

No esta aun dilucidado como impactan es-
tos factores en la capacidad del hueso para
evitar su degradacion estructural reponiéndose
a ella con igual velocidad. Se han reportado al-
gunos efectos negativos. En un estudio clinico
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aleatorizado, la tasa de remocién ésea aumen-
t6, asociada a una declinacion de la formacion,
luego de 5 dias de una reduccién de ED a me-
nos de 30 kcal’lkg MM/dia.5? Estos efectos po-
drian estar mediados por el hipo-estrogenismo
de la amenorrea funcional hipotalamica y por
otras alteraciones hormonales asociadas, como
un descenso del IGF-1 y la leptina y un aumento
del cortisol.5354

El tercer componente de la triada, la osteo-
porosis, no debe extrapolarse a la categoria
de osteoporosis posmenopausica por densi-
tometria, definida sobre la base del T-score de
DMO por la OMS. La ISCD propuso, en cam-
bio, que la DMO de mujeres premenopausicas
se exprese en Z-scores referidos a controles de
igual edad y que valores menores de -2 sean
reportados como “DMO inferior a lo esperado
para la edad”.®® En la mayoria de los estudios
caso-control, las mujeres que sufrieron fracturas
por fatiga tuvieron, en promedio, DMO y CMO
mas bajos que los controles, pero con Z-scores
de alrededor de -1.28%657 Estas mujeres no pre-
sentan valores menores de DMO cuando se los
compara con los de mujeres que no practican
deportes, pero en esa instancia debe tenerse
presente que, en general, las atletas tienen una
DMO un 15% mayor que la poblacion de refe-
rencia.’”%® En algunos estudios solo se consta-
ta una mayor prevalencia de valores bajos de
DMO asociados a fracturas de regiones con
predominio de hueso trabecular, como la pelvis
y el calcaneo, mientras que otros presentan ti-
bias mas esbeltas y con menor médulo seccio-
nal, y suelen sufrir fracturas de huesos tubulares
con predominio de hueso cortical.*¢% No esta
estrictamente recomendado medir sistematica-
mente la DMO en mujeres deportistas, excepto
que presenten una inadecuada ingesta caldrica
o alteraciones del ritmo menstrual.?® Tampoco
seria Util evaluar estas alteraciones, pues no se
han propuesto valores umbrales minimos para
recomendar el comienzo o la continuacion de la
actividad fisica, ni gradientes de riesgo en fun-
cion de DS de descenso de la DMO; ni se cono-
cen medidas preventivas eficaces, excepto co-

52

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 1 - 2016



rregir las conductas dietéticas cuando estuviera
indicado.?” En este Ultimo caso, si la condicion
se asocia a un cuadro de amenorrea funcional
hipotalamico, la mejor prevencion consiste en la
correccion de los habitos y del estilo de vida,
por sobre el tratamiento hormonal con anticon-
ceptivos, cuya indicacion puede considerarse si
lo anterior no se lograra. 6274960

Si bien la fractura por fragilidad es la mani-
festacién mas sobresaliente de la osteoporosis,
excepcionalmente pueden también observarse
fracturas de stress en mujeres osteoporéticas
posmenopausicas, que son consideradas por
algunos como de insuficiencia mas que por fati-
ga. Estas fracturas se diferenciarian clinicamen-
te de las otras fracturas por insuficiencia propias
de la entidades nosoldgicas ya sefialadas, por
asociarse a una baja masa 6sea, con alteracion
de la estructura de los huesos o sin €lla, y no a
una calidad anormal del material 6seo —auiin con
densitometria elevada en algunos casos—, y a
una disrupcion de todos los procesos homeos-
taticos dseos.

Un aspecto cualitativo, no explicado por la
fisopatologia, es la relaciéon de las fracturas por
fatiga en deportistas con el antecedente de un
incremento brusco en la rutina de entrenamiento
o de competencia. Se aconseja que estos cam-
bios se efectien gradualmente, en semanas,
para optimizar la “adaptacion” pretendida, cuya
naturaleza se desconoce, pero que no tiene re-
lacién con los efectos beneficiosos del gjercicio
a largo plazo.?

Desde el punto de vista de la deportologia,
esta adaptacién esta conceptualmente aso-
ciada a un contexto mas ampilio: la adaptacion
musculoesquelética, que se orienta a lograr un
mejor estado aerdbico, mejorar habilidades, for-
talecer los musculos y lograr una mayor resis-
tencia de estos a la fatiga. Cualquier aficionado
al futbol -en nuestro pais abundan- sabe que
una buena pre-temporada evita lesiones duran-
te la competencia, entre ellas las fracturas de
stress por fatiga.®’ Con respecto a esto ultimo
hay evidencias que muestran que una 6ptima
funcién muscular contribuye a disipar la energia

Claus Hermberg & Pozzo: Aspectos clinicos
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de los impactos propios de la carrera, del frena-
do y de las caidas. Una merma de esta funcién
por fatiga muscular expondria a las reales es-
tructuras portantes del cuerpo (huesos, cartila-
gos, ligamentos) a los efectos nocivos de esa

energia de impacto.306263
La consecuencia sobre los huesos de

la

repetida exigencia mecanica en rangos fisiolo-
gicos y por lo tanto por debajo del umbral de
carga que provocaria su fractura instantanea,

provoca —como Yya lo mencionaron Ferretti

y

cols. en este mismo numero de Actualizaciones
en Osteologia— basicamente dos tipos de efec-
to: microcracks (grietas) mayores de 100 pm y
microdaro representado por soluciones de con-
tinuidad menores de 10 um en el seno del mate-
rial 6seo. Las primeras se reparan por el clasico
proceso de remodelacion 6sea que tarda sema-
nas a meses.®*% El microdafio, en cambio, se
repara en forma espontanea sin intervencion de
actividad celular alguna —es una propiedad in-
trinseca del material 6seo— en un lapso de dias
a semanas. El hueso asi modificado es al inicio
mecanicamente menos competente, propiedad
que sin embargo es mejorada por encima de su
nivel inicial luego de completada su reparacion,
ya que soporta una mayor energia antes de frac-
turase.® Los tiempos con los que se proyecta
el progreso de la intensidad de actividad en los
planes de adaptacion (pre-temporada en los
casos competitivos) es también de semanas,
coincidente con el ciclo de inicio y reparacion
del microdafno 6seo.% Este dato podria sugerir,
aunque por el momento solo en forma especu-
lativa, que el proceso del microdafio éseo es

un elemento para considerar a fin de explicar

el

efecto preventivo de fracturas de stress de los

planes de entrenamiento.
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Resumen

La displasia fibrosa (DF) es una enfermedad
rara causada por una mutacién genética es-
poradica y congénita donde existe un trastor-
no en la maduracion del mesénquima éseo.
Se presenta un paciente de sexo masculino
de 27 afos, con antecedentes de fractura de
tabique nasal y dolor en la region frontal aso-
ciada a nauseas e imposibilidad para caminar
desde hace ocho afios. Al examen fisico se
encuentra asimetria craneofacial, disminucién
de la agudeza visual e hipoacusia bilateral. La
resonancia magnética cerebral revela hiperos-
tosis y disminuciéon de volumen del cerebro,
cerebelo y senos paranasales. La exploracion
radiolégica revela aumento difuso del volu-
men del componente medular éseo con com-
promiso poliostético. Se diagnostica displasia
fibrosa dsea poliostética sobre la base de los
datos clinicos y de imagenes. El diagnéstico
de este paciente fue tardio. Se ha reportado
que, en pacientes jovenes, el diagndstico de
displasia fibrosa es radioldgico y que, en raras
ocasiones se requiere biopsia 6sea.

Palabras clave: displasia fibrosa poliostotica,
hiperostosis.

Abstract
POLYOSTOTIC FIBROUS DYSPLASIA:
LITERATURE REVIEW AND CASE REPORT

Fibrous dysplasia (FD) is a rare disease
caused by a sporadic genetic mutation that
generates a disruption in the maturation of
bone mesenchyme. We report a 27 year old
male patient, with a history of nasal septum
fracture and frontal region pain associated
with nausea, and walking disability for eight
years. At the physical examination we found
craniofacial asymmetry, decreased visual
acuity, and bilateral deafness. Brain magnetic
resonance imaging revealed hyperostosis and
decreased volume of brain volume, cerebellum,
and sinuses. Skeletal survey revealed diffuse
enlargement of the bone marrow component
and polyostotic involvement. Diagnosis of
polyostotic fibrous dysplasia bone was based
on clinical and imaging data. The diagnosis of
this patient was late. It has been reported that in
young patients FD is diagnosed by radiological
methods, rarely requiring bone biopsy.

Key words: polyostotic fibrous dysplasia,
hiperostosis.
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Introduccion

La displasia fibrosa (DF) es una enferme-
dad rara causada por una mutacién genética,
mutaciones activadoras en el gen GNAS1 y la
sobreexpresion del protooncogén c-fos.!? Esto
conduce a la proliferacion anormal de fibro-
blastos, la diferenciacién defectuosa de los os-
teoblastos y el aumento de la resorcion 6sea.

La maduracion del mesénquima 6seo (tejido
lamelar de la cavidad medular de uno o varios
huesos) es reemplazado por tejido fibroso ané-
malo; en consecuencia, el hueso normal queda
sustituido por una mezcla de tejido fibroso y
fragmentos pequefios de hueso trabecular in-
maduro.®® La etiologia no se conoce; al pare-
cer es una anormalidad del tejido embrionario
en el hueso durante el desarrollo: el tejido fibro-
so prolifera dentro de la medula ésea.®® Estas
mutaciones no son hereditarias y se producen
tras la fase cigética del desarrollo originando
un mosaicismo somatico, en el cual coexisten
lineas celulares con la alteracién genética y po-
blaciones celulares normales.38

Existen tres formas de afectacion: de un
solo hueso (monostotica) en el 70% de los
casos; de varios huesos (poliostética) en un
30% de los casos (esto ocurre en todo el es-
queleto con predileccién por los huesos lar-
gos, costillas y regién craneofacial, esta ul-
tima involucrada en el 90% de los casos, y
en la base craneal anterior en mas del 95%
de los casos) y la forma poliostética asocia-
da a anomalias enddcrinas como pubertad
temprana, maduracién esquelética prematura
o hipertiroidismo, conjunto conocido como
sindrome de McCune-Albright (MAS).>'° Los
pacientes con MAS también pueden tener
manchas “café con leche”, que constituyen
lesiones cutaneas planas e hiperpigmentadas
de bordes poco definidos a diferencia de las
tipicas de la neurofibromatosis, que tienen
bordes lisos.®'" La displasia fibrosa ocurre con
la misma frecuencia en ambos sexos pero, a
diferencia del MAS, es mas comun en nifias (a
razén de 10:1) y se manifiesta con pubertad
temprana.’

La forma monostética suele diagnosticar-
se entre los 20 y 30 afos de edad sin lesiones
cutaneas concomitantes. La forma poliostética
tipicamente se manifiesta en menores de 10
afios y puede avanzar con la edad; la enferme-
dad de inicio temprano suele ser mas grave.
Las lesiones expansivas producen dolor, de-
formidad, fracturas y compresion de nervios'.

Caso clinico

Se reporta el caso de un paciente varén de
27 afos procedente de Jaén (norte de Peru).
El paciente presentd antecedente de trauma-
tismo con diagnodstico de fractura de tabique
nasal al caer del andador a los 8 meses de
edad y problemas para respirar hasta los 3
afos. Alrededor de los 10 afios, manifestaba
dolor en regién frontal y nauseas sin causa
conocida que cedian al descanso. Desde los
19 afos presentd alteracion del equilibrio y
caidas frecuentes, por lo que fue evaluado por
neurologia y otorrinolaringologia sin recibir
diagndstico etioldgico. Seis meses después
presentd disminucién de fuerza muscular en
las extremidades inferiores que lo mantiene
imposibilitado de desplazarse hasta la actua-
lidad (Figura 1).

Dos meses antes del ingreso eviden-
ci6 disfagia a alimentos sdlidos y liquidos.
Un mes antes del ingreso presenté tos pro-
ductiva y malestar general, sintomas que se
mantuvieron durante las semanas siguientes.
Horas antes del ingreso presentd dificultad
respiratoria al reposo, fiebre (40 °C) y pérdida
de fuerza muscular generalizada, por lo que
es llevado a un hospital de su ciudad de pro-
cedencia, donde se le indica oxigenoterapia,
entre otras medidas de soporte y se le ad-
ministra imipenen y vancomicina. Se interna
con el diagnéstico de neumonia adquirida en
la comunidad, para ser luego remitido a un
hospital del Seguro Social en Chiclayo (Peru)
cuatro dias después, con marcada hipoxemia,
cianosis, y saturacion de oxigeno del 62%. Al
ingreso se le realiz6 intubacion endotraqueal,
por lo cual mejord la saturacion de oxigeno
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Figura 1. Marcada asimetria craneofacial, en varéon
de 27 afos.

Tabla 1. Examenes de laboratorio al ingreso.

(86%); la presion arterial era 120/70 mmHg,
la frecuencia respiratoria de 18 resp/min y la
temperatura 37 °C.

En el examen fisico se evidencian un peso
de 70 kg, talla de 172 cm, asimetria craneo-
facial, hipertelorismo, disminucién de la agu-
deza visual e hipoacusia bilateral. No se ob-
servaron alteraciones en la pigmentacion de
la piel.

La bioguimica general y el hemograma
fueron normales (Tabla 1).

La resonancia magnética cerebral eviden-
ci6é engrosamiento difuso de los huesos de la
calota y la cara (hiperostosis) y disminucion
de volumen del cerebro, cerebelo y senos pa-
ranasales (Figura 2). Lo mismo se aprecia en
la ventana ésea de la tomografia computariza-
da (TC) (Figura 3).

En la exploracién radiologica se hallé au-
mento difuso del volumen del componente
medular éseo con compromiso poliostético;
no se evidenciaron fracturas, ni lesiones liti-
cas o blasticas.

Valor obtenido

Valor normal

PTH (pg/ml)

Ac. urico (mg/dl)
pH

Ca (mMol/l)

B2 microglogulina (ng/l)
TSH (uIU/ml)
T4 libre (ng/dl)

Creatinina (mg/dl)
PCR (mg/dl)

VSG (mm/h)
Fosfatasa alcalina (U/1)

Testosterona (ng/ml)
LH (mUl/ml)
Cortisol (pg/dl)
Prolactina (ng/dl)
ACTH (mUl/dl)

36 10-55
3,9 0-7
7,4 7,35-7,45
0,98 2,2-2,6
1,5 0,8-2,2
2,29 0,27-4,2
1,49 0,8-1,9
0,62 0,5-1,2
1,4 0-0,79
35 4-13
97 60-170
3,33 2,84-8
3,24 1-15
13,3 6,2-19,4
12,65 4,04-15,2
33,8 20- 100
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Figura 2. Resonancia magnética: se observa el
grosor de 1,5 cm. de la calota. Se observa esclero-
sis de los hueso de la base del craneo y del macizo
facial.

Figura 3. Tomografia computarizada de ventana

6sea craneal, donde se observa hiperostosis.

El paciente evolucion6é favorablemente;
por eso, cuatro semanas después, fue dado
de alta con el diagnéstico de displasia fibrosa
Osea poliostoética, sobre la base de los datos
clinicos e imagenolégicos expuestos.

Se cuenta con el cosentimiento del pa-
ciente y familiar para la publicacién del caso

Discusién

La displasia fibrosa poliostética es un pro-
ducto de la mutaciéon que produce una anor-
mal activacion de la adenilciclasa asociada
a la proteina G, lo que deriva en un exceso
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc, se-
gundo mensajero intracelular) que media los
efectos patologicos en las células afectadas.
Estas mutaciones del receptor acoplado a
la proteina G pueden ocasionar un funcio-
namiento auténomo del hueso (receptor de
hormona paratiroidea), la piel (receptor de
hormona melanocito estimulante) y diversas
glandulas enddcrinas.®'"2 Los signos y sinto-
mas varian dependiendo del tipo y la ubica-
cién de la displasia fibrosa, aunque algunas
veces es asintomatico.® Esta afeccién no es
hereditaria. En el presente caso, el paciente
no tenia antecedentes familiares similares a
su diagnostico.

La literatura reporta que, en el tejido éseo,
esta anomalia induce una expansion de las
células osteoprogenitoras con acumulacién
progresiva en los espacios medulares pro-
duciendo una pérdida localizada de tejido
hematopoyético y fibrosis medular.® La ex-
tensiéon de este tejido fibrético genera defor-
midad de los huesos, dolor 6seo, e invasion
de los senos paranasales, las fosas nasales,
la érbita o los canales neurovasculares, que
pueden conducir a la obstruccion nasal, ce-
falea y alteraciones visuales.®'™® El presente
caso nos muestra asimetria craneofacial con
desplazamiento de dientes, y se puede apre-
ciar mediante TC la disminucién de los senos
paranasales (Figura 2). Ademas presenta dis-
minucién de la agudeza visual, hipertelorismo,
dificultad en la respiracién y antecedente de
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sintomatologia de dolor (antecedente de cefa-
lea), aunque este Ultimo no se manifiesta en la
actualidad. En otros reportes se han descripto
adicionalmente nistagmo horizontal, reflejos
disminuidos, pérdida y debilidad de ambos
miembros superiores, signos piramidales en
extremidades inferiores y pérdida sensorial,
resultados que son muy similares al reporte
de nuestro caso.382

La lesién suele ocurrir en el esqueleto en
crecimiento; el hueso afectado se engrosa y
la cortical se adelgaza produciendo fractu-
ras espontaneas como complicacién cuando
compromete a los huesos largos. Las fracturas
pueden aparecer en cualquier hueso afectado,
en forma espontanea, y comprometen con fre-
cuencia los huesos de la base del craneo y la
metafisis proximal del fémur."® En el estudio, la
exploracion radioldgica no evidencid presencia
de fracturas, ni infiltracién hacia el hueso.

El tejido displasico es altamente vasculari-
zado; por este motivo es propenso a sangra-
dos espontaneos o por traumatismos leves,
con formacioén de quistes poshemorragicos.
En nuestro caso, el paciente no evidencio he-
morragias. En raras ocasiones, se ha descrip-
to malignizaciéon de las lesiones de displasia
fibrosa (menos del 1%) y el sarcoma osteo-
génico es la variante méas frecuente en estos
casos.'1

La fosfatasa alcalina en suero a veces se
encuentra alta, pero las concentraciones de
calcio, hormona paratiroidea y 25-hidroxivita-
mina D son normales. Las lesiones poliosto-
ticas extensas pueden manifestar hipofosfa-
temia, hiperfosfaturia y osteomalacia.' El ha-
llazgo de lesiones cutaneas hiperpigmentadas
de tipo “café con leche” o disfunciones en-
docrinas concomitantes debe orientar al diag-
nostico de sindrome de McCune-Albright.” En
el presente caso, no se aprecian cambios sig-
nificativos en los niveles séricos hormonales,
ni alteraciones en la pigmentacion de la piel.

El diagnéstico diferencial se realizd con
hiperparatiroidismo primario, enfermedad
de van Buchen, osteoesclerosis, osteopatia

striata con esclerosis craneal, osteopetrosis
(enfermedad de Albert Schoénberg);’® para
la exclusién de los posibles diagndsticos se
realizd un analisis clinico y de laboratorio. Se
descarto hiperparatiroidismo primario, pues el
nivel de calcemia era menor de 3 mmol/l, y por
ausencia de nefrolitiasis.'®'” El diagnéstico de
enfermedades esclerosantes sefialadas con
afectacion craneal se descartaron por: la et-
nia del paciente, en las dos primeras (Van Bu-
chen y osteoesclerosis) pues se observan en
holandeses o afro-holandeses; no se advierte
en otras radiografias las estriaciones caracte-
risticas de la osteopatia striata, y finalmente la
osteopetrosis generalmente afecta la base del
craneo y es generalizada, no advirtiéndose en
otros sitios del esqueleto del paciente image-
nes de hueso tipo “marmol”.

Es necesario mencionar que el diagnoés-
tico y el tratamiento de las lesiones faciales
se realizan de acuerdo con la edad y la eta-
pa de la madurez esquelética, es decir, edad
pediatrica contra edad adulta (con esqueleto
maduro). En la poblacion pediatrica, mas de
la mitad de las afecciones (tumoraciones) con
edema facial y asimetria encontradas son del
linaje de células mesenquimales (casi el 50%
lesiones fibro-6seas). EI manejo de DF en pa-
cientes jovenes y de mayor edad es dictado
por el comportamiento clinico y biologico de
la lesiéon, puesto que la histologia no propor-
ciona informacién prondstica fiable.®®

En diversos reportes de caso se ha confir-
mado el diagndstico mediante biopsia,’®?° si
el sitio es susceptible de biopsia, aunque la
histologia no predice el comportamiento bio-
I6gico de estas lesiones y no induce especi-
ficamente el crecimiento de la lesion.® Varios
estudios plantean que, en personas jovenes,
el diagndstico de DF es radioldgico y que en
raras ocasiones se requiere biopsia ésea.®?!
Los autores del presente articulo pretenden
exponer la importancia del diagndéstico sobre
la base de la anamnesis, el examen fisico y
de laboratorio y las pruebas de imagen, sin
recurrir a biopsia.
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Las decisiones de tratamiento para pa-
cientes adultos dependen de la presencia de
los sintomas.?? Para el tratamiento del dolor
se usan medicamentos como los AINE, y
se ha reportado que el uso de bifosfonatos
puede aliviar dicho sintoma en casi el 75%
de los casos, aunque todavia es motivo de
controversia.?® El tratamiento quirdrgico, de
ser necesario, esta dirigido principalmente a
la consolidacion de fracturas, la correccion
de deformidades 6seas y la descompresion
de los nervios craneales afectados.®?? Las in-
tervenciones quirdrgicas craneofaciales solo
estarian indicadas en casos de compresion
de nervios craneales con pérdida visual o au-
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