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EDITORIAL / Editorial

INFLUENCIA DE LAS VARIACIONES GENETICAS EN LOS NIVELES
DE 25-HIDROXIVITAMINA D

Beatriz Oliveri*

Laboratorio Osteoporosis y Enfermedades Metabdlicas Oseas-INIGEM (UBA-CONICET).
Hospital de Clinicas José de San Martin.

A nivel mundial, y también en nuestro pais, se ha documentado una alta prevalencia de
deficiencia de vitamina D (VD),' lo que ha llevado a establecer recomendaciones y guias
sobre dos temas controvertidos: cuales son los niveles 6ptimos del marcador nutricional, la
25-hidroxivitamina D (250HD), y las dosis de VD requeridas.'* Diferentes factores influyen en
el estado nutricional de VD: edad, color de piel, variacion estacional, latitud, indice de masa
corporal (IMC), exposicion solar, ingesta de VD, y solo un 25% de la variabilidad de los niveles
de 250HD interindividual se atribuyen a la latitud o la estacién del afio o la ingesta de VD.®
Estudios en familias y en mellizos monocigéticos y dicigéticos sugieren que los factores ge-
néticos pueden influir sustancialmente, estimando la herencia entre 50-70%.5

Paralelamente se observa una gran variabilidad en los niveles de 250HD luego de admi-
nistrar VD, asociada a diferencias en el tipo VD (D2 o D3), dosis, esquema de administracién,
indice de masa corporal (IMC), niveles basales de 250HD, etc. En los ultimos afios se inves-
tigo si las variaciones de genes, implicados en la sintesis en piel de VD (a partir del 7-dehi-
drocolesterol [7DHC] por estimulo de la radiacién ultravioleta B [UVB]), su transporte plasma-
tico (por vitamin D binding protein [VDBP]), las hidroxilaciones sucesivas para su activacion
(25-hidroxilasa [CYP2R1] y 1a,25-hidroxilasa [CYP27B1]) o su degradacién (24-hidroxilasa
[CYP24R]), entre otros genes investigados, pueden influir en los niveles de 250HD.5-13

Los estudios de asociacion del genoma completo (Genome-wide association study
[GWAS]) analizan todo el genoma, centrados en la busqueda de asociacion entre polimor-
fismos de nucleétido Unico (SNPs) con rasgos o enfermedades y estimacion estadistica del
riesgo para desarrollarlos. El estudio SUNLIGHT (n=33.966)° observd una asociacion signifi-
cativa, en individuos de origen europeo, de los niveles de 250HD con los SNP en los loci de
los genes que codifican para la VDBP (GC) o cercanos a ellos, para la 7DHC reductasa (que
transforma el 7DHC en colesterol [DHCRY7]) y para la CYP2R1. Otra variante casi significativa
fue el locus de la CYP24A1. Luego de ajustar por factores ambientales, la presencia de los
tres alelos deletéreos validados duplicaba el riesgo de insuficiencia VD (250HD <30 ng/ml) y
aumentaba el riesgo de deficiencia severa (250HD <10 ng/ml) (OR=1,43).

En el GWAS realizado por Ahn y col.” (n=6.722 sujetos de origen europeo), se encontraron
asociaciones significativas con el gen GC y comprobaron niveles promedio de 250HD meno-

* Correo electrénico: osteologia@hospitaldeclinicas.uba.ar
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res (-18,3%) en los portadores de dos copias de dicho alelo, comparados con los individuos
con ninguna. La presencia de un alelo de riesgo casi duplicaba el riesgo de deficiencia severa
de VD.

Algunos estudios efectuados en menor escala que los dos anteriores, en poblaciones
asiaticas, americanas de origen africano e hispanicas, mostraron resultados controvertidos
de las asociaciones de estos genes involucrados con la VD y los niveles 250HD atribuyén-
dolos al numero escaso de sujetos estudiados o a diferencias raciales.”'® En la poblacién
hispanica (IRAS Family Study)'® se hall6é asociacion significativa de 3 SNPs con los niveles
de 1,25(0OH),D y no de 250HD. El estudio de Batai y col. fue muy interesante,' pues incluy6
adultos americanos de ascendencia africana (AA) y de ascendencia europea (AE). Comproba-
ron que los polimorfismos en los genes GC y en CYP2R1 fueron los que mas contribuyeron a
la varianza en los niveles de 250HD. Sin embargo, los SNPs asociados con mayor fortaleza
variaron por etnia. Disefiaron un score de riesgo de deficiencia de VD, utilizando los poli-
morfismos especificos por etnia, y comprobaron un riesgo en AA del 28,6% con un alelo de
riesgo, que se incrementaba a 76% si poseian los 4 alelos. En cambio, los AE presentaban un
riesgo de deficiencia menor: 9,1% sin alelos de riesgo y 42,9% con 4 alelos.

Otro interrogante es si estas variantes genéticas modifican los cambios de niveles de 250HD
ante diferentes ingestas de VD y/o exposicion a la radiacién ultravioleta (natural o artificial).

Engelman y col.'? estudiaron un grupo de 1204 mujeres de origen caucasico y comproba-
ron la asociacion de 2 SNPs del gen GC y 4 SNPs del gen CYP2R1 con los niveles de 250HD.
Observaron que en aquellas con ingesta de VD en el cuartilo mayor (=670 UlD/dia), el porcen-
taje de mujeres con niveles >20 ng/ml de 250HD variaba entre 100% y 62% de acuerdo con
la presencia de 1 a 4 alelos de riesgo, respectivamente. Si poseian 3-4 alelos de riesgo, solo
el 66% de las mujeres <70 afos y el 50% de las >70 afios alcanzaban niveles suficientes de
250HD, con las ingestas recomendadas por el Institute of Medicine.® En conclusion, los indi-
viduos con mas copias de los alelos de riesgo requeririan mayor ingesta de VD para alcanzar
niveles suficientes de 250HD.

El estudio “vitamin D in genes' analiz6 el aumento de los niveles de 250HD luego de una
dosis artificial de UVB (4 sesiones de cuerpo entero en 10 dias en invierno) y su asociacion
con SNPs de genes asociados a VD. Los individuos con 4 alelos de riesgo significativos de
los genes CYP2R1 y GC versus aquellos sin ningun alelo, presentaban las menores concen-
traciones basales y el menor incremento de 250HD luego de las sesiones de RUV (20% y
60%, respectivamente).

Conclusiones

La presencia de determinados polimorfismos en los /loci cercanos o en los genes que in-
fluyen en la sintesis de colesterol y VD, su metabolizacién y transporte se ha asociado con
la variabilidad de los niveles de 250HD. La composicion de los SNPs puede ser diferente
segun la etnia y se requiere profundizar y ampliar el nUmero de sujetos estudiados para su
confirmacion.

El riesgo de deficiencia de vitamina D aumentaria cuanto mayor es el nimero de alelos de
riesgo validados que posee el individuo.

Esta variabilidad genética puede implicar incrementos diferentes de 250HD, a la in-
gesta por dieta, suplementos de VD y/o a la exposicién a radiaciéon UVB. Esto sugiere
que algunos individuos requeririan recomendaciones diferentes para un adecuado estado
nutricional de VD.
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La utilizacién de una dosis fija no asegura alcanzar determinados niveles de 250HD, de alli

la importancia de su determinacion en la practica clinica.

Estos estudios tendrian implicaciones en las recomendaciones de Salud Publica y en las

guias de la practica clinica, y en el futuro pueden dar origen, incluso, a potenciales targets
para farmacos.

Conflicto de intereses: La autora declara no tener conflictos de intereses.
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EFECTOS /N VIVODEL RANELATO DE ESTRONCIO SOBRE CELULAS
PROGENITORAS DE MEDULA OSEA DE RATAS DIABETICAS

Agustina Berenice Lino, Juan Manuel Fernandez, Maria Silvina Molinuevo, Ana Maria Cortizo, Antonio

Desmond McCarthy *
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Resumen

La diabetes mellitus (DM) croénica se aso-
cia con reduccion en el contenido mineral
6seo (osteopenia y osteoporosis). El objetivo
de este trabajo fue evaluar la accion del ra-
nelato de estroncio (RaSr) administrado por
via oral a animales control y diabéticos, so-
bre el potencial osteogénico de células pro-
genitoras de médula ésea (CPMO). Dieciséis
ratas Wistar macho jévenes se dividieron en
dos grupos: controles (C) y diabéticas (D) con
destruccion parcial de células p-pancreaticas
mediante inyecciones intraperitoneales con-
secutivas de nicotinamida y estreptozotocina.
Siete dias después de la inyeccion, cada gru-
po se subdividié: sin tratamiento, o tratadas
oralmente con RaSr (625 mg/kg/dia) durante
seis semanas, luego de lo cual los animales
fueron sacrificados. Las CPMO se obtuvie-
ron de ratas de los cuatro grupos, por lava-
dos del canal diafisario medular (himero o
fémur o ambos) y cultivo hasta confluencia
en DMEM-10% FBS. La proliferacion celular
se evaludé mediante el ensayo de MTT. Luego
las CPMO se replaquearon e incubaron en un
medio osteogénico durante 14 dias (fosfatasa
alcalina [FAL] y colageno tipo 1) o 21 dias (mi-

* Correo electrénico: mccarthy@biol.unlp.edu.ar

neralizacion). Las CPMO del grupo C+RaSr
mostraron un aumento significativo versus
control en la proliferacion (133%) y en la dife-
renciacién osteogénica (colageno 143%, FAL
168%, mineralizacion 117%). La DM (grupo D)
disminuyd significativamente la proliferaciény
diferenciacion osteoblastica de las CPMO. El
tratamiento con RaSr (grupo D+RaSr) previno
completamente estos efectos antiosteogéni-
cos de la DM. Asi, en nuestro modelo expe-
rimental in vivo, la DM disminuye el potencial
osteogénico de CPMO, efecto que puede ser
prevenido por un tratamiento oral con RaSr.
Palabras clave: diabetes mellitus, osteopo-
rosis, ranelato de estroncio, células progeni-
toras de médula 6sea, osteoblasto.

Abstract

IN VIVO EFFECTS OF STRONTIUM RANEL-
ATE ON BONE MARROW PROGENITOR
CELLS OF DIABETIC RATS

Chronic diabetes mellitus (DM) is associated
with a reduction in bone mineral content
(osteopenia and osteoporosis). The object of
this study was to evaluate the in vivo effect of
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the anti-osteoporotic drug strontium ranelate
(SrRa) administered orally to control and
diabetic animals, on the osteogenic potential
of bone marrow progenitor cells (BMPC).
Sixteen young male Wistar rats were divided
into two groups: control (C) and diabetic with
partial beta-cell destruction via consecutive
intra-peritoneal injections of nicotinamide
and streptozotocin (D). Seven days post-
injection, each group was sub-divided:
without treatment, or oral treatment with SrRa
(625 mg/kg/day) for six weeks, after which the
animals were euthanised (groups C, C+SrRa,
D, D+SrRa). BMPC were obtained from rats of
all four groups by flushing of the diaphysary
canal (humerus and/or femur). Adherent cells
were then cultured until confluence in DMEM-
10% FBS. Cell proliferation was evaluated
with the MTT mitogenic bioassay. BMPC
were replated and incubated in an osteogenic
medium for 14 days (determination of alkaline
phosphatase [ALP] and type-1 collagen) or 21
days (evaluation of mineralisation). BMPC from
C+SrRa rats showed a significant increase
versus control in proliferation (133%) and in
osteogenic differentiation (collagen 143%,
ALP 168%, mineralisation 117%). Induction of
diabetes (group D) significantly decreased the
proliferation and osteoblastic differentiation
of BMPC. Treatment of diabetic animals with
SrRa (group D+SrRa) completely prevented
these anti-osteogenic effects of Diabetes.
Thus, in our experimental in vivo model,
Diabetes decreases the osteogenic potential
of BMPC, an effect that can be prevented by
oral treatment with strontium ranelate.

Key words: diabetes mellitus, osteoporosis,
strontium ranelate, bone marrow progenitor
cells, osteoblast.

Introduccién

La diabetes mellitus (DM) es una pato-
logia caracterizada por hiperglucemia per-
sistente, que en nuestro pais afecta al 7%
de la poblacién adulta. Desde hace aproxi-

efectos sobre CPMO

madamente 20 afos se ha asociado la DM
crénica con alteraciones esqueléticas y del
metabolismo fosfocalcico, con reduccién
en el contenido mineral 6seo (osteopenia u
osteoporosis), aumento en la incidencia de
fracturas y disminucién en la consolidacion
de las mismas." 2 Los efectos cronicos sis-
témicos de la DM estan mediados en par-
te por la acumulacion tisular de productos
de glicacion avanzada de proteinas (AGEs)
y su union a receptores especificos. En el
hueso, los osteoblastos expresan al recep-
tor RAGE, y su activacién por AGEs acumu-
lados en el colageno induce una inhibicién
en la proliferacion, diferenciaciéon y mine-
ralizacion osteoblastica.® Los osteoclastos
también expresan el receptor RAGE.* En
estas células, los AGEs pueden disminuir
la capacidad de resorcion del hueso.%® En
conjunto, estos resultados sugieren que las
alteraciones esqueléticas asociadas con la
DM se pueden deber a una disminucién del
recambio 6seo, con una consiguiente acu-
mulacion de imperfecciones que incremen-
ta asi el riesgo de fracturas. Dichas frac-
turas seran dificiles de consolidar al estar
deprimida la formacién 6sea osteoblastica.
En estudios previos con ratas diabéticas
hemos demostrado que esta patologia in-
duce efectos deletéreos sobre la microar-
quitectura de huesos largos, que se asocian
con una disminucién en el potencial osteo-
génico de células progenitoras de médula
6sea (CPMO), mediado por un descenso en
la relacién Runx-2/PPAR-y y un incremento
en la expresion de RAGE.”

El ranelato de estroncio (RaSr) es uno de
los medicamentos disponibles para el tra-
tamiento de la osteoporosis posmenopau-
sica,®y se ha probado su eficacia en ambos
sexos y en un amplio rango etario. En este
farmaco, dos cationes de estroncio (prin-
cipio activo) se asocian de manera estable
con el acido ranélico.® El RaSr se adminis-
tra por via oral, y en el hueso el estroncio
se incorpora a la hidroxiapatita sustituyen-
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do al calcio. El RaSr actua in vitro de for-
ma dual, incrementando la formacién ésea
mediada por osteoblastos y disminuyendo
la resorcién osteoclastica. Actia en parte
como agonista del receptor sensor de cal-
cio (CaSR), molécula acoplada a proteinas
G que es expresada en osteoblastos, os-
teocitos y osteoclastos.® En los osteoclas-
tos, el reconocimiento del estroncio por el
CaSR inhibe en forma directa la diferencia-
cion osteoclastica e induce su apoptosis.
En los osteoblastos, el estroncio también
actua via CaSR, activando las MAPK y es-
timulando en forma directa la proliferacién,
diferenciacion y mineralizacién osteoblas-
tica, asi como incrementando la relacion
OPG/RANKL. A su vez, este mayor cociente
OPG/RANKL provoca indirectamente una
reduccidn en el reclutamiento y actividad de
osteoclastos. En estudios recientes in vitro,
nuestro grupo demostré que el RaSr pre-
viene los efectos antiosteogénicos de los
AGEs sobre osteoblastos en cultivo.”

En modelos de osteoporosis experimental
in vivo se ha probado que el RaSr genera un
aumento en la densidad mineral ésea (DMO)
y una mejoria en la microarquitectura y resis-
tencia a fracturas." En seres humanos se ha
demostrado la eficacia antifractura del RaSr,
sostenida hasta 8 afios.® Aunque en general
es un farmaco bien tolerado, recientemente
se lo ha asociado con eventos cardiovascu-
lares adversos en poblacién vulnerable,? por
lo cual actualmente se encuentra en discu-
sién su pertinencia para el tratamiento de
osteopatias en pacientes con DM.

En este trabajo se evaluo el efecto in vivo
del estroncio sobre células progenitoras de
médula 6sea (CPMO), en un modelo animal
de DM por destruccién parcial de la masa
de células p del pancreas. El estroncio se
administré por via oral como RaSr en ratas
con DM o sin ella, para evaluar postrata-
miento su efecto sobre el potencial osteo-
génico de CPMO aisladas de la médula
6sea de huesos largos.

efectos sobre CPMO

Material y métodos

Animales y tratamientos

Se utilizaron ratas macho de tres meses de
edad de la cepa WKAH/Hok (190-210 g), man-
tenidas en un bioterio climatizado de la Facul-
tad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional
de La Plata, con ciclos de luz-oscuridad de 12
horas, alimentadas con una dieta estandar y
agua ad libitum. Todos los experimentos se
realizaron de acuerdo con la Guia de manejo y
uso de animales de laboratorio,® bajo las con-
diciones establecidas en las normas bioéticas
nacionales —Disposicion ANMAT 6677/10- e
internacionales —Codigo de Nuremberg, De-
claracion de Helsinski y sus modificaciones-.
El protocolo fue aprobado por el Comité Ins-
titucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de nuestra instituciéon (NUmero de
Protocolo 001-05-15). Se utilizaron 16 anima-
les, los cuales fueron divididos inicialmente en
2 grupos: controles (C) y diabéticas con des-
truccion parcial de la masa de células f (D) por
inyecciones intraperitoneales consecutivas de
75 mg/kg de nicotinamida y 60 mg/kg de es-
treptozotocina. Luego de una semana, a los
animales inyectados se les midi6 la glucemia
para confirmar la induccién de diabetes. A
continuacién, cada grupo se subdividié en dos
subgrupos de 4 animales cada uno: sin trata-
miento farmacoldgico, o tratados con 625 mg/
kg/dia de ranelato de estroncio'® en el agua de
bebida (RaSr), durante 6 semanas. Este tiem-
po se definié en funcion de la duracién de un
ciclo de remodelado 6seo en la rata, que es de
4 semanas. Asi, finalmente quedaron definidos
cuatro grupos experimentales: C, C+RaSr, D,
D+RaSr. Al final de todos los tratamientos, los
animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical bajo anestesia con xilazina y ketami-
na. Antes del sacrificio, en los grupos C y D se
extrajo sangre bajo anestesia por puncion de
la vena cava inferior y se separd el suero por
centrifugacion. En el suero se evaluaron: glu-
cosa (Wiener Lab, Argentina) e insulina (ELISA
para insulina de rata, ALPCO, Estados Unidos).
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Aislamiento y cultivo de CPMO

Las CPMO se obtuvieron a partir de lavados
del canal diafisario medular (himero y/o fémur)
de las ratas de los diferentes grupos experi-
mentales, segln la técnica descripta previa-
mente.'® Fueron cultivadas en un medio DMEM-
10% FBS penicilina/estreptomicina (medio ba-
sal) a 37 °C en una atmésfera de 5% CO,, hasta
alcanzar la confluencia (10 dias de cultivo). En
algunos casos Yy para inducir su diferenciacion
osteoblastica, las CPMO fueron replaqueadas a
baja densidad e incubadas con un medio basal
adicionado con 50 pg/ml de acido ascérbico y
25 mM de B-glicerofosfato.

Proliferacion celular

Para evaluar el efecto in vivo del RaSr so-
bre la capacidad de proliferacion, las CPMO
de todos los grupos fueron replaqueadas y
cultivadas durante 2 horas y 1, 2, 3 y 6 dias
en medio basal. Para medir el crecimiento ce-
lular se empled el método de reduccion me-
tabolica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5 difeniltetrazol (MTT), por la enzima
succinato-deshidrogenasa mitocondrial de
células viables, en un compuesto coloreado
de color azul (formazan). El formazan es de-
tectado espectrofotométricamente a 570 nm
luego de haberse provocado su disolucion
con dimetilsulfoxido (DMSQ)."”

Actividad de fosfatasa alcalina

Luego de 14 dias de diferenciacion os-
teoblastica, la monocapa de células se lavd
con PBS y se solubilizd en Triton X100 al
0,1%. Una alicuota del extracto celular se usé
para determinar proteinas por el método de
Bradford. La actividad de fosfatasa alcalina
se midié espectrofotométricamente utilizando
p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como sustrato. El
p-nitrofenol (producto coloreado de la hidr6-
lisis) se determind por absorbancia a 405 nm
luego de incubar la mezcla de reaccion a 37
°C en buffer pH 10,4 durante un periodo de
tiempo predeterminado.”® Los resultados se
muestran como nmol pNP/min mg proteina.

efectos sobre CPMO

Produccion de colageno tipo 1

Luego de 14 dias de diferenciacion osteo-
blastica, la produccién de colageno tipo 1 se
determind utilizando un microensayo colo-
rimétrico mediante la técnica de Sirius Red:
las células se fijaron con soluciéon de Bouin
(a&cido picrico: formaldehido 35%: acido acé-
tico glacial 15:5:1) durante 1 hora. Se lavé la
monocapa celular con acido clorhidrico 0,1 N
y se tifié con una solucién de Sirius Red por 1
hora. El material tefiido se disolvié en 1 ml de
hidréxido de sodio 0,1 N y se midié su absor-
bancia a 550 nm. Las medidas se interpolaron
en una curva de calibracién, expresando los
resultados como ug de colageno/mg de pro-
teina.'®

Mineralizacion

Los depdsitos de calcio extracelular (n6-
dulos de mineralizacién) se evaluaron luego
de 21 dias de cultivo en el medio de diferen-
ciaciéon osteoblastico. Brevemente, la mono-
capa celular se fijé con formalina y se tifié con
rojo de alizarina S. Los depdsitos de calcio
tefidos se extrajeron con 1 ml de solucién de
hidroxido de sodio 0,1 N y la densidad éptica
se midié a 548 nm."° Los resultados se expre-
san como ug Ca/mg proteina.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la
media+SEM. Las diferencias entre grupos
fueron analizadas por el test de ANOVA (one-
way) y el test de Tukey. Se utilizé el software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San
Diego, CA, Estados Unidos).

Resultados y discusion

En este trabajo evaluamos el efecto de un
tratamiento oral durante seis semanas con ra-
nelato de estroncio (RaSr) en ratas controles
y diabéticas, sobre el potencial osteogénico
de CPMO obtenidas y cultivadas poseuta-
nasia de los animales. Para la induccién de
DM utilizamos un modelo de insulinopenia
por destruccion parcial de la masa de célu-
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las B de los islotes del pancreas. En nuestro de C, p<0,001). Fundamentalmente, el trata-
modelo de diabetes, la nicotinamida previene  miento de animales diabéticos con RaSr (gru-
parcialmente la deplecion de NAD inducida po D+RaSr) permitié recuperar la capacidad
por la estreptozotocina sobre las células B, de proliferacion de las CPMO a valores del
disminuyendo asi su efecto téxico." La glu- control (91£3% respecto de C, diferencia no
cemia plasmatica hallada fue de 3,67+0,44 g/|  significativa).
en el grupo D, versus 1,46+0,15 g/l en el grupo En una segunda etapa cultivamos las
C. La insulinemia encontrada fue de 1,31£0,15 CPMO obtenidas de animales de los cuatro
ng/ml (grupo C) y de 0,27+0,15 ng/ml (grupo  grupos en un medio basal adicionado con
D). El tratamiento oral con RaSr no modificé  acido ascérbico y p-glicerofosfato, con el ob-
los valores de glucemia e insulinemia. jeto de inducir su diferenciacién osteogénica
Una vez obtenidas las CPMO, en primer in vitro. Estos cultivos fueron realizados du-
lugar determinamos el efecto in vivo del RaSr  rante 14 dias (Figura 2A, actividad especifica
sobre su proliferacion basal (es decir, de las  de FAL; Figura 2B, produccién de colageno
células cultivadas en un medio basal). Como de tipo 1) o durante 21 dias (Figura 3, acu-
puede observarse en la Figura 1, encontra- mulacién de nédulos extracelulares de hidro-
mos: a) un incremento en la capacidad de xiapatita). Los resultados obtenidos fueron
proliferacion de las CPMO obtenidas de ani- concordantes entre si y, ademas, consisten-
males no diabéticos tratados con RaSr (grupo  tes con los observados para la proliferacion
C+RaSr: 128+2% respecto de C, p<0,001) y  celular. Las CPMO del grupo C+RaSr mostra-
una disminucion en la proliferacion de CPMO  ron un aumento significativo en la diferencia-
de ratas diabéticas (grupo D: 67+3% respecto  cion osteogénica (colageno 143% vs. C, FAL
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Figura 1. Efectos de la diabetes y el tratamiento con ranelato de estroncio sobre la proliferacion
de células progenitoras de médula 6sea (CPMO). Se obtuvieron CPMO a partir de los cuatro grupos
experimentales y se cultivaron en medio basal durante 2 horas y 1, 2, 3 y 6 dias, evaluando el numero de
células viables mediante el ensayo de MTT. La proliferacion celular se estimo a partir de la pendiente de
las rectas obtenidas para cada grupo experimental.
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168% vs. C, mineralizacién 117% vs. C). Por
otro lado, la diabetes mellitus (grupo D) dis-
minuy6 significativamente la diferenciacion
osteoblastica de las CPMO (colageno 83%
vs. C, FAL 61% vs. C, mineralizacion 62% vs.
C). El tratamiento con RaSr (grupo D+RaSr)
previno significativamente estos efectos anti-
osteoblasticos de la DM.

efectos sobre CPMO

En estudios previos utilizando este mismo
modelo in vivo de diabetes insulinopénica *
demostramos un aumento de la expresién del
receptor RAGE en las CPMO. En esta pato-
logia existe una acumulacion de AGEs sobre
el colageno 6seo, y asi encontramos que la
mayor interaccién AGEs-RAGE inducia en las
CPMO una disminuciéon en la expresion del
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Figura 2. Efectos de la diabetes y el tratamiento con ranelato de estroncio sobre la diferenciacion

osteoblastica de células progenitoras de médula 6sea (CPMO). Las CPMO aisladas de los cuatro

grupos experimentales fueron cultivadas durante 14 dias en un medio de diferenciacién osteoblastico. Al

término de ese periodo, se determind la actividad especifica de fosfatasa alcalina (A) y la produccion de

colageno tipo 1 (B). * p<0,05 vs. grupo C; ** p<0,01 vs. grupo C; # p<0,001 vs. grupo D.
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Figura 3. Efectos de la diabetes y el tratamiento con ranelato de estroncio sobre la mineralizacion

de células progenitoras de médula 6sea (CPMO). Las CPMO aisladas de los cuatro grupos experi-

mentales fueron cultivadas durante 21 dias en un medio de diferenciacién osteoblastico. Al término de

ese periodo, se determind la formacion de nédulos de mineralizacion extracelulares. * p<0,05 vs. grupo

C; ** p<0,01 vs. grupo C; # p<0,001 vs. grupo D.

factor de transcripcion osteoblastico Runx-
2 y un aumento en el factor proadipocitico
PPAR-y, lo cual disminuy6 su potencial os-
teogénico y provocé alteraciones deletéreas
en la microarquitectura de huesos largos. En
otro estudio reciente in vitro probamos que
el ranelato de estroncio, en concentraciones
similares a las que se han descripto en el
plasma de mujeres posmenopausicas en tra-
tamiento antiosteoporético con este farmaco,
prevenia los efectos pro-inflamatorios y anti-
osteogénicos de los AGEs sobre osteoblas-
tos en cultivo.”

Nuestras observaciones previas estan de
acuerdo con las del presente trabajo y sugie-
ren que el estroncio puede inducir el com-
promiso de células osteoprogenitoras hacia
el linaje osteoblastico y la formacién de hue-
so, ejerciendo efectos directos sobre células
éseas, aun en el contexto de la acumulacién
de AGEs inducida por DM. Especificamente,

en el presente trabajo hemos podido verificar
en un modelo de diabetes con disminucién en
la reserva pancreatica de insulina, que el tra-
tamiento oral con ranelato de estroncio pue-
de prevenir parcial o totalmente los efectos
antiosteogénicos de dicha patologia metabo-
lica sobre CPMO.

El ranelato de estroncio se encuentra
aprobado para su utilizacién en varios paises
incluida la Argentina (aunque no en los Esta-
dos Unidos). Sin embargo, a instancias del re-
ciente reporte del Comité para la Evaluacién
de Riesgos en Farmacovigilancia Europeo
(PRAC), a nivel global se han implementado
cambios regulatorios en el uso de este me-
dicamento. Ello implica su utilizacion actual
solo para pacientes con osteoporosis severa
para los cuales no sea posible un tratamien-
to antiosteoporético alternativo, y adicional-
mente que no posean contraindicaciones que
incluyen: hipertensiéon no controlada, o ante-
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cedentes previos o actuales de cardiopatia
isquémica, enfermedad vascular periférica o
enfermedad cerebrovascular.? Dado que la
DM es un factor de riesgo cardiovascular, la
indicacion de este farmaco en el contexto de
dicha patologia debe evaluarse muy cuidado-
samente.

En conclusién, en nuestro modelo experi-
mental in vivo, la diabetes mellitus disminuye
el potencial osteogénico de CPMO, efecto
que puede ser prevenido por un tratamiento
oral con ranelato de estroncio.
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Resumen

El objetivo de nuestro trabajo fue comparar
dos grupos de pacientes tratados con tras-
plantes osteoarticulares del fémur distal en
términos de evaluar: 1) el volumen del fémur
distal del receptor y del trasplante, 2) la super-
ficie articular de contacto del fémur distal del
receptor y del trasplante, 3) el &ngulo del valgo
anatémico femoral del fémur distal del recep-
tor y del trasplante. Materiales y métodos: se
realizé una busqueda retrospectiva entre 2002
y 2012 analizando a pacientes tratados con un
trasplante osteoarticular de fémur distal. Se
incluyé un total de 32 pacientes. Estos fueron
divididos en dos grupos de acuerdo con el
método de seleccién del trasplante: Grupo 1,
conformado por 16 pacientes con trasplantes
seleccionados mediante tomografia 2D y Gru-
po 2, 16 pacientes con trasplantes selecciona-
dos a través de un método 3D. La evaluacion
fue realizada por un observador independiente
y ciego para los dos grupos. Resultados: las
diferencias en las pruebas de estimacion de
volumen y superficie articulares entre el do-
nante y el receptor no fueron estadisticamente
significativas (p>0,05). Sin embargo, la diferen-

cia entre los angulos de valgo del fémur recep-
tor y el fémur donante, seleccionados por el
método 2D fue significativa (p<0,05), mientras
que la diferencia de estos angulos en el méto-
do 3D no lo fue (p>0,05). Conclusién: el méto-
do de seleccion de un aloinjerto, mediante la
utilizaciéon de un banco de huesos virtual 3D
para la reconstruccién con un trasplante os-
teoarticular de femur distal, permite obtener
una mejor alineacion del miembro comparado
con aquellos seleccionados solo con un mé-
todo bidimensional.

Palabras claves: valoracién posoperatoria,
aloinjerto, fémur

Abstract

POSTOPERATIVE ASSESSMENT IN COM-
PUTER ASSISTED SELECTION OF FEMUR
OSTEOARTICULAR ALLOGRAFT

The aim of our study was to compare two
groups of patients treated with distal femur
osteoarticular allograft in terms of: 1) the volu-
me of the distal femur of the allograft and
patient, 2) the articular surface contact, 3)

* Correo electronico: jose.albergo@hospitalitaliano.org.ar
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the anatomical femoral valgus angle. Mate-
rial and methods: a retrospective review was
performed between 2002 and 2012 and all
patients with an osteo-articular allograft of
the distal femur were analysed. A total of 32
patients were included in the study. Patients
were divided into two groups according to the
selection method of the allograft: Group 1, 16
patients with allograft selected by 2D (CT) and
Group 2, 16 patients selected through a 3D
method. The evaluation was done by an in-
dependent and blind observer. Results: the
differences in terms of volume estimation and
joint surface contact between the donor al-
lograft and patient distal femur were not sta-
tistically significant (p>0.05). However, the
difference between the valgus angle showed
significant differences between donor and
patient femurs selected by the 2D method
(p<0.05) but no difference in the group of pa-
tients selected by 3D method (p>0.05). Con-
clusion: the 3D method for allograft selection
of the distal femur showed better results in
limb alignment compared to 2D selection
method.

Keywords: postoperative assessment, fe-
mur, allograft

Introduccién

La cirugia de conservaciéon de miembro per-
mite resecar un sarcoma 0seo con margenes
de seguridad oncoldgica, preservando la fun-
cion del miembro.! La reconstruccion del de-
fecto 6seo articular luego de la reseccién de un
tumor éseo maligno se puede conseguir me-
diante la utilizacion de implantes protésicos,??®
trasplantes 6seos osteoarticulares®'? o por la
combinacién de ambos.!3

Las ventajas de utilizar métodos biologicos
como los trasplantes osteoarticulares incluyen
la posibilidad de reinsertar ligamentos y tendo-
nes del paciente al tejido donante'® restaurando
la estabilidad y funcion de la rodilla y permitien-
do la transmisién de carga a través de la super-
ficie articular entre el paciente y el donante.

El seguimiento alejado de los trasplantes os-
teoarticulares nos ha demostrado que en apro-
ximadamente un tercio de los pacientes se pro-
duce un desgaste progresivo de la articulacion,
generando dolor y limitacién funcional. Una me-
jor congruencia y alineamiento articular influiria
en la sobrevida a largo plazo de la articulacién
trasplantada reduciendo el riesgo de artrosis.'

El objetivo general de nuestro trabajo fue
comparar dos grupos de pacientes tratados
con trasplantes osteoarticulares del fémur
distal: un primer grupo de pacientes con tras-
plantes seleccionados mediante la utilizacién
de imagenes en 2D (tomografia) y un segundo
grupo de pacientes con trasplantes seleccio-
nados a través de la medicién en un banco de
huesos virtual en 3D. Para ello nos planteamos
3 objetivos especificos: 1) comparar la estima-
cion de volumen del fémur distal del receptor y
del trasplante. 2) comparar la superficie articu-
lar de contacto del fémur distal del receptor y
del trasplante. 3) comparar el angulo del valgo
anatémico femoral del fémur distal del receptor
y del trasplante.

Materiales y métodos

Se realizé una busqueda retrospectiva en
nuestra base de datos oncoldgica durante el
periodo comprendido entre los afios 2002 y
2012; un total de 42 pacientes tratados con un
trasplante osteoarticular total de fémur distal
posterior a una reseccién oncolégica fueron
seleccionados para este analisis. Se incluyeron
en el estudio Unicamente pacientes mayores
de 10 afios (para evitar el sesgo de seleccion
de tamafio por crecimiento), tratados por un
tumor 6seo primario y reconstruidos con un
trasplante osteoarticular total de fémur distal
obtenido de un unico banco de huesos y por
el mismo equipo quirdrgico. La seleccion del
trasplante en todos los casos fue realizada con
tomografia 2D (durante el periodo 2002-2007) o
mediante reconstruccién virtual 3D (durante el
periodo 2008-2012). Los pacientes en los que
se utilizaron aloinjertos medidos a través de ra-
diografias simples fueron excluidos de la eva-
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luacién. Treinta y dos pacientes reunieron las
condiciones para ser incluidos en el estudio y
fueron divididos en dos grupos de acuerdo con
el método de seleccién del trasplante utilizado:
el Grupo 1, conformado por 16 pacientes con
trasplantes seleccionados mediante la utiliza-
cién de mediciones 2D (tomografia), y el Grupo
2, por 16 pacientes con trasplantes selecciona-
dos a través de un método 3D utilizando herra-
mientas de medicién del banco de huesos vir-
tual. Todos los pacientes fueron estudiados con
radiografias posoperatorias de rodilla de frente.
Los tres parametros objetivos especificos fue-
ron evaluados por un observador independien-
te y ciego para los dos grupos.

El trabajo conté con la aceptacion por parte
del Comité de Etica de Protocolos de Investiga-
cion (CEPI) de nuestra institucion. No se requirio
el consentimiento informado ya que todas las
imagenes medidas en el estudio fueron utiliza-
das de forma anénima.

Escala de las imagenes para evaluar

La adquisicion radiografica es proyectiva,
lo cual —a diferencia de otras modalidades de
adquisicion de proyeccion multiple como la
tomografia computarizada basada en rayos
X- genera imagenes cuya escala no es simple
de establecer. Dos radiografias de un mismo
objeto tomadas en momentos diferentes pue-
den generar proyecciones distintas, debido

a eventuales pequefas variaciones en la dis-
tancia y posicion entre la pantalla y el objeto.
En el caso de una articulacion, la situacién es
aun mas compleja, puesto que el miembro del
paciente puede ser acomodado en posturas
levemente diferentes en cada adquisicion.

Por esta razéon, todas las radiografias
preoperatorias fueron escaladas al tamafo de
las radiografias posoperatorias. A su vez, las
imagenes preoperatorias fueron registradas
con las posoperatorias, esto es, fueron pues-
tas en el mismo sistema de referencia, alinean-
do las referencias anatémicas de las imagenes
preoperatorias con las correspondientes re-
ferencias anatomicas posoperatorias. La tibia
proximal, conservada en ambas imagenes, se
utilizé para seleccionar puntos de referencia.

El proceso de registracion se realizé por
medio de un software a medida. Este per-
mitié el ingreso de tres puntos de referencia
seleccionados por el usuario en la imagen
preoperatoria y sus tres puntos correspon-
dientes en la imagen posoperatoria. Luego,
el software estimo la transformacién espacial
de similaridad, esto es, una transformacién
que permite traslaciones, rotaciones y un es-
calado homogéneo, la cual aplicé a la ima-
gen preoperatoria. De esta forma se obtuvo la
mejor alineacién entre cada punto de referen-
cia preoperatorio y su correspondiente punto
posoperatorio (Figura 1).

Figura 1. A la izquierda la radiografia preoperatoria con sus tres puntos de referencia. A la derecha la

radiografia postoperatoria con sus correspondientes tres puntos luego de aplicado el proceso de registro.

Puede apreciarse que la alineacién entre la radiografia preoperatoria y la postoperatoria es aceptable.
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Estimacion del volumen

En una radiografia no es posible estimar un
volumen absoluto, pero por medio del céalculo
de una superficie preoperatoria y una super-
ficie posoperatoria es posible estimar el volu-
men relativo entre la anatomia preoperatoria y
la anatomia luego de la reconstruccién. Para
ello, utilizando un software a medida, se de-
line6é cada par de radiografias —preoperatoria

y posoperatoria— con un poligono cerrado. La
superficie de dicho poligono es un estimador
proporcional del volumen de interés. Puesto
que el proceso de registro permitié visualizar
ambas radiografias superpuestas fue posible
establecer el plano de corte en la radiografia
preoperatoria tomando como base la informa-
cion visible en la radiografia posoperatoria. En
la Figura 2 puede verse un caso delineado.

Figura 2. A la izquierda la radiografia preoperatoria con un poligono cerrado. A la derecha la radiografia

postoperatoria delineada; observar que en esta imagen es posible detectar la superficie de corte.

Estimacion de la superficie de contacto ar-
ticular

La restriccién mencionada en el caso de
la estimacién del volumen aplica también a
la estimacién de la superficie articular. Asi
es como esta superficie se estima por el

contorno lineal delimitado por la proyeccion
de los limites de la tibia, lineas rojas en la
Figura 3. La longitud del camino poligonal
que describe el contorno distal del fémur
es proporcional a la superficie de contacto
articular.

Figura 3. La lineas rojas representan los limites de la tibia, proyectados sobre el fémur distal para delimitar

la estimacion lineal de la superficie de contacto.

920
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Estimacion del valgo

El angulo de valgo fue medido en cada
radiografia preoperatoria y posoperatoria. Si
bien el angulo no varia con la escala de laima-
gen ni con su posicion relativa, la medicion
fue realizada utilizando el software a medida
antes mencionado, luego de haber registrado
las imagenes (Figura 4).

Figura 4. Medicion del eje anatdomico del fémur
preoperatorio (izquierda) y postoperatorio (dere-
cha).

Pruebas estadisticas

Las pruebas estadisticas fueron disefia-
das para comparar los dos grupos de casos,
aquellos elegidos por el método tomografico
(2D) y los elegidos por el método tridimensio-
nal (3D).

La estimacion del volumen fue norma-
lizada obteniendo la razén entre el volumen
estimado posoperatorio y el volumen esti-
mado preoperatorio. La misma operacién de
normalizacién fue aplicada a la estimacion de
la superficie de contado. Una vez obtenidas
las razones de volumen/superficie de ambos

grupos, se probd la normalidad de estos por
medio de la prueba de Shapiro-Wilk."” La po-
sible diferencia entre ambos grupos fue eva-
luada por una prueba t de Student-Welch.'®

Resultados

Las pruebas de las estimaciones de los
volumenes y superficies articulares entre el
donante y el receptor no contaron con sufi-
ciente evidencia para asegurar que la diferen-
cia entre ambos grupos fueran significativas
(p>0,05) (Tabla 1).

Sin embargo, la diferencia entre los angulos
de valgo del fémur receptor y el fémur donan-
te, seleccionados por el método 2D, fue signi-
ficativa (p<0,05), mientras que la diferencia de
estos angulos en el método tridimensional no
resultd significativo (p>0,05) (Tabla 2).

Discusién

Aproximadamente el 50% de los tumores
6seos primarios se localizan alrededor de la
rodilla, y el fémur distal, particularmente, es
el hueso mas afectado.”® En las Ultimas dé-
cadas, los avances en los métodos de diag-
néstico y en los tratamientos adyuvantes
han hecho que la cirugia de conservacion
de miembro sea hoy en dia el tratamiento
de eleccion para la mayoria de los tumores
6seos malignos o localmente agresivos.?® Un
gran numero de opciones reconstructivas han
sido descriptas en la literatura con el fin de
solucionar los grandes defectos 6seos pos-
teriores a resecciones oncoldgicas, incluyen-
do reconstrucciones biolédgicas, protésicas
o combinaciones de ambas, tales como las
aloprétesis.2®1%2! Beneficios y desventajas de
cada uno de estos procedimientos han sido
ampliamente descritos. Sin embargo, el mejor
método de reconstruccion posterior a una re-
seccioén oncologica del fémur distal sigue en
discusion y generando controversias.

Si bien el uso de tejidos y 6rganos de do-
nantes para trasplante esta muy difundido, la
utilizacion de huesos ocupa un lugar biol6gi-
co privilegiado debido a que solo se emplea
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Tabla 1. Serie completa de pacientes incluidos en el estudio. Los valores de estimacién de volumen y
superficie, estan expresados a modo de relacion tomando el preoperatorio como valor de referencia.

Volumen Superficie de

CEED relativo contacto relativa Valgo () Sl
Preoperatorio Postoperatorio
1 1,20 0,93 9,16 7,39 2
2 1,05 1,04 3,79 8,19 1
3 0,82 1,01 7,25 2,86 2
4 1,08 1,17 8,16 5,33 2
5 0,91 1,05 10,49 7,27 2
6 0,99 1,10 8,55 11,49 2
7 1,18 0,90 10,89 12,62 2
8 0,96 0,97 4,50 10,11 1
9 1,24 1,00 7,44 7,33 1
10 0,78 0,95 1,52 4,01 1
11 1,08 0,89 4,65 11,6 1
12 1,14 1,18 12,69 10 2
13 1,00 0,93 4,52 6,45 2
14 0,92 0,86 3,03 15,85 1
15 0,87 0,97 3,49 7,45 2
16 0,87 0,90 0,35 4,52 1
17 1,18 1,03 2,55 7,88 1
18 0,96 1,12 9,21 14,88 1
19 1,02 0,88 5,27 9,35 2
20 0,90 1,13 9,94 11,84 1
21 1,16 1,01 4,21 7,74 1
22 1,01 0,98 10,00 5,56 2
23 1,15 0,93 15,22 3,74 2
24 0,80 0,93 6,36 6,78 2
25 0,86 1,04 2,39 8,89 2
26 0,95 1,06 6,50 8,4 1
27 0,87 0,71 2,37 4,57 1
28 0,72 1,13 7,73 7,23 2
29 0,77 0,93 5,61 12,31 1
30 0,88 1,07 5,43 10,63 1
31 1,16 1,02 0,87 11,32 1
32 0,97 1,09 5,14 2,92 2

Tabla 2. Comparacion pre y posoperatoria del angulo valgo en los grupos estudiados.

Valgo preoperatorio Valgo posoperatorio

(promedio) (promedio) P
Grupo 1 o o
Tomografia 2D 4.49 9.44 <0,05
Grupo 2
7.95° 7.20° ns

Banco virtual 3D
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su estructura (sin células viables) evitando o
limitando fendmenos de respuesta inmunolé-
gica. Es decir, solo se trasplanta su andamia-
je y esto resulta particularmente beneficioso
en reconstrucciones 6seas masivas.

Las reconstrucciones bioldgicas con tras-
plantes osteoarticulares del fémur distal tie-
nen ventajas claras sobre las endoprétesis: 1)
permiten reconstruir las estructuras ligamen-
tarias y tendinosas restaurando la biomecani-
ca y la estabilidad de la articulacién; 2) brin-
dan la posibilidad de restituir stock 6seo luego
de grandes resecciones oncoldgicas, de vital
importancia en pacientes jovenes y con buen
prondstico; 3) la reconstruccién del aparato
extensor ofrece mejores resultados funcio-
nales en términos de extensién activa.’®?'.22
La transmisién homogénea de carga a través
de la superficie articular entre el paciente y el
donante asi como mediante una precisa ali-
neacion del miembro y superficies de contac-
to, resultan factores importantes para lograr
buenos resultados a largo plazo.'® En el afio
2005 evaluamos nuestra primera serie de 80
trasplantes osteoarticulares del fémur distal
seguidos por un promedio de 82 meses y ob-
servamos que la sobrevida del trasplante fue
del 78% a 5 afios y que el 71% preservo la
articulacion original. Sin embargo, en un por-
centaje de pacientes se observo un deterioro
articular en los estudios radiograficos, con
su consiguiente correlacion clinica de dolor y
reduccion del rango de movilidad.?*?* Dicho
deterioro articular responde, posiblemente, a
factores mecanicos de la articulacién recons-
truida, relacionados con la congruencia arti-
cular, la estabilidad obtenida, la precision en
la coaptacién articular entre el donante y el
receptor y el eje anatdbmico del miembro re-
construido con una precisa alineacion.

La congruencia anatémica entre el donan-
te y el receptor y su alineacion son los facto-
res mas influyentes en la durabilidad a largo
plazo de los trasplantes osteoarticulares.'6324
Varios estudios anatémicos de especimenes
humanos extraidos de pacientes trasplanta-

dos con articulaciones no congruentes y no
alineadas mostraron signos prematuros de
desgaste articular en comparacion con aque-
llos con una articulacion mas estable y con-
gruente.’® Una seleccion inadecuada del hue-
SO que se va a trasplantar, en cuanto a su for-
ma y tamafio, o un desequilibrio en el eje del
aloinjerto trasplantado puede generar altera-
ciones tanto en la movilidad articular como en
la distribucién de las cargas, originando frac-
turas articulares y degeneracion temprana del
cartilago. Por lo tanto, determinar el tamafo,
la forma y el eje del aloinjerto y su correla-
cién con el receptor es un punto crucial para
el éxito de la reconstruccién a largo plazo de
trasplantes osteoarticulares en articulaciones
de carga tales como la rodilla. La evolucion
de la tecnologia ha hecho que dispongamos
de nuevas técnicas de diagndstico e image-
nes para poder estudiar mejor tanto a los pa-
cientes como los trasplantes éseos. Al pro-
gramar una cirugia reconstructiva de rodilla
con aloinjerto, la tomografia ofrece mejores
datos que la radiografia para seleccionar el
hueso donante apropiado que ofrezca la ma-
yor congruencia articular.?® Los cortes tomo-
gréficos axiales de donante y receptor per-
miten comparar similitudes y diferencias. La
posibilidad de disponer de un sistema virtual
en tres dimensiones que nos permita estudiar
la totalidad de hueso en sus diferentes planos
asi como sus ejes anatémicos y compararlo
por superposicién con el hueso del paciente
constituye una valiosa herramienta para los
cirujanos ortopédicos en cirugia oncoldgica.
Si bien nuestro estudio no ha demostrado
diferencias significativas en lo que respecta
a estimacion de volumen y superficie entre
los dos métodos (2D y 3D), debemos senalar
que la diferencia en el angulo de valgo femo-
ral ha resultado mejor en aquellos pacientes
seleccionados a través de la plataforma 3D
virtual. Es de destacar que el eje anatémico
del miembro inferior, evaluado a nivel de la
articulacion femorotibial es un factor deter-
minante para restaurar una biomecanica mas
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fisiolégica en las rodillas reconstruidas. Po-
der reproducir el eje del hueso resecado en el
aloinjerto que se trasplantard de una manera
mas precisa, respetando la angulaciéon que
presentaba y por consiguiente el eje com-
pleto del miembro, posiblemente influya en la
biomecanica y en la supervivencia articular a
largo plazo. Posteriores seguimientos de los
pacientes reconstruidos con estos métodos
de seleccién donante-receptor permitiran de-
terminar si se traducen en disminuciones del
desgaste articular.

El éxito de una reconstruccion osteoarti-
cular con un aloinjerto no depende solo de
un Unico factor.®™ Son mudltiples las causas
que pueden provocar falla del mismo: la mala
alineacion articular y del miembro obtenida
con la reconstruccion osteoarticular, la ines-
tabilidad articular por una reconstruccién de-
ficiente de las partes blandas, alteraciones
significativas en la relacién del tamafio y con-
gruencia articular entre trasplante y receptor
que originen un desgaste prematuro, o la exi-
gencia a la que es sometida la reconstruccién
por parte del paciente.®'2222 E| objetivo es
minimizar al maximo las posibles causas de
falla, para lograr reconstrucciones que perdu-
ren por largos periodos de tiempo.

Este estudio tiene ciertas limitaciones. En
primer lugar, el disefio metodoldgico retros-
pectivo. Segundo, el nimero de pacientes in-
cluidos en cada grupo. Tercero, si bien se us6
un observador ciego para la medicién de to-
das las imagenes, el hecho de no contar con
un coeficiente de reproductibilidad interob-
servador representa una limitacién. En cuarto
lugar, la seleccién del donante fue realizada

con métodos bidimensionales y tridimensio-
nales, pero la evaluacién posoperatoria se
realizé con radiografias en un plano. En quin-
to lugar, el grupo tiene cierta heterogeneidad
inherente en términos de diagndstico, edad,
sexo y caracteristicas antropomorficas de
los pacientes. Por ultimo la seleccion de los
trasplantes esta sujeta a la disponibilidad de
estos en el banco de hueso al momento de
la cirugia, lo cual constituye una variable no
controlada. Sin embargo, es el primer estu-
dio comparativo de dos métodos alternativos
para la seleccién de trasplantes osteoarticu-
lares que incluye la herramienta de planea-
miento virtual en tres dimensiones.

Conclusiones

El método de seleccion de un aloinjerto,
mediante la utilizacién de un banco de hue-
sos virtual 3D para la reconstruccién con
un trasplante osteoarticular de fémur distal,
permite obtener una mejor alineacién del
miembro comparado con aquellos seleccio-
nados con un método bidimensional. Las di-
ferencias en la estimacién en relacién con la
superficie articular obtenida y la relacién de
volumen no fueron significativas entre am-
bos grupos. Es necesario desarrollar técni-
cas tridimensionales para evaluar resultados
posoperatorios y obtener mayor precision en
las mediciones.
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LA DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL PRODUCE AUMENTO EN
LA EXPRESION DE iNOS Y ALTERA LA ViA PARACELULAR DE LA
ABSORCION INTESTINAL DE CALCIO
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Resumen

Previamente hemos demostrado que la
diabetes mellitus tipo 1 experimental (D.m.1)
inducida por estreptozotocina (STZ) produ-
ce estrés oxidativo intestinal en las primeras
etapas de la enfermedad, lo que conduce
a la inhibicion de la absorcion intestinal de
Ca*, alterando la via transcelular del trans-
porte del cation. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la via paracelular del transporte
del Ca*? y analizar si la D.m.1 induce estrés
nitrosativo a nivel duodenal. Se utilizaron ra-
tas Wistar machos a las que se inyectaron 60
mg STZ/kg de peso corporal; se sacrificaron
a los 30 dias postratamiento. Se determiné
la expresién génica y proteica de claudina 2
y 12, proteinas involucradas en el transporte
paracelular del Ca*2. En la mucosa duodenal
se determind el contenido de 6xido nitrico
(NO) y la expresién proteica de oxido nitri-

co sintasa inducible (iNOS). Los resultados
revelaron que la expresién génica de claudi-
na 2 en las ratas diabéticas fue mas del do-
ble en comparacién con la de los controles,
mientras que la expresion génica de claudi-
na 12 fue similar en ambos grupos. La ex-
presién proteica de claudina 2 y 12 aumenté
en las ratas diabéticas. El contenido de NO
fue similar en ambos grupos; sin embargo,
la expresidn proteica de iINOS fue mayor en
las ratas diabéticas en comparacién con
la de las ratas controles. En conclusion, la
D.m.1 experimental se acompafa de estrés
oxidativo y de aumento en la expresioén pro-
teica de iNOS, alterandose la via paracelular
de absorcion de Ca*? como un mecanismo
compensatorio.

Palabras clave: diabetes mellitus, via para-
celular, iINOS.
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Abstract

EXPERIMENTAL DIABETES MELLITUS
PRODUCES INCREASED iNOS EXPRES-
SION AND ALTERS THE PARACELLULAR
PATHWAY OF INTESTINAL CALCIUM AB-
SORPTION

We have previously shown that
experimental type 1 diabetes mellitus (D.m.1)
produced by streptozotocin (STZ) in rats
causes intestinal oxidative stress in the
early stages of the disease, which leads to
the inhibition of intestinal Ca?* absorption,
altering the transcellular Ca?* pathway. The
aim of this work was to study the paracellular
Ca? pathway and analyze if D.m.1 induces
duodenal nitrosative stress. The animals
were assigned to two groups: 1) control rats,
and 2) STZ-induced diabetic rats (60 mg/
kg b.w.). Rats were sacrificed 30 days after
induction of diabetes. The gene and protein
expression of claudin 2 and 12, proteins
involved in paracellular Ca?* pathway, was
determined as well as the nitric oxide (NO)
content and protein expression of iNOS in
rat duodenum mucosa. The results revealed
that claudin 2 expression was more that
double in diabetic rats compared to control
rats at 30 days, while the gene expression
of claudin 12 was similar in both groups.
The protein expression of claudin 2 and 12
increased in the diabetic rats. NO content
was similar in both groups, but the iINOS
protein expression was enhanced in diabetic
rats. To conclude, the experimental type |
D.m.1 is accompanied by duodenal oxidative
stress, increase iNOS protein expression and
alteration of the paracellular Ca?* pathway as
a compensatory mechanism.

Key words: diabetes mellitus, paracellular
pathway, iNOS.

Introduccién
La diabetes mellitus (D.m.) comprende un
grupo de patologias metabdlicas que cursan

Rivoira MA y col: iNOS y via paracelular

de absorcion de calcio en diabetes mellitus

con hiperglucemia cronica derivada de un de-
fecto en la secrecion o en la funcién de la in-
sulina. Se conoce que la D.m. puede agravar
la deficiencia dsea en pacientes con osteo-
penia u osteoporosis e incluso desencade-
nar osteoporosis secundaria.' La D.m. tipo 1
(D.m.1) comienza en la nifiez o en la juventud,
generalmente por destruccion autoinmunita-
ria de la célula p pancreatica, lo cual ocasiona
secrecion insuficiente de insulina con hiper-
glucemia crénica. Tantos los hombres como
las mujeres con D.m.1 presentan disminucion
de la masa 6sea en cadera, cuello femoral
y columna, que lleva a mayor incidencia de
fracturas.?*Los mecanismos por los cuales la
D.m. disminuye la masa 6sea aun no se han
dilucidado completamente. Se ha sugerido
que la disminucién en la absorcion de Ca*?
podria desempefiar un rol importante en la
desmineralizacion del paciente diabético.!

Un mejor conocimiento sobre la fisiopato-
logia de la enfermedad ésea en pacientes con
D.m. puede tener un notable impacto en su
prevencion y tratamiento. Para ello es funda-
mental el conocimiento de la absorcion intes-
tinal del Ca*2, ya que la Unica puerta de en-
trada del cation al organismo es el intestino.
El estudio de la absorcién intestinal de Ca*?
en un modelo de D.m. tipo 1 experimental es,
por esta razén, de sumo interés.

La absorcion intestinal de Ca*? depende
de muchos factores tales como la biodispo-
nibilidad del catién, y de otros factores nu-
tricionales, la modulaciéon por hormonas cal-
ciotropicas y las condiciones fisiopatologicas
del individuo. El 90% del Ca*? se absorbe en
el intestino delgado pero la velocidad de ab-
sorcion es mayor en el duodeno, uno de los
sitios en los que la vitamina D ejerce su prin-
cipal accién favoreciendo la entrada de Ca*?
por la via transcelular. Esta via comprende 3
etapas: 1) entrada de Ca*? a nivel del borde
en cepillo de los enterocitos, mediada a tra-
vés de los canales de Ca*?, conocidos como
TRPV5 y TRPV6 (receptor de potencial tran-
siente de vanilloide 5 y 6), 2) desplazamien-
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to del cation desde un polo hacia el otro de
la célula, via unién a calbindina D, (CB,,) en
mamiferos o a calbindina D, (CB,,) en aves
y 3) salida de Ca*? por la membrana basolate-
ral de los enterocitos mediante activacién de
la Ca*?-ATPasa y del intercambiador Na*/Ca*2.
Sin embargo, cuando el contenido de Ca*?
en la luz intestinal es elevado y el sistema de
transporte activo se satura, una proporcion
creciente del Ca* es captada por difusién
pasiva (via paracelular). Esta via es regulada
por el epitelio, especialmente a nivel de las
“uniones estrechas” entre los enterocitos. Di-
chas uniones son dominios especializados de
membrana, constituidos por proteinas de la
familia de las ocludinas y claudinas (CLDN),
que aseguran la permeabilidad selectiva de
iones y moléculas a través del epitelio.>®

Hay evidencias de que la homeostasis del
Ca* se altera en la D.m.” Varios estudios lle-
vados a cabo en pacientes diabéticos mos-
traron aumento en la excrecién urinaria del
catién y disminucién de los niveles circulantes
de 1,25(0OH),D,.% ° A pesar de que los anima-
les diabéticos desarrollan hiperplasia intesti-
nal,'’® presentan disminucién de la absorcion
del cation." El balance neto del Ca* es leve-
mente negativo o normal, debido al incremen-
to de la ingesta del Ca*? ligada a la hiperfagia
y a mecanismos compensatorios tales como
hiperparatiroidismo secundario y marcada
desmineralizacion ésea.’”? Nyomba y col.”® de-
mostraron correlacion entre la disminucién en
la captacion duodenal del Ca*? que presentan
ratas machos BB (biomodelo espontaneo de
ratas diabéticas) y la disminucién en la con-
centracion de CB,, y de sus sitios de union
en el duodeno. Los autores hallaron bajos ni-
veles plasmaticos de proteinas que ligan Ca*
y aumento en la fraccion libre de 1,25(0H),D,,
lo que indica cierta resistencia a la vitamina D.

Se ha comprobado que la D.m. inducida
por estreptozotocina (STZ), antibidtico que
produce destruccién selectiva de las células
B, desencadena estrés oxidativo en diversos
érganos y sistemas,'*'s entre ellos el intesti-

Rivoira MA y col: iNOS y via paracelular
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no.'®® Los estudios de nuestro laboratorio
demostraron que el estrés oxidativo puede
alterar la expresion de genes y proteinas in-
volucrados en el transporte transcelular y pa-
racelular de Ca*2, disminuyendo la absorcion
intestinal del catién.’®2° Lee y col.?" detectaron
incremento en los niveles de ARNm de protei-
nas transportadoras de Ca*? (TRPV5, TRPVS,
CB,, Yy TRPM6 -receptor de potencial tran-
siente de melastatina 6-) en el rifidn de ratas
diabéticas después de 15 dias de la inyeccion
intraperitoneal de STZ. Este incremento en la
expresion génica se acompafdé de aumento
en la expresion proteica de TRPV5 y CB,,,
renal. La aplicacion de insulina logro revertir
completamente la hipercalciuria y las altera-
ciones moleculares concomitantes.

El mantenimiento del estado redox en el
intestino es esencial para una éptima absor-
cién intestinal de Ca*2. En este laboratorio
se ha demostrado que niveles normales de
glutatién (GSH) intracelular son importantes
para mantener una absorcién intestinal de
Ca*? apropiada.’®?%2223 Hemos demostrado
también que, en ratas diabéticas tratadas
con STZ, el estrés oxidativo intestinal se pro-
duce a principios de las etapas de desarrollo
de la D.m.1, lo que conduce a la inhibicién
de la absorcién intestinal de Ca*2. Ciertos
mecanismos adaptativos dependientes del
tiempo provocan un incremento de expre-
sion de las proteinas implicadas tanto en la
via transcelular como paracelular de trans-
porte del catién, normalizandose asi la ab-
sorcién intestinal de Ca*? y el estado redox
duodenal. La inyeccién de insulina restaura
el estado redox y la absorcion intestinal de
Ca*? sin mejorar los niveles séricos de meta-
bolitos de la vitamina D.?*

A lo largo del intestino, la éxido nitrico sin-
tasa inducible (iINOS) es mas abundante en
células del epitelio intestinal que en otros tipos
celulares (macréfagos, células del musculo
liso y fibroblastos).?® En el duodeno, iINOS es
una enzima clave para la produccién de 6xi-
do nitrico (NO) y desempefia un papel impor-
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tante en la integridad de la mucosa intestinal
bajo condiciones fisiolégicas.?® En pacientes
y ratas diabéticas se encuentra afectada la
produccién de NO, el cual media la respues-
ta inmune y los procesos inflamatorios.?” Por
lo tanto, el objetivo de este trabajo fue estu-
diar la via paracelular del transporte del Ca*?
y analizar si la D.m.1 genera estrés nitrosativo
duodenal en ratas diabéticas inducidas con
STZ después de 30 dias de administracion.

Materiales y métodos

Animales

Se emplearon ratas Wistar machos de 2
meses de edad, las cuales fueron alimenta-
das con una dieta comercial normal (Gepsa
raton-rata, Pilar, Buenos Aires, Argentina).
Los animales se criaron durante 8 semanas
en un bioterio con luz artificial a 25 °C y con
un fotoperiodo de luz-oscuridad de 12 horas,
respectivamente. Alcanzados los 2 meses
de edad, se dividieron aleatoriamente en dos
grupos: 1) controles y 2) tratados con una in-
yeccion unica intraperitoneal de STZ en una
dosis de 60 mg/kg de peso corporal, disuel-
ta en buffer citrato 100 mM (pH 4,5). Estos
grupos se estudiaron 30 dias después del
tratamiento. Los controles se inyectaron solo
con vehiculo. Las ratas se sacrificaron por
dislocacion cervical y el duodeno se extrajo
inmediatamente, el cual se lavé con solucién
fisiolégica fria y se utilizé para todas las de-
terminaciones. Los protocolos experimenta-
les siguieron la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional de
Cordoba, Cérdoba, Argentina. Se hicieron
todos los esfuerzos para reducir al minimo
el nimero de animales utilizados y su sufri-
miento.

Reactivos

Todos los reactivos quimicos fueron ad-
quiridos en Sigma Aldrich Co. (St Louis, MO,
EE.UU.), a menos que se indique lo contrario.

Rivoira MA y col: iNOS y via paracelular
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Mediciones séricas

Se determiné la glucosa en suero (glice-
mia enzimatica AA). Se consideraron diabéti-
cas aquellas ratas con glucemias superiores
a 250 mg/dl.2® Se midié calcemia (Ca-Color
AA), fosfatemia (fosfatemia UV-AA) y creati-
nina usando los kits comerciales del Wiener
Lab (Rosario, Argentina), hemoglobina glico-
silada (HbA,) (Glycohemoglobin Reagent®,
Teco Diag., CA, USA) e insulina (Rat insulin®,
Millipore, MA, EE.UU.).

Expresion génica a través de PCR en tiem-
po real

El aislamiento de ARN total de mucosa in-
testinal se realizd con el reactivo TRIZOL de
acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). La con-
centracion de ARN y la pureza se determina-
ron por espectrofotometria. La amplificacion
cuantitativa se realizé en un termociclador
(Stratagene termociclador PCR cuantitativa
Mx 3000P®, Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA, EE.UU.). La mezcla de amplifica-
cién (volumen total: 25 pl) contenia: 0,5 ug de
ARN, 0,3 umol/lI de cada cebador, 0,4 pl de
colorante de referencia, 1 pl de transcripta-
sa inversa (RT)/RNasay 12,5 pl de 2X Brilliant
[ISYBR QRT-PCR® (Stratagene, Agilent Tech-
nologies, Inc., Santa Clara, CA, EE.UU.). Se
utilizé el siguiente protocolo: 1 ciclo a 50 °C
durante 30 min; 1 ciclo a 95 °C durante 10
min; 40 ciclos de la siguiente manera: des-
naturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibrida-
cion a 60 °C durante 60 s y extension a 72 °C
durante 30 s. La cantidad de productos de
PCR formados en cada ciclo se evalu6 so-
bre la base de la fluorescencia SYBR Green.
Las lecturas de emisiones ciclo a ciclo de
fluorescencia fueron controladas y cuanti-
ficadas por el método de DDCT.?® La canti-
dad de numeros de copias de ARNm de cada
gen se normalizé con respecto a la de gadph.
Las secuencias de los cebadores de los ge-
nes estudiados se enumeran a continuacion:
claudin 2 FW 5 - GCTGCTGAGGGTAGAAT-

100
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GA -3y RV 5 - GCTCGCTTGATAAGTGTCC
— 3 (107 pb); claudin 12 FW 5 — CCTTCA-
AGTCTTCGGTGCC - 3’ y RV 5 — CAGGAG-
GATGGGAGTACAG - 3’ (100 pb); gapdh FW
5 - AGTCTACTGGCGTCTTCAC - 3’ y RV 5’
— TCATATTTCTCGTGGTTCAC - 3’ (133 pb).

Expresion proteica por Western blot

Se determinaron las expresiones protei-
cas de CLDN 2, CLDN 12 e iNOS. Los homo-
geneizados de mucosa duodenal de rata se
prepararon con buffer de lisis RIPA (SDS 1%,
Tritdn X-100 1%, deoxicolato de sodio 0,5%,
PMSF 1mM y NaF 1 mM). La suspension se
centrifugd. Después, las proteinas (100 pg) se
desnaturalizaron durante 5 min a 95 °C y se
separaron mediante electroforesis en minige-
les de SDS-poliacrilamida al 12% (P/V).%° Los
geles que contienen las proteinas separadas
se sumergieron en el tampdn de transferen-
cia (Tris-HCI 25 mmol/l, glicina 192 mmol/I,
SDS 0,05% P/V y metanol 20% V/V).8! Las
membranas de nitrocelulosa (0,45 pm) se blo-
quearon durante 1,5 h con 2% P/V de leche
sin grasa en solucién Tris-salina 0,5 mol/l y
se incubaron durante toda la noche a 4 °C
con el anticuerpo primario especifico en di-
lucién 1:1000 en cada caso. Los anticuerpos
fueron: anti-CLDN 2 anticuerpo monoclonal
(Invitrogen®, Carlsbad, CA, EE.UU.), anti-
CLDN 12 anticuerpo policlonal (H-49® Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.),
anti-NOS2 anticuerpo policlonal (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.).
Después de tres lavados, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario bio-
tinilado a 37 °C durante 1 hora. A continua-
cioén, estas se lavaron tres veces y se afa-
dié la estreptavidina peroxidasa-conjugada
(Histostain-SP kit®, Invitrogen CA, EE.UU.). La
deteccion se realizd usando 3,3’-diaminoben-
cidina (DAB) como cromégeno. El anticuerpo
monoclonal anti-GAPDH (clon 71.1 GAPDH-
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), se uti-
lizé para detectar GAPDH como un marcador
para normalizar la expresion relativa de las
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otras proteinas. Las intensidades de las ban-
das se cuantificaron usando un sistema de
imagenes Capturer EC3®, software LaunchVi-
sionworksls con el fin de obtener la expresién
relativa de las proteinas.

Cuantificacion de los niveles de NO

Se determinaron como el total de nitrato/
nitrito utilizando el reactivo de Griess* con la
modificacion del reemplazo de ZnSO, para
la precipitacion de las proteinas del sobre-
nadante del homogeneizado.*® La absorban-
cia se medié a 540 nm. Se realizd una curva
estandar con nitrato de sodio (1-10 pM). Los
datos se expresaron en pmol NO/mg de pro-
teina.

Analisis estadistico

Los resultados se evaluaron estadistica-
mente mediante el analisis de varianza a una
via (ANOVA) seguido del test de Bonferroni
para comparaciones multiples post hoc. Se
utilizé el software SPSS 22.0 como programa
de analisis (SPSS Inc. Chicago, ILL, EE.UU.).
Las diferencias se consideraron significativas
con un valor de p<0,05.

Resultados

Caracteristicas generales del modelo de
D.m. por induccion con STZ

En la Tabla 1 pueden observarse las ca-
racteristicas de los animales con D.m. 1 ex-
perimental después de 30 dias de la adminis-
tracién de STZ, en comparacién con las de
las ratas controles. Como era de esperarse,
la glucemia aumento alrededor de 3 veces en
las ratas diabéticas con respecto a la de las
ratas controles, mientras que la insulina dis-
minuyd notoriamente en las ratas diabéticas.
Los valores de HbA,  fueron un 50% mayor en
las ratas diabéticas que en las controles. Las
ratas diabéticas presentaron glucosuria. Los
niveles de calcemia, fosfatemia y creatinina
resultaron similares en ambos grupos.
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Tabla 1. Valores en suero de ratas controles y diabéticas de

30 dias posinduccién.

Control D.m.1
Glucemia (mg/dl) 145 £ 13 453 + 12*
Insulina (ng/ml) 1,73 + 0,21 0,30 + 0,11*
HbA, (%) 8,90 + 0,50 11,85 + 0,818
Creatinina (mg/dl) 0,73 + 0,20 0,72 + 0,18
Calcemia (mg/dl) 9,50 + 0,03 9,45 + 0,02
Fosfatemia (mg/dl) 5,73 + 0,20 5,80 £ 0,15

Los datos representan las medias+EE. C: control; D.m.1: ratas con

diabetes tipo 1. *p<0,001 vs. controles; $p<0,01 vs. controles. Gluce-

mia, creatinina, calcemia, fosfatemia y HbA, : n=12 para cada grupo

experimental; insulina: n=4.

Efecto de Ia D.m.1 sobre la expresion duo-
denal de claudina2y 12

Se analizaron las expresiones génicas de
cldn 2 y 12, proteinas presumiblemente impli-
cadas en la via paracelular de la absorcién in-
testinal de Ca*?, en ambos grupos experimen-
tales. Los resultados revelaron que la expre-
sion génica de cldn 2 en las ratas diabéticas
fue mas del doble en comparacién con la de
los controles, mientras que la expresion gé-
nica de cldn 12 fue similar en ambos grupos.
La expresién proteica de CLDN 2 y CLDN 12,
aumento a los 30 dias posinduccién (Tabla 2).

Estrés nitrosativo en mucosa duodenal de
ratas diabéticas

Con el propodsito de estudiar si el estrés
nitrosativo estaba involucrado en las altera-
ciones observadas en la D.m.1, se determi-
né en mucosa duodenal el contenido de NO
y la expresién proteica de 6xido iNOS. El
contenido de NO fue similar en ambos gru-
pos. Sin embargo, la expresién proteica de
iINOS fue mayor en las ratas diabéticas en
comparacion con la de las ratas controles
(Figura 1).

Tabla 2. Expresién génica y proteica de claudina 2 y 12 de ratas controles y

diabéticas de 30 dias posinduccion.

cldn 2 cldn 12 CLDN 2 CLDN 12
Control 1,00+£0,02 1,00+0,10 80,3 +4,0 74,0 + 3,9
D.m.1 2,565 +0,43* 0,93+0,08 155,0 + 4,00 163,0 + 8,5"

Andlisis por RT-gPCR de los niveles de expresién de ARNm de cldn 2y 12 normalizados
con respecto al gen gapdh (unidades arbitrarias) y expresion proteica por Western blots,
presentados como porcentaje de la expresién de GAPDH (unidades arbitrarias). Los
datos representan las medias+EE. n=6 para cada grupo experimental. *p < 0,001 vs.

control. D.m.1: ratas con diabetes tipo 1.
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Figura 1. A. Contenido de 6xido nitrico (NO) en mucosa duodenal de ratas controles y diabéticas 30

dias posinduccion. B. Anadlisis densitométrico cuantitativo de éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) en

ratas controles y diabéticas 30 dias posinduccion. Los datos representan medias=EE (n=6). *p<0,001

vs. control.

Discusién

Varios estudios previos realizados en
nuestro laboratorio han demostrado que la
D.m.1 provocada por STZ se acompafa de
inhibiciéon de la absorcién intestinal de Ca*?
debido, al menos en parte, a la generacién
de estrés oxidativo, como lo revela la dismi-
nucién del contenido de glutation intestinal,
el aumento de anién superdxido y la mayor
actividad de catalasa. Esta inhibicion es tran-
sitoria, afecta la via transcelular y desenca-
dena una adaptacion fisioldgica tendiente a
normalizar el proceso de absorcién del Ca*?y
el estado redox del enterocito.?*

El mecanismo molecular de la via para-
celular de la absorcion intestinal de Ca*? no
esta totalmente dilucidado.?* Aparentemente
CLDN 2 y 12 participarian en la formacién
de poros para el paso del catién.®® Nuestros
resultados demuestran que las expresiones
proteicas de estas proteinas aumentan en
las ratas diabéticas en comparacion con las
de las ratas controles. También la expresion
génica de cldn 2 en las ratas diabéticas au-
menta. Dado que hemos demostrado previa-
mente que las proteinas involucradas en la via
transcelular de la absorcién intestinal de Ca*?

aumentan su expresién como un mecanismo
compensatorio ante la disminucién de la ab-
sorciéon del cation?*, es probable que el au-
mento de las proteinas de la via transcelular
no sea suficiente para restaurar la absorcion
intestinal de Ca*?y, por lo tanto, la via parace-
lular es inducida.

La hiperglucemia produce incremento de
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno
(ROS/RNS), y es una de las posibles causas
de las complicaciones crénicas asociadas a
la diabetes.?®%” Los cambios redox inducidos
por la hiperglucemia, el dafio del ADN, la oxi-
dacion de proteinas y la peroxidacién de lipi-
dos alteran las funciones celulares por medio
de la activacion de vias clave de traduccion
de sefales.®3° En la diabetes también se pro-
duce una acentuada expresioén de citoquinas
proinflamatorias como consecuencia del au-
mento de los niveles de ROS/RNS, lo cual se
acompafa con incremento de las actividades
de Akt, ERK1/2 y un aumento de la acumula-
cién de 8-OHdG en el ADN.38

Kuloglu y col.*® demostraron un aumento
en la expresion de iINOS en rifidn de ratas dia-
béticas en relacién directa con la severidad
de la enfermedad. Otros autores encontraron
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resultados similares en musculo liso vascular,
aunque la posible causa y consecuencia de
la induccion de iINOS permanece aun en dis-
cusion.*' Nosotros observamos un incremen-
to en la expresion proteica de iINOS en mu-
cosa duodenal, aunque sin modificaciones
en la produccién de NO en ratas diabéticas
en comparacion con la de las ratas contro-
les. La cantidad de NO producido por accion
de iINOS depende de muchos factores, entre
ellos la disponibilidad de sustrato y de cofac-
tores. La arginina se puede transformar en
sustrato limitante en situaciones de enferme-
dad; ademas la arginasa puede competir con
la iINOS por la arginina®?; esto podria ser tal
vez una de las causas de falta de cambios en
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Resumen

La osteoporosis inducida por glucocor-
ticoides (OIC) es la causa mas comun de
osteoporosis secundaria. La pérdida Osea
se produce en forma temprana, en los pri-
meros meses siguientes a la introduccion
de los glucocorticoides (GC), dependiendo
de la dosis diaria. La patogénesis es mul-
tifactorial y el principal efecto deletéreo es
la inhibicién de la formacién ésea. Los GC
inducen fracturas por fragilidad 6sea, es-
pecialmente en la columna vertebral, y esto
genera incapacidad funcional. En los Uulti-
mos afos se han publicado algunas guias
internacionales elaboradas por consenso
para la prevencion y el tratamiento de la
OIC. La Sociedad Argentina de Osteoporo-
sis designd a un grupo de trabajo para ela-
borar una guia propia y actualizada para el
diagnéstico, la prevencion y el tratamiento
de la OIC (GE-OIC-SAO).
Palabras clave: osteoporosis, glucocorti-
coides, osteoporosis inducida por corticoi-
des, fracturas por fragilidad.

* Correo electrénico: mariasilvia.larroude@gmail.com

GUIDELINES FOR THE DIAGNOSIS, PREVEN-
TION AND TREATMENT OF GLUCOCORTI-
COID-INDUCED OSTEOPOROSIS IN ADULTS

Abstract

Glucocorticoid-induced osteoporosis (GIO)
is the most common cause of secondary oste-
oporosis. It occurs early, with rapid bone loss
in the first few weeks after the initiation of the
treatment, with a rate that is dependent main-
ly on the daily dose. While the pathogenesis
is multifactorial, the highest inhibitory effect
occurs on bone formation. Glucocorticoids
induce fragility fractures, especially in spine,
generating functional disability. In recent years,
there have been some international guidelines
developed by consensus for the prevention
and treatment of GIO. The Argentinean Osteo-
porosis Society appointed a working group to
prepare a national guide updating the diagno-
sis, prevention and treatment of GIO.

Keywords: osteoporosis, glucocorticoids,
glucocorticoid-induced osteoporosis, fragility
fracture.
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Introduccion

La osteoporosis inducida por corticoides
(OIC) es la causa mas comun de osteoporo-
sis (OP) secundaria y se asocia con un alto
grado de deterioro estructural éseo, particu-
larmente a nivel del hueso trabecular."?

Los glucocorticoides (GC) son amplia-
mente utilizados en enfermedades reuma-
tolégicas, respiratorias, alérgicas, hemato-
l6gicas, neoplasicas y en el trasplante de
6rganos, por sus efectos antiinflamatorios e
inmunosupresores; pero tienen alta probabi-
lidad de ocasionar osteoporosis, por o que
es fundamental el diagndstico temprano, la
prevencion y el tratamiento de esta enferme-
dad.!

La pérdida 6sea es mas acelerada du-
rante los primeros meses de iniciado el tra-
tamiento con GC; se estima en 10-20% en
hueso trabecular durante los primeros 6 me-
ses y contindia la merma a un ritmo del 2%
por afio, mientras que en hueso cortical la
disminucién es del 2-3% en el primer afo,
y se advierte un descenso mas lento en los
afos siguientes.?

La prevalencia de uso de GC orales re-
presenta el 0,5 al 0,9% de la poblacién (65%
sexo femenino) y se incrementa al 2,7% en
mujeres mayores de 50 afios.?

No existe una dosis “segura” de GC ni
hay acuerdo sobre cual es el tiempo minimo
libre de efectos deletéreos para utilizarlos
con certeza.

El riesgo de fracturas depende de la do-
sis de GC. El uso de prednisona 2,5 mg/dia
aumenta el riesgo relativo (RR) en 1.55, en
dosis de 2,5-7,5 mg/dia es 2.59 y en dosis
mayores llega a 5.18.3

La densidad mineral 6sea (DMO) en los
pacientes que reciben GC no puede valorar-
se con los parametros establecidos para los
pacientes no usuarios de GC como la osteo-
porosis posmenopausica: a igual DMO, los
pacientes con GC tienen mayor riesgo de
fractura.®#

Existen diferentes farmacos para el tra-
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tamiento de la OIC, pero lo ideal es utilizar
los GC en la menor dosis efectiva durante
el menor tiempo posible y asociados a otras
drogas que permitan disminuir su dosis de
acuerdo con la patologia de base.

Debido a la alta frecuencia en el uso de los
GC y el aumento de la morbilidad y mortali-
dad, varias sociedades cientificas del mundo
han desarrollado guias para la prevencion y
tratamiento de este tipo de osteoporosis. Sin
embargo no existe un consenso unificado.

El objetivo de la Sociedad Argentina de
Osteoporosis a través de su grupo de estudio
(GE-OIC-SAQ) fue elaborar una guia practica
para el diagnéstico y el tratamiento de la OIC.

Epidemiologia

La OIC constituye la causa mas frecuente
de osteoporosis secundaria debido a su am-
plio uso en medicina. Las indicaciones mas
habituales de tratamiento con GC son las en-
fermedades musculoesqueléticas (67,1%),
las pulmonares obstructivas (15,7%), las
inflamatorias del intestino y el trasplante de
6rganos.®

Se estima que un 3% de la poblacion
adulta mundial y un 4,6% de las mujeres
posmenopausicas reciben GC en forma pro-
longada.®’

Existe un riesgo aumentado y significati-
vo de fractura en pacientes que reciben GC;
esta afirmacién se ha observado en multiples
estudios con dosis minimas de 2,5 mg/dia
por via oral de prednisona o sus equivalen-
tes; se advierte un incremento de riesgo de
fracturas > 5 veces con dosis superiores a
7,5 mg/dia en los primeros 3 a 6 meses de
iniciado el tratamiento.® En pacientes que
reciben 5 mg/dia de GC, el riesgo aumenta
20% y en aquellos con 20 mg/dia se incre-
menta al 60%. Algunos autores afirman que
la dosis acumulativa también se correlaciona
con el riesgo aumentado de fractura.®

Las fracturas vertebrales son las mas fre-
cuentes, tal vez por su mayor componente
de tejido trabecular.®
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Al evaluar otras variables predisponentes
para desarrollar fracturas por fragilidad como
edad, sexo y enfermedad de base, se hall
que el RR de fractura fue independiente de
estas variables.®

Un metandlisis que incluyé 7 investiga-
ciones de cohortes mostré una clara aso-
ciacion entre el uso previo de GC y el riesgo
de fracturas. Se estimé un riesgo relativo de
fractura de cadera de 4,42 (IC 95%: 1,26-
15,49) a los 50 afios y de 2,48 (1,58-3,89)
a los 85 afnos.* Hay evidencias de que el
riesgo aumentado de fractura disminuye
después de un afo de suspendido el trata-
miento con GC.81°

La DMO en pacientes que reciben GC en
dosis de > 7,5 mg/dia de prednisona durante
3 meses es significativamente menor que la
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DMO de los sujetos de igual edad y sexo. Se
ha observado una disminucion del 9,2% en
columna lumbar; 11,5% en caderay 2,2% en
radio distal.>'" La pérdida ésea es mayor en
el hueso trabecular que en el cortical.®

Se ha hallado también una correlacién
entre dosis acumulativa y disminucion de la
DMO en columna en varios estudios, aunque
permanece en discusién el umbral de dosis
que produce efecto negativo sobre el hue-
s0."2

No existen datos concluyentes sobre los
GC inhalados: algunos autores sefalan que
las dosis menores de 400 pg/dia de dipro-
pionato de beclometasona o equivalente no
presentan efectos adversos relevantes; sin
embargo, dosis mayores de 800 pg/dia pue-
den producir cambios en la DMO. "3

CONCLUSION:

rante 3 meses o mas tiempo,
predominio vertebral.

prevencion de OIC.

Los pacientes tratados con una dosis > 5 mg/dia de prednisona o equivalentes, du-
incrementan el

Esta poblacion requiere una evaluacion clinica y es pasible de tratamientos para la

riesgo de presentar fracturas con

Fisiopatologia de la osteoporosis indu-
cida por corticoides

La accion de los GC en el esqueleto tie-
ne efectos directos sobre las células 6seas,
el metabolismo mineral y otros sistemas, los
que a su vez interactuan con el hueso. La do-
sis y el tiempo del tratamiento con GC son
los factores determinantes de esas alteracio-
nes.’

Los GC inhiben la absorcion intestinal de
calcio (AIC) por diferentes mecanismos que
son parcialmente independientes de la vita-
mina D; se ha descripto la presencia de fac-
tores postranscripcionales en el transporte
del calcio a través de la mucosa intestinal y

de la membrana basolateral, que mejora con
la restriccion de sodio y el aporte de suple-
mentos de calcio.'

La excrecién urinaria de calcio de ayuno
estd aumentada en sujetos normales que
reciben GC durante un breve periodo, an-
tes de evidenciarse un aumento de hormona
paratiroidea (PTH). Esto puede deberse a un
brusco aumento en la carga filtrada de cal-
cio, por rapida disminucién de la formacién
6sea y reduccion de la captacién de calcio
por el hueso recién formado o por un efecto
directo de los GC en el rifidén. El aumento de
la calciuria en los pacientes que reciben GC
en forma prolongada se atribuye a la movili-
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zacion esquelética del calcio y a la disminu-
cién de la reabsorcién tubular, que ocurre a
pesar de un aumento de los niveles de PTH
constatado en algunos casos.®

La disminucion de la AIC y el aumento de
su excrecion urinaria conducen a un balance
calcico negativo. Los GC inducen fosfaturia
y disminucién de la reabsorcién tubular de
fésforo (RTP).1718

Si bien en algunos trabajos se asoci6 el
uso de GC con un aumento de los niveles
de PTH, esto no se ha observado en forma
regular.'®2°

Los niveles de 25(0OH) vitamina D suelen
ser normales. La administracién a corto pla-
zo de GC en sujetos normales ha mostrado
incrementar los valores de 1,25(0OH),D. Otros
trabajos sobre el tratamiento a largo plazo
con GC no encontraron dichos cambios.?!

Los GC bloquean la secrecién de hormo-
na luteinizante (LH) en respuesta a la hor-
mona liberadora de gonadotrofinas (GnRH),
inhiben la accion de la hormona foliculoes-
timulante (FSH) y reducen la produccién de
esteroides sexuales tanto en mujeres como
en varones, lo que determina un estado de
hipogonadismo.??

Un efecto catabdlico de los GC sobre el
musculo incrementa el riesgo de caidas y
contribuye al riesgo de fractura. La miopatia
se produce por protedlisis de las miofibrillas,
que esta mediada por la activacién de los li-
sosomas Y las enzimas ubiquitin-proteasas.?

En el hueso, a nivel celular, los GC afectan
a los osteoblastos, los osteocitos y los os-
teoclastos. Los primeros estudios histomor-
fométricos mostraron que la disminucién de
la formacién es la principal causa de pérdida
de masa 6sea. Hay una marcada disminu-
cion de la superficie osteoide, asi como del
indice de aposicién mineral y del grosor de la
trabécula. La cantidad total de hueso reem-
plazado en cada ciclo de remodelacion esta
disminuida en un 30%.24

Los GC tienen efectos directos sobre los
osteoblastos, inhiben el reclutamiento de los
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precursores, disminuyen la replicaciéon e in-
crementan su apoptosis, y acorta la vida me-
dia. Se observa baja produccion del factor de
crecimiento insulino-simil 1 (IGF-1) y de las
proteinas transportadoras, de la prostaglan-
dina E, y del factor transformador del creci-
miento beta (TGF-). Disminuye la sintesis de
colageno tipo I, la osteocalcina y la forma-
cion de las proteinas no colagenas.?®?

Los GC actuan modulando la sintesis y
secrecion de la PTH, de la 1,25(0H),D, de las
prostaglandinas y de los factores de creci-
miento del osteoblasto.?226:2

La diferenciacién de las células estroma-
les a osteoblastos (y su maduracion) esta
alterada y su diferenciacién deriva hacia el
linaje de los adipocitos. Los efectos anabdli-
cos y catabolicos de los GC en hueso esta-
rian en parte mediados por la regulacion de
la expresion de las proteinas del Wnt y sus
inhibidores en osteoblastos maduros.?®-3

La resorcion 6sea se ve afectada en forma
temprana; se observa estimulaciéon de la ex-
presién del receptor de activacién del ligan-
do del factor NF-kb (RANKL) y del factor es-
timulante de colonias (CSF-1) con disminu-
cién de la expresién de la osteoprotegerina
por el osteoblasto y las células estromales, lo
que incrementaria la osteoclastogénesis.?233

Los osteocitos son los mecanosensores y
desempefian un papel en la reparacién del
microdafio. Los GC afectan la funcion del
osteocito e inducen la apoptosis generando
una alteracion de las propiedades biomeca-
nicas del hueso.?

El numero de osteocitos apoptoéticos esta
aumentado debido a la activacién de la cas-
pasa 3, defecto que es acumulativo e irre-
parable.?® Otros fenémenos asociados a la
disfuncién de este grupo de células es el au-
mento de la autofagia de los osteocitos y la
disrupcion de la red osteocitaria. Estos cam-
bios podrian explicar el empeoramiento de
las propiedades biomecanicas y la fortaleza
6sea que se observa antes de la pérdida de
la densidad mineral 6sea.'%+%"
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CONCLUSION:

los primeros 3 a 6 meses de tratamiento.

Los GC tienen efectos directos e indirectos sobre el esqueleto al ejercer su accion
sobre las células osteoblasticas, osteoclasticas y osteociticas y en muiltiples siste-
mas: actuan sobre el eje gonadal, la absorcién intestinal y la excrecién urinaria de
calcio y la musculatura. Estos efectos deletéreos incrementan la fragilidad 6sea.

Es de importancia clinica prevenir la rapida accion de los GC sobre el esqueleto en

Clinica y diagnéstico

La osteoporosis es un padecimiento “si-
lencioso” que avanza sin producir sintomas
hasta que ocurre una fractura. Las fracturas
mas frecuentes en la OIC son las vertebrales,
que pueden manifestarse por dolor dorso-
lumbar agudo, intenso, que se exacerba con
los movimientos y cambios de posicién, o ser
asintomaticas; por lo tanto, estos pacientes
requieren un estudio diagnéstico completo
para realizar el tratamiento adecuado.

El GE-OIC-SAO considera que todo pa-
ciente que inicie o reciba GC en dosis > 5 mg/
dia por mas de 3 meses debera ser estudiado
y se indicaran medidas preventivas o un opor-
tuno tratamiento. Existen dos situaciones de
intervencion:

1. Pacientes que inician un tratamiento
con GC (prevencion primaria).

2. Pacientes que en el momento de la
consulta ya estan recibiendo GC (prevencion
secundaria).

Se sugiere el siguiente protocolo de estu-
dio:

1- Historia clinica completa

Consignar los datos habituales con espe-
cial atencién en los siguientes items:

e Enfermedad que motivd el uso de los
GC, el tiempo y las dosis utilizadas.

e Tratamientos que recibe en la actualidad.

e Valoracion de los factores de riesgo
para la osteoporosis: bajo peso, historia pa-
rental de fractura de cadera, tabaquismo, al-

coholismo, uso de altas dosis de GC, dosis
acumulativas de GC, uso de pulsos de GC
intravenosos, disminucién de la densidad mi-
neral 6sea que exceda el cambio minimo sig-
nificativo.38-40

e Examen fisico completo que incluya el
peso y la talla.

e Considerar el sexo y la edad de los
pacientes y categorizar en mujeres premeno-
pausicas (por la probabilidad de embarazo) o
posmenopausicas y varones jovenes o adul-
tos mayores (edad > o < de 50 afos).

2- Laboratorio

Se solicitaran andlisis clinicos generales
y del metabolismo éseo y fosfocalcico: cal-
cio, fésforo y creatinina en sangre y orina de
24 horas, niveles de 25(0OH) vitamina D, un
marcador de formacion 6sea (fosfatasa al-
calina total e isoforma 6sea) y uno de resor-
cién 6sea como el telopéptido C (CTX) o la
desoxipiridinolina urinaria (D pyr), determi-
nacién de PTH séricay de LH y FSH, estra-
diol (mujeres premenopausicas y perimeno-
pausicas) y testosterona ante la posibilidad
de hipogonadismo, hormona estimulante
tiroidea (TSH), eritrosedimentacién (ERS) y
proteinograma.

Ante la sospecha de causas secundarias
de OP como enfermedad celiaca, artritis reu-
matoide, hipogonadismos, etc., solicitar el
laboratorio correspondiente. Estas pruebas
deben repetirse por lo menos cada 6 meses
o de acuerdo con el criterio clinico durante el
periodo de la terapia esteroidea.3%%
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3- Radiologia

Se realizaran radiografias de columna dor-
sal y lumbar anteroposterior y lateral con foco
en D7 y L3, respectivamente. Se evaluara la
presencia de fracturas segun el método semi-
cuantitativo de Genant mediante la medicién
de la altura vertebral en el sector anterior, me-
dio o posterior. Se considera fractura de gra-
do | o leve cuando se constata una reduccién
del 20 al 25%, grado Il o0 moderada, ante un
descenso del 25 al 40% y grado Ill o severa
cuando se verifica mas del 40% de disminu-
cién de altura del cuerpo vertebral en alguno
de sus diametros.

También puede utilizarse la medicion de
fractura vertebral por morfometria mediante la
densitometria 6ésea, método conocido como
vertebral fracture assessment (VFA).

En OIC, las fracturas mas frecuentes son
las dorsales inferiores, lumbares altas, radio
distal y fémur proximal.3¢40

4- Densitometria por absorciometria dual
de rayos X

Los corticoides afectan la calidad 6sea
mas alla de su efecto sobre la densidad ésea.
Los umbrales de T-score y Z-score para DMO
no han sido establecidos para los pacientes
que reciben GC (opinién de expertos).384041

Los valores de corte determinados por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para
OP posmenopausica no se aplican en la OIC
en razoén de los cambios estructurales que los
GC inducen rapidamente sobre la microarqui-
tectura 6sea y que son independientes de la
DMOQ.242

La DMO de la columna es un predictor
significativo de nuevas fracturas en pacientes
con GC; por cada reducciéon del T-score, el
riesgo relativo de fracturas es del 1.85 (95%
Cl: 1,06-3,21).4

Existen diferentes posturas en distintas
sociedades cientificas sobre la utilizacion de
la densitometria y el valor de corte de T-score
y Z-score empleado para considerar el trata-
miento de la OIC. Algunas sociedades cienti-
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ficas como la International Osteoporosis Fun-
dation (IOF) y la European Calcified Tissue
Society (ECTS) consideran como punto de
corte un T-score de < -1,5 o la utilizaciéon de
la herramienta de calculo de fractura FRAX.
Otras entidades como la American Society
of Bone and Mineral Research (ASBMR) no
contempla el valor de T-score en mujeres
posmenopausicas y varones > 50 afos, pero
si reconoce la importancia del Z-score < -2
como alerta para indicar tratamiento en mu-
jeres premenopausicas y varones < 50 afios,
y también llama la atencién sobre una im-
portante disminucién de la DMO relacionada
con el uso de GC. Otras sociedades como el
American College of Rheumatology (ACR) no
consideran importante la DMO para la inter-
vencion (Consenso 2010).%9-44

No esta pautado cada cuanto tiempo repe-
tir la medicién de la DMO en los pacientes que
reciben dosis elevadas de GC (1 mg/kg/dia),
en pulsos o luego de trasplante de érganos.

5- Trabecular bone score (TBS)

El TBS es una nueva técnica basada en
la medicion de texturas de niveles de gris
(pixeles) en la columna lumbar mediante las
imagenes de DXA; valora la microarquitec-
tura 6sea. Un valor bajo de TBS se asocia
con aumento de fracturas independiente-
mente de los factores de riesgo y la DMO.
Existen algunos reportes acerca de esta
nueva herramienta en OIC. Pero se requie-
ren mas estudios para considerar su uso en
la decision terapéutica de pacientes en tra-
tamiento con GC.#*

6- FRAX: midiendo el riesgo de fractura

Es una herramienta desarrollada por la
OMS basandose en factores de riesgo para
osteoporosis a fin de calcular la probabilidad
de riesgo absoluto de fractura a 10 afios.*

El FRAX debe utilizarse en pacientes pos-
menopausicas y hombres > 50 afios, pero no
es apropiado para mujeres premenopausicas
y hombres < 50 afios.*
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El FRAX para OIC se divide de acuerdo con el
riesgo de fractura osteoporética mayor en:404248
¢ Bajo riesgo de fractura: menos del 10%.
e Medio riesgo de fractura: entre el 10 y
20%.
¢ Alto riesgo de fractura: mayor del 20%.

Limitaciones del FRAX: el tratamiento
con GC es ingresado como una variable di-
cotdémica y la dosis media capturada por el
FRAX es de 2,5 a 7,5 mg/dia de prednisona
0 sus equivalentes; por lo tanto, la probabili-

Messina OD y col: Guias de osteoporosis
inducida por glucocorticoides

dad de fractura esta subestimada con dosis
mayores de 7,5 mg/dia y sobrestimada con
valores menores de 2,5 mg/dia.

El FRAX no especifica la dosis o duracién
del tratamiento con GC, utiliza solamente la
DMO de cadera, por lo tanto podria subesti-
mar el riesgo de fractura vertebral.0-48

Para remediar algunas de estas limita-
ciones, el célculo del FRAX en pacientes en
tratamiento con GC se debe ajustar por un
indice de acuerdo con la dosis utilizada (Ta-
bla 1).4

Tabla 1. Ajuste del riesgo de fractura medido por FRAX en mujeres posmenopdusicas y
hombres mayores de 50 afios, de acuerdo con la dosis de corticoides (Modificado de Kanis

y col., ref. 47).

Tipo de riesgo

Dosis equivalente
prednisona (mg/dia)

Ajuste del riesgo medido
por FRAX

Riesgo absoluto de fractura <25
2,5-75
de cadera
>75
Riesgo absoluto de fractura 2<5%’755
mayor por fragilidad > 7é

35% menos
No ajuste
20% mas

20% menos
No ajuste
15% mas

Las guias ACR en el afio 2010 recomien-
dan el uso de FRAX para pacientes posme-
nopausicas y hombres > 50 afios, valorar la
DMO de acuerdo con los factores de riesgo,
mientras que la IOF y la ECTS proponen valo-
rar la DMO y el FRAX segun las normativas de
cada pais. 404

El GE-OIC-SAO considera util la medi-
cion de la DMO. Recomienda intervenir con
medidas terapéuticas en mujeres posmeno-
pausicas y hombres > de 50 afios con un T-
score < -1,5 y en mujeres premenopausicas

y varones < 50 afilos con un Z-score < -2.
Ademas reconoce la importancia del des-
censo de masa 6sea. Aconseja una segunda
medicion de DMO a los 6 meses de inicia-
do el tratamiento y posteriormente, cada 12
meses.

El FRAX es un auxiliar muy valioso que,
adaptado a las dosis de GC, permite esta-
blecer un riesgo absoluto a 10 afios de frac-
turas mayores y de cadera, y es Util para
determinar criterios de intervencion tera-
péutica.
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RECOMENDACION:

ano.

mayores de 50 anos.

En todos los pacientes que inician o estan tratados con GC en dosis > 5 mg dia de prednisona
o sus equivalentes por mas de 3 meses se recomienda:
* Realizar la historia clinica completa que incluya los factores de riesgo de fractura.
e Solicitar el laboratorio general y especifico 6seo, cada 6 meses y radiografias de
columna dorsal y lumbar de perfil para valorar las fracturas vertebrales una vez por

e  Medir la DMO por DXA, considerando un umbral de intervencion terapéutica al T-score
de < -1,5 en mujeres posmenopausicas y hombres > 50 anos y al Z-score < -2 en mujeres
premenopausicas y hombres < 50 ainos una vez por ano.

e  Utilizar el calculo de la herramienta FRAX en pacientes posmenopausicas y hombres

Tratamiento

Los GC son muy utilizados para diversas
patologias, en dosis bajas asociados a otros
inmunosupresores 0 en dosis muy elevadas
para manejar situaciones de riesgo de vida del
paciente (vasculitis, nefropatias, neumonitis o
lupus, etc.).

Las dosis y regimenes tienen efectos tera-
péuticos mediados por acciones gendmicas y
no gendmicas ejercidos a través de receptores
citosdlicos de GC o membranas biolégicas; el
mecanismo de accion deletéreo se genera de
acuerdo con el porcentaje inhibitorio de los
receptores de los GC y estan implicados en
los efectos adversos, pero existe una gran va-
riacion interindividual. En el afio 2002, el gru-
po de trabajo The European League Against
Rheumatism consensud la terminologia de
dosis de GC basado en su mecanismo de ac-
cién gendémico y no gendmico y los posibles
efectos adversos en:

e Dosis baja < 7,5 mg de GC via oral dia-
rios (prednisona o sus equivalentes), porque
esta dosis ocupa menos del 50% de recepto-
res de GC.

¢ Dosis media: > 7,5 mg de GC via oral
diarios pero < 30 mg diarios; esta dosis ocupa
mas del 50% de receptores pero menos del
100%.

¢ Dosis alta: > 30 mg de GC via oral dia-

rios pero < 100 mg de GC diarios; esta dosis
satura los receptores de GC en forma dosis-
dependiente.

¢ Dosis muy altas: > 100 mg diarios de GC
con una saturacion del 100% de receptores.

¢ Pulsos de GC dosis > 250 mg de GC
diarios por uno o pocos dias.*®

Sin embargo, el GE-OIC-SAO propone
indicar medidas terapéuticas con dosis de
5 mg/dia de prednisona o equivalentes te-
niendo en cuenta que con esas dosis se in-
crementa el riesgo fractura en un 20%.38

Considera de importancia que los médicos
informen a los pacientes sobre los eventos
adversos de los GC para prevenir sus compli-
caciones a nivel 6seo cuando se utilizan dosis
> 5 mg diarios por via oral.58:39:40:48.50

Tratamiento farmacolégico

En las siguientes paginas desarrollaremos
las evidencias sobre los distintos farmacos eva-
luados en estudios destinados al tratamiento o
prevencion de OIC y los criterios de intervencion
presentados por otras sociedades cientificas asi
como nuestra opinién para los pacientes que se
encuentran en tratamiento con GC.

Cailcio y vitamina D
El tratamiento con calcio y vitamina D (VD)
combinados son eficaces para disminuir la
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pérdida 6sea en pacientes usuarios de GC
comparado con el tratamiento exclusivo de
calcio o placebo. Los estudios sefalan un
efecto positivo sobre la DMO (3,2%), pero no
se ha demostrado que se reduzca el riesgo de
fractura en OIC.39 48 50

No existe evidencia sobre la ventaja del
uso de calcitriol o alfacalcidol en vez de la vi-
tamina D,-D,. Todas las guias internacionales
reconocen la necesidad de una adecuada su-
plementacion de calcio y de vitamina D.

El Institute of Medicine (EE.UU.) recomien-
da el uso de calcio en dosis de 1200 a 1500
mg de calcio elemental por dia, preferente-
mente con la dieta; si es necesario, mediante
suplementos. En pacientes tratados con inhi-
bidores de la bomba de protones es preferible
utilizar citrato de calcio.3942:4850

En relacion con las dosis de vitamina
D se recomiendan 800 a 1000 Ul por dia.
Los pacientes deben tener un adecuado
nivel de VD > 30 ng/ml. Para aquellos con
niveles < 30 ng/ml se recomiendan dosis ma-
yores hasta alcanzar los niveles deseados e

indicar las dosis de mantenimiento sugeri-
das_39,42,48,50,51

Drogas antiresortivas
1- Bisfosfonatos (BF)

Todas las guias publicadas recomiendan el
uso de BF como drogas de primera eleccién y
algunas hacen especial mencioén a su uso en
mujeres premenopausicas y el riesgo poten-
cial de trastornos fetales durante el embarazo.

Sin embargo, no hay una evidencia con-
creta de que los tratamientos con BF para
OIC tengan igual respuesta bioldgica que en
la osteoporosis posmenopausica (OPM). La
alta prevalencia de comorbilidades puede
influenciar la eficacia terapéutica, generando
una inadecuada respuesta al tratamiento para
la osteoporosis.

La aprobacién de los farmacos para OIC
se basa en estudios controlados contra pla-
cebo (etidronato, alendronato, y risedronato
vs. placebo) o de no inferioridad con BF (zole-
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dronato vs. risedronato, teriparatida vs. alen-
dronato, teriparatida asociada a estrégenos
vs. estrégenos, teriparatida vs. risedronato)
en dosis y regimenes que han sido eficaces
para disminuir el riesgo de fractura en la OPM.
El objetivo primario de estos estudios en OIC
ha sido el incremento de la DMO, pero no el
riesgo de fractura.*®

Estos datos no son extrapolables a las mu-
jeres premenopausicas, cuyo riesgo de frac-
tura es mucho menor; los datos sobre preven-
cion de fracturas no estan disponibles.*

Existe poca informacién sobre el trata-
miento de OIC en hombres. Dos estudios
proveen datos alentadores sobre el uso de
zoledronato, risedronato y teriparatida en esta
poblacion. 4%

En la mayoria de las investigaciones, la po-
blacién de mujeres posmenopausicas predo-
mina en relacion con la de los hombres y las
mujeres premenopausicas.

Los BF han sido evaluados y se conside-
ran de primera eleccién para la mayoria de
los pacientes. El alendronato, el risedronato y
el zoledronato han sido aprobados por orga-
nismos regulatorios como la Food and Drug
Adminstration (FDA) y por la Administracion
Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tec-
nologia Médica (ANMAT) para el tratamien-
to de OIC, vy el risedronato y el zoledronato
para la prevencion.?5464850 Estas drogas han
demostrado reducir la pérdida ésea en la co-
lumna y la cadera, pero no fueron disefiadas
para evaluar el riesgo de fracturas. Sin embar-
go, en el analisis de subgrupos, se observo
la reduccion del riesgo de fractura vertebral
(alendronato y risedronato).3%48%0 La disminu-
cion de fracturas no vertebrales, entre ellas la
fractura de cadera, no ha sido demostrada. La
mayoria de los estudios de OIC tienen corta
duracién: de 12 a 24 meses.?448% (Tabla 2).

En un estudio post hoc realizado por Roux
y col. se evalué a mujeres premenopausicas
y se demostré que el zoledronato aumento la
DMO en cadera en forma significativa compa-
rado con el risedronato.5?
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Tabla 2. Bisfosfonatos y teriparatida en pacientes con OIC. Efectos sobre la DMO y fracturas incidentes

(Adaptado de Rizzoli y col., ref. 50).
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Droga Autor n Indicacion Duracion Resultado
sexo
Alendronato e Aument6 la DMO en columna'y
Saag 477 Prevencion y ) R
versus 1998 3y tratamiento 12 meses previno la pérdida 6ésea en cadera.
Placebo Tendencia a reducir fracturas.
Aumenté la DMO en columna'y
Alendronato . ., . 4 s
Adachi 208 Prevencién y previno la pérdida 6sea en cadera.
versus . 24 meses Lok .
2001 Ry d tratamiento Redujo incidencia de fracturas
Placebo
vertebrales.
Risedronato Previene la pérdida de la DMO en
Cohen 224 L .
versus 1999 3y Prevencién 12 meses columnay cadera. Tendencia a
Placebo reduccién de incidencia de fractura.
Risedronato . Incrementa la DMO en columna y
Reid 290 . . .
versus 2000 oy 3 Tratamiento 12 meses cadera. Tendencia a reducciéon de
Placebo y incidencia de fractura.
Risedronato Wallach 518 Prevencion y Previene la pérdida de la DMO en
versus 2000 3yo tratamiento 12 meses columnay cadera. Reduccion de
Placebo y incidencia de fractura vertebral.
Aumento de la DMO en columnay
Zoledronato . .
Reid 545 . cadera mayor con zoledronato. Baja
versus Tratamiento 12 meses . _ . .
. 2000 ey d incidencia de fractura en ambos
Risedronato
grupos.
Zoledronato . Aumento de la DMO en columna y
Reid 288 .,
versus 2000 3yo Prevencién 12 meses cadera con zoledronato estable con
Risedronato y risedronato.
Mayor incremento de la DMO en
Zoledronato .
Sambrook . columna con zoledronato. Baja
versus 152 & Tratamiento 12 meses . . .
. 2012 incidencia de fractura en ambos
Risedronato
grupos.
Zoledronato
Sambrook L Aumento de la DMO en columna con
versus 78 & Prevencién 12 meses .
. 2012 zoledronato, estable con risedronato.
Risedronato
. . 428: Aumento de la DMO en columna y
Teriparatida . .
Versus Saag 2779 PM Tratamiento 18 meses cadera mayor con teriparatida.
2007 689 PreM Reduccién de incidencia de fractura
Alendronato ) .
834 con teriparatida.
Teriparatida 377 Aumento de la DMO en todos los
P Langdahl 2279 PM . .
versus Tratamiento 18 meses grupos de pacientes en columna
2012 67 Q preM
Alendronato lumbar.
833
Aumento de la DMO en columna
Teriparatida mayor con teriparatida, y en cadera
Gluer . . .
versus 2013 92 & Tratamiento 18 meses aumento solo con teriparatida.

Risedronato

Tendencia a reducir la incidencia de
fractura con teriparatida.

* os estudios incluyeron a mujeres premenopadusicas (9 PreM), posmenopausicas (?PM) y hombres (3).
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De acuerdo con los diferentes estudios pu-
blicados sobre los BF se concluye:

¢ El tratamiento con alendronato aumen-
ta la DMO en la columna y en el trocanter y
mantiene la DMO en el cuello femoral. En un
estudio de extensién reduce las fracturas ver-
tebrales. La dosis recomendada es de 10 mg/
dia o 70 mg semanales por via oral para las
mujeres posmenopausicas y para los hombres
> 50 afios con osteoporosis. Se recomienda
una dosis de 35 mg/semanales por via oral en
las mujeres premenopausicas.?539:48:50

¢ El uso de risedronato aumenta la DMO
y reduce el riesgo de fractura. La dosis reco-
mendada para la prevencion o el tratamiento
es de 5 mg diarios 0 35 mg semanales por via
0ra|.24’39’48’50

¢ El zoledronato fue mas eficaz en el in-
cremento de la DMO comparado con otros
BF. No hubo diferencias al evaluar ambas
drogas en la disminucién del riesgo de frac-
tura. La dosis recomendada de zoledrona-
to para la prevencion o el tratamiento es de
5 mg anuales intravenosos en personas con
adecuada funcion renal (filtrado glomerular
> 35 ml/min).24.39.48,50

Existen otras drogas que no han sido apro-
badas por los organismos regulatorios para la
OIC, pero han sido reportadas como eficaces,
por ejemplo el ibandronato y el pamidronato,
que en diversos estudios clinicos han mostra-
do eficacia en el mantenimiento de la DMO.48%

2- Denosumab

Esta droga antiresortiva es un anticuerpo
monoclonal contra RANKL que todavia no ha
sido aprobado para la OIC. En un estudio de
fase Il en pacientes con artritis reumatoidea
tratados con denosumab se observo el in-
cremento de la DMO de la columna y de la
cadera.®® La sociedad ASBMR sugiere que
esta droga es una opcion en el tratamiento
de mujeres premenopausicas que planifican
embarazo en razén de su vida media corta.
Se sugiere evitar el embarazo intratratamien-
to, pues los efectos fetales son muy deleté-

Messina OD y col: Guias de osteoporosis
inducida por glucocorticoides

reos.*6 Faltan aun estudios para validar este
tratamiento.

Drogas anabdlicas

La unica droga anabdlica aprobada para
la OIC es la teriparatida (FDA y ANMAT). Su
eficacia es mayor en relacién con los BF en
cuanto al aumento de la DMO.

La teriparatida produce efectos esqueléti-
cos anabdlicos y logra incrementar en forma
mas eficaz los valores de la DMO de la colum-
nay de la cadera, comparada con el alendro-
nato. No se ha demostrado la reduccién de
fracturas; sin embargo, en un subanalisis hay
cierta evidencia radiolégica de reduccion de
nuevas fracturas.*

La dosis indicada es de 20 pg diarios sub-
cutaneos, con una duracion maxima de 24
meses. Esta contraindicada en adultos jove-
nes con epifisis abiertas o en pacientes que
han recibido radiacién o tengan una patologia
neoplasica.38:3942.44

Luego de esta revision se puede conside-
rar que tanto las drogas antirresortivas como
las anabdlicas carecen de evidencia sobre su
eficacia en la reduccién del riesgo de fractu-
ra, porque los trabajos no han sido disefiados
para tal fin y mostraron una tendencia a la re-
duccién de incidencia de fracturas, probable-
mente por la corta duracion de los estudios y
el bajo nimero de pacientes analizados.

Tratamiento no farmacolégico

La vertebroplastia percutanea es un mé-
todo invasivo pero es una opcién que mejora
el dolor y la movilidad. Esta intervencién tiene
como complicacién nuevas fracturas, en vér-
tebras cercanas a la cementada, por lo que en
OIC se recomienda precaucién y valoracion
de riesgo/beneficio para cada paciente.*

Guias internacionales

Varias sociedades de diferentes paises han
realizado recomendaciones para el manejo de la
OIC, de las cuales consideraremos las propues-
tas de la ACR, ASBMR y IOF-ECTS (Tabla 3).
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Tabla 3. Guia para el tratamiento de la osteoporosis inducida por corticoides segun sociedades cientificas

internacionales (Modificado de Rizzoli y col., ref. 50).

Sociedades  Afio Pacientes Intervencién Intervencion:
GC/tiempo fracturas, DMO, FRAX
QPMy & > 50 afios > 7,5 mg/dia > 3 meses FRAX
QPreM sin embarazo > 5 mg/dia > 3 meses Fractura
ACR 2010 potencial y & < 50 afos
PreM con embarazo > 7,5 mg/dia > 3 meses
9
potencial
PMy & > 50 afios , FRAX
ASBMR 2011 ? y <75 mg/dlla > 3 meses Z-score < -2.0
OPreM y & <50 afios 7,5 mg/dia > 3 meses Fracturas prevalentes
QPMy & > 50 afios > 7,5 mg/dia 0 > 70 afios Er{a}_(:stg:raepgr_:rgg(l)lldad
IOF/ ECTS 2012 ) .
QPreM y 3 > 50 afios GC por mas de 3 meses FRAX ajustado por dosis
Fractura por fragilidad
Fractura por fragilidad o
T-score <-2.50
National T-score entre -1y -2.5
Osteoporosis 2014 QPMy & > 50 afios + FRAX > 20% para
Foundation fracturas mayores

o0 > 3 % para fractura de
cadera

En general todas las entidades estan de
acuerdo sobre las modificaciones del estilo de
vida, la implementacién de menor exposicion
de GC y durante el menor tiempo posible y la
suplementacion de calcio y vitamina D.

Una consideraciéon especial merecen las
mujeres premenopausicas y los hombres < 50
afios ya que existen datos limitados. El ries-
go de fractura en esta etapa de la vida es
mas bajo, pero el relacionado con los GC
es aun desconocido. La ASBMR recomien-
da usar la medicion de la DMO y la interven-
cion terapéutica cuando el Z-score es < -2,
o si existe una disminucidn significativa de
esta. Los expertos de la ASBMR y de la
ACR, IOF-ECTS coinciden en iniciar un tra-
tamiento para OIC cuando hay fracturas por

fragilidad. Las guias de estas sociedades
sugieren tener precaucion con el uso de far-
macos “osteoactivos” en mujeres en edad
fértil.

La ACR recomienda prescribir BF en muje-
res jovenes con fracturas por fragilidad, mien-
tras que la ASBMR sugiere usar teriparatida
como alternativa en mujeres con posibilidad
de futuro embarazo para evitar el posible
efecto toxico de los BF acumulados en el es-
queleto.*42

Los pacientes jovenes tratados con GC sin
fractura constituyen un tema de debate. Las
sociedades cientificas coinciden en que hay
una evidencia limitada y debe prevalecer el
juicio clinico del médico para la indicacion de
tratamiento.
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La poblacién que requiere GC recibe mu-
chos farmacos, por lo cual la indicacién mé-
dica de la terapia protectora 6sea frecuente-
mente es poco considerada. Por otra parte la
adherencia del paciente en ese contexto suele
estar disminuida.

Existen controversias sobre la duracion del
tratamiento para OIC; teniendo en cuenta que
el riesgo de fractura disminuye al suspender
el GC, algunas guias sugieren finalizar el trata-
miento con farmacos osteoactivos si la DMO
del paciente es normal y no tiene riesgo de
fractura.*®

Hay situaciones que no estan contempla-
das dentro de las diferentes guias internacio-
nales, tales como los pulsos intravenosos de
GC o las dosis elevadas diarias durante el pri-
mer mes de tratamiento. En esas situaciones,
la valoracion y el juicio clinico del médico tra-
tante decidiran la intervencion y el proceder a
largo plazo.

Recomendaciones para el tratamiento de
la OIC del GE-OIC-SAO

Luego de valorar las diferentes evidencias
sobre tratamientos y las guias de las socieda-
des cientificas, recomendamos los siguientes
criterios de intervencion:

A- En todos los pacientes que inicien o
reciban tratamiento con GC en dosis > 5 mg
diarios durante 3 meses o mas tiempo, consi-
derar la evaluacion mediante historia clinica,
nutricional, analisis bioquimicos, densitome-
tria 6sea y FRAX, como se establecié en pa-
ginas previas.

B- Siempre que se indique tratamiento con
GC, evaluar la dosis, el tipo de GC y la via de
administracion.

C- Se debe considerar sexo y edad de los
pacientes: mujeres premenopausicas (proba-
bilidad de embarazo) o posmenopausicas, y
varones jovenes o adultos mayores (edad ma-
yor o menor de 50 afos).

En todos los pacientes que comienzan o
contindan con terapia con GC debemos con-
siderar:

Messina OD y col: Guias de osteoporosis
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Medidas generales

e  Usar la menor dosis posible de GC.

e Indicar farmacos que permitan dis-
minuir la dosis de GC de acuerdo con la pa-
tologia de base.

. Evaluar el riesgo de caidas, especial-
mente en los pacientes mayores.

e  Modificar los estilos de vida con una
dieta balanceada; evitar el tabaco, el abuso
de alcohol; tener una buena ingesta de calcio
y de vitamina D, y seguir una dieta hiposodi-
ca.

. Indicar actividad fisica tal como ejer-
cicios de carga, ejercicios en agua, fortale-
cimiento muscular, ejercicios aerdbicos de
bajo impacto.3°4649

Se recomienda indicar calcio y vitamina D
en las siguientes dosis:

e  (Calcio: 1000 a 1200 mg/diarios por
dieta o suplemento.

e Vitamina D: 800 a 1000 Ul diarias si
los valores de 25(0OH) vitamina D son supe-
riores a los 30 ng/ml. Indicar dosis superiores
hasta lograr niveles satisfactorios con valo-
res descendidos de 25(0OH) vitamina D.

Tratamiento farmacolégico

El GE-OIC-SAO considera conveniente
intervenir, en consonancia con otras socieda-
des, distinguiendo segun sexo y edad y esta-
tus vital (premenopausia 0 posmenopausia) y
propone:

Recomendacion 1

Todos los pacientes que presenten frac-
turas vertebrales deberan recibir tratamiento
con drogas “osteoactivas” para evitar nuevas
fracturas desde el comienzo de uso de los
GC, independientemente de la dosis recibida,
la edad, el sexo y el valor de DMO.

Recomendacion 2

Mujeres posmenopausicas y varones > 50
anos tratados con GC prednisona o sus
equivalentes por via oral mas de 3 meses
(Tabla 4).
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En aquellos pacientes tratados con GC
< 5 mg diarios con un valor de T-score por
DXA < o > -1,5 y con un riesgo absoluto de
fractura bajo medido por FRAX, se indicara
tratamiento con calcio y vitamina D.

¢ Si el valor de FRAX es de mediano ries-
go, se adicionara un BF: alendronato o rise-
dronato. Se aconseja también utilizar también
zoledronato con FRAX de alto riesgo.

e El criterio de dosis de prednisona (= 5
mg/dia) prevalecera en la indicacién sobre los
umbrales determinados por la DMO vy el ries-
go de fractura calculado por FRAX. Se consi-
dera indicar tratamiento si:

Messina OD y col: Guias de osteoporosis
inducida por glucocorticoides

-T-score > -1,5 con un FRAX de mediano
riesgo absoluto de fracturas: agregar alen-
dronato o risedronato.

-T-score > -1,5 con FRAX que indica alto
riesgo absoluto de fracturas: idem anterior, o
zoledronato o teriparatida.

- T-score < -1,5 con bajo y mediano riesgo
por FRAX: se usara alendronato o risedrona-
to aun con FRAX de bajo riesgo absoluto. Si
se observa FRAX con un riesgo moderado o
alto, indicar zoledronato o teriparatida.

* Fracturas vertebrales o no vertebrales
con cualquier dosis de GC: indicar BF orales
o intravenosos o teriparatida (Tabla 4).

Tabla 4. Indicaciones de tratamiento en pacientes

GE-OIC-SAO.

posmenopausicas y hombres > 50 afos, segun

Dosis de prednisona FRAX* FRAX* FRAX*
o equivalentes Riesgo Riesgo Riesgo
DMO (T-score) bajo mediano alto
GC < 5 mg/dia
+ de 3 meses Calcioy VD
Calcioy VD Alendronato
T-score > -1,5 Calcioy VD Alendronato Risedronato
Risedronato Zoledronato
Alendronato
T-score <-1,5 Calcioy VD Alendronato Risedronato
Risedronato Zoledronato
GC > 5 mg/dia
+ de 3 meses Calcioy VD
Calcioy VD Calcioy VD Alendronato
T-score > -1,5 Alendronato Alendronato Risedronato

T-score < -1,5

Fracturas vertebrales y
no vertebrales

con cualquier dosis de
GC

Risedronato

Calcioy VD
Alendronato
Risedronato

Calcioy VD
Zoledronato
Teriparatida
Alendronato
Risedronato

Risedronato

Calcioy VD
Alendronato
Risedronato
Zoledronato

Calcioy VD
Zoledronato
Teriparatida
Alendronato
Risedronato

Zoledronato
Teriparatida

Calcioy VD
Alendronato
Risedronato
Zoledronato
Teriparatida

Calcioy VD
Zoledronato
Teriparatida
Alendronato
Risedronato

* FRAX: riesgo absoluto de fractura a 10 afios.
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Mujeres premenopausicas y varones < de
50 anos tratados con GC prednisona o sus
equivalentes por via oral mas de 3 meses
(Tabla 5).

En estos pacientes el tratamiento es indivi-
dualizado; se debe considerar la presencia o
ausencia de fracturas y el deseo de embarazo.

¢ Enlos pacientes con dosis <5 mg diarios
con un Z-score en la DXA de columna lumbar
y/o fémur proximal > -2 sin riesgo de fractura
con deseo de embarazo, asegurar aporte de
calcio y vitamina D asi como mantener niveles
de 250H vitamina D superiores a 30 ng/ml.

¢ Enlos pacientes con dosis <5 mg diarios

Messina OD y col: Guias de osteoporosis
inducida por glucocorticoides

con un Z-score en la DXA de columna lumbar
y/o fémur proximal < -2 con riesgo de fractu-
ra sin deseo de embarazo, asegurar aporte de
calcio y vitamina D, mantener niveles de 250H
vitamina D superiores a 30 ng/ml y adicionar
BF o teriparatida. Y si tiene posibilidades po-
tenciales de embarazo, considerar también te-
riparatida.

* En los pacientes que reciben dosis > 5
mg diarios con un Z-score en la DXA de co-
lumna lumbar y/o fémur proximal > -2 o con
descenso de la DMO sin riesgo de fractura pre-
valentes y sin potencial de embarazo, asegu-
rar el aporte de calcio y vitamina D necesario

Tabla 5. Indicaciones de tratamiento en pacientes premenopausicas y hombres < 50 afios, segun GE-

OIC-SAQ.

Todos los pacientes recibiran calcio y vitamina D.

Dosis prednisona o equivalentes
DMO Z-score

Sin fractura

Con fractura

GC < 5 mg/dia

+ de 3 meses en ¢

con potencial de embarazo
Z-score > -2

GC < 5 mg/dia
+ de 3meses en ¢
sin potencial de embarazo

Evidencia limitada
Criterio clinico

Evidencia limitada
Criterio clinico

Alendronato
Risedronato
Zoledronato
Teriparatida

Alendronato
Risedronato
Zoledronato

y & < 50 afos . .
Z-score > -2 Teriparatida
GC > 5 mg/dia Alendronato

+ de 3 meses en ¢
con potencial de embarazo
Z-score < -2 o descenso de DMO

GC > 5 mg/dia

+ de 3meses en ¢

sin potencial de embarazo

y & < 50 afos

Z-score < -2 0 descenso de DMO

Alendronato
Risedronato

Alendronato
Risedronato
Teriparatida

Risedronato
Zoledronato
Teriparatida

Alendronato
Risedronato
Zoledronato
Teriparatida
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para mantener niveles de 25(0OH) vitamina D
superiores a 30 ng/ml. Considerar el uso de BF
(alendronato, risedronato).

e Envaronesy mujeres premenopausicas
con fracturas por fragilidad inducida por GC,
independientemente del grado de DMO, con-
siderar BF orales o zoledronato y, si existe el
deseo de embarazo, considerar el uso de teri-
paratida.

e E|I GE-OIC-SAO considera que aun no
existe suficiente evidencia para recomendar el
uso de denosumab.

Recomendacion 3

Situaciones especiales: tratamiento de la
OIC asociada a pulsos intravenosos de GC
o con dosis orales de GC prescriptas du-
rante un tiempo inferior a 3 meses.

Estas situaciones son una preocupacion
reflejada en las guias de algunas sociedades
cientificas. Indicar una recomendacion resulta
dificil, ya que la evidencia es pobre; por lo tan-
to, el tratamiento de estos pacientes queda a
criterio del médico tratante.

Sin embargo, el GE-OIC-SAO sugiere es-
tas medidas de orientacién:

1- Aporte de calcio y vitamina D en las do-
sis indicadas anteriormente.

2- Iniciar un tratamiento con BF oral o in-
travenoso o en casos muy especiales, con-
siderar también teriparatida sin esperar los 3
meses, porque la alteracién de la microarqui-
tectura 6sea es anterior a la disminucion de
la densidad 6sea, especialmente en la pobla-
cién mayor de 50 afos.

Messina OD y col: Guias de osteoporosis
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Conclusiones finales

El GE-OIC-SAO alerta sobre la importancia
de iniciar en forma rapida el tratamiento pre-
ventivo de la osteoporosis inducida por gluco-
corticoides para mantener la integridad ésea
y una buena calidad de vida de pacientes con
otras patologias. Propone una guia de inter-
vencioén considerando dosis de GC, duracion
del tratamiento, edad, sexo y estado vital del
paciente. Sugiere no demorar la indicacién de
un farmaco “osteoactivo” porque el deterioro
en la arquitectura ésea que producen los GC
es solo parcialmente reversible.

En este articulo se vierten ideas que guian
a los profesionales en las tomas de decisio-
nes. Sin embargo, estas no superan el criterio
que el médico se forma ante cada paciente.
Los profesionales de la Sociedad Argentina
de Osteoporosis que consensuaron y redac-
taron esta Guia dan recomendaciones que
quedan a discrecién y bajo la responsabilidad
del médico tratante en su aplicacién.
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Abstract

Coronary heart disease, a leading cause
of death in western societies, is caused by
the presence of atherosclerotic plaques in the
coronary arteries. Calcification is a frequent
complication of atherosclerotic plaques, and
often acontributing factorto their instability and
rupture. Endothelial cells, smooth muscle cells
and plaque macrophages, all contribute to the
calcification process, which is reminiscent of
that underlying bone formation. In particular,
the role of macrophages in calcification has
long been recognized, but whether or not
distinct macrophage subsets -v.g., M1 or
inflammatory, and M2 or anti-inflammatory-
have specific functions in osteogenic signaling
within the context of plaque calcification
remains poorly understood. Over the past few
years, accumulated evidence has revealed
novel roles of non-coding micro-RNAs (miRs)
in atherorelevant functions of macrophages
and in mechanisms linked to macrophage
divergence into different subtypes. In this
article we discuss some salient findings on
potential roles of miRs in vascular calcification,

with focus on those miRs that have also been
associated to macrophage differentiation, and
speculate on their potential relation to M1 and
M2 macrophages in the context of calcification
of atherosclerotic plaques.

Key words: atherosclerosis; vascular
calcification; macrophage diversity;
coding micro-RNAs

non-

Resumen
CALCIFICACION VASCULAR EN ATEROS-
CLEROSIS: POSIBLES FUNCIONES DE
MACROFAGOS Y MICRO-ARNs NO CODI-
FICANTES

La enfermedad cardiaca coronaria, princi-
pal causa de muerte en occidente, es causa-
da por la presencia de placas ateroscleroticas
en las arterias coronarias. La presencia de de-
positos de calcificacién es una complicacion
frecuente de la placa, y puede contribuir a la
inestabilidad y ruptura de la misma. El pro-
ceso de calcificacion de la placa es similar al
que ocurre en hueso, y contribuyen al mismo,
mecanismos dependientes de células endote-
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liales, células musculares lisas y macréfagos,
células que estan presentes en todas las eta-
pas de desarrollo de la placa aterosclerotica.
El rol de los macrofagos en la calcificacion de
la placa se conoce desde hace tiempo, pero
la contribucién de los distintos tipos de ma-
créfagos —por ejemplo, M1 o tipo inflamatorio,
y M2 o tipo anti-inflamatorio- a mecanismos
de sefalizacién osteogénica en dicho con-
texto aun no se conoce. Recientemente va-
rios trabajos experimentales han revelado la
existencia de nuevos roles de micro-ARNs no
codificantes (miRs) en varias funciones de los
macréfagos que son de relevancia en el pro-
ceso aterogénico, como asi también en me-
canismos relacionados a la diferenciacion de
macréfagos en subtipos especificos. En este
articulo discutimos algunos de los hallazgos
mas importantes sobre posibles nuevos roles
de miRs en calcificaciéon vascular, poniendo
énfasis en aquellos miRs que han sido también
asociados a la diferenciacién de macrofagos,
y especulamos acerca de su posible relacion
con macrofagos M1y M2 en el contexto de la
calcificacion de la placa aterosclerética.
Palabras clave: aterosclerosis; calcificacion
vascular; subtipos de macréfagos; micro-
ARNSs no codificantes.

1.  Coronary disease and
atherosclerosis.

Coronary heart disease (CHD) is the number
one cause of death in the United States and
other western societies.” The major cause
of CHD is atherosclerosis, a chronic arterial
disease that has a dominant inflammatory
component.2® The clinical expression of
CHD includes chest pain —angina pectoris-,
myocardial infarction and/or thromboembolic
events, all of which are directly related to the
molecular and cellular characteristics of the
atherosclerotic plaque. For instance, plaques
that cause critical arterial stenosis underlie

ischemic manifestations, whereas rupture

artery

of unstable, vulnerable plaques usually
derives in acute thromboembolic events.*®
One of the reasons why CHD has such a
high impact on morbidity and mortality rates
is because atherosclerosis is also the most
frequent vascular complication of a number
of metabolic disturbances, such as obesity,
metabolic syndrome, diabetes and non-
alcoholic fatty liver disease.®

Atherogenesis, the process that mediates
plaque formation and growth, implies an
intricate interaction between arterial resident
cells, such as smooth muscle cells, endothelial
cells and monocyte-derived macrophages,
and a myriad of cytokines and inflammatory
mediators that lodge in the plaque.”
Desirable goals in the clinical management
of atherosclerosis include minimizing plaque
formation —in at risk individuals- or, in patients
with established atherosclerosis, the reduction
of plaque progression, improving the stability
of potentially vulnerable plaques, and/or
stimulating plaque regression. Calcification
is a frequent complication of advanced
atherosclerotic plaques, and depending on
its extent and distribution within the lesion,
it generally contributes to plaque instability
and rupture.®® Whereas existing therapies
- v.g., aggressive lipid lowering with statins-
are somewhat successful in promoting
plaque regression or preventing plaque
development in individuals at risk, specific
strategies to improve plaque stability by, for
instance, reducing plaque calcification, are
non-existent. In recent years, experimental
evidence has revealed important functions
of non-coding micro-RNAs (miRs) in different
aspects of atherosclerosis, such as the
regulation of components of the reverse
cholesterol transport system,’®'" modulation
of macrophage differentiation (reviewed by
us in'®) and vascular calcification. In this
article we discuss some of the salient findings
regarding miRs and vascular calcification,
with focus on those miRs that have also been
linked to processes mediating macrophage

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 12 - N° 2 - 2016

127



Dube & Vazquez: Calcificacion vascular en aterosclerosis

differentiation (see for instance '), and
speculate on their potential relevance to the
functions of M1 or inflammatory, and M2 or
anti-inflammatory macrophage subsets in
the context of calcification of atherosclerotic
plaques.

2. Calcification in atherosclerotic plaques.

Calcification is a frequent complication
of advanced atherosclerotic plaques, and
depending on its extent -ie., micro or
nodular calcification- and how it is distributed
within the anatomy of the plaque —i.e., cap
shoulders, cap itself, necrotic area- it may
represent a contributing factor to plaque
instability and rupture. 48 The mechanisms
that underlie vascular calcification are
to a great extent reminiscent of those
mediating bone formation, and calcified
tissue found in atherosclerotic plaques is
indeed indistinguishable, from a histological
perspective, from bone. Bone related
proteins such as Runt-related transcription
factor-2 (Runx2), bone morphogenetic
protein 2 (BMP2), osteoprotegerin, matrix
gla protein, osteopontin, among others,
are present in calcified plaques, and they
fulfil most of the functions they would in
a bone microenvironment.’® For example,
BMP2, which belongs to the family of bone
morphogentic proteins (BMPs), a group of
polypeptides in the transforming growth
factor (TGF)-p superfamily, is a strong inducer
of the differentiation of pre-osteoblasts into
osteoblasts, mostly through activation of
transcriptional factors required for bone
formation.™ One of these factors, Runx-2, is
a master regulator of osteoblast differentiation
and strongly activated downstream of BMP2
signaling. This mechanism is critical for BMP2
to induce endochondral bone formation in
extra skeletal sites in vivo.'™ These processes
also take place in the plaque environment, but
the exact source of BMP2 is not fully defined
and may include more than one cell type.

A key characteristic of vascular calcification

in atherosclerosis is its predominantly
intimal location, which distinguishes plaque
calcification from that occurring in other
chronic pathologies with an inflammatory
vascular component —i.e., chronic kidney
disease- in which calcification is mostly found
in the tunica media and is mainly subsequent
to passive mineral deposition. At the cellular
level plaque calcification involves an intricate
interplay between endothelial cells, smooth
muscle cells, and immune cells recruited
to the vessel wall from circulation, most
notably monocyte-derived macrophages.'-'®
Indeed, whereas vascular smooth muscle
cells have been traditionally envisaged as
the culprit of the osteogenic program behind
vessel calcification, current evidence also
supports key roles of endothelial cells and
macrophages in this process.'®® A prominent
mechanism by which macrophages induce
calcification is by contributing to activation of
the osteogenic program in vascular smooth
muscle cells, specifically through the release
of cytokines such as tumor necrosis factor-o
(TNFo) or IL-6.""'8 Macrophages can also de-
differentiate into osteoclast-like cells which
then contribute to the osteogenic process in
the vessel by resorbing calcified mineral."”
An additional mechanism may depend on the
balance between accumulation of apoptotic
macrophages and their clearance from the
plaque through efferocytosis, a process
key in the modulation of cellularity of early
lesions and necrosis in advanced plaques.'®-?!
Apoptotic bodies have an important nucleation
capacity for the passive deposition of calcified
mineral, and thus it is possible that, at least in
the advanced lesion setting, the contribution
of dying macrophages to the growth of the
necrotic core through secondary necrosis
may add to biomineralization of the matrix
in the plaque (see Figure 1 for a summary of
potential macrophage-related calcification
mechanisms).

Despite the role of plaque macrophages
in calcification being well-recognized, the
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macrophage population in the plaque setting
is diverse, and current knowledge on the
specific roles of macrophage subsets in
osteogenic signaling within the context
of vascular calcification is poor. This is
particularly important in the context of
calcification of atherosclerotic plaques,
as the M1 or inflammatory, or classically
activated, and the M2 or anti-inflammatory,

development.'>?2 The potential impact of
macrophage diversity in mechanisms of
plaque calcification, and for that matter,
in most atherorelevant processes, is often
ignored. Acknowledging this is of importance,
as it may lead to definitions in the development
of alternative therapeutic strategies in the
clinical management of atherosclerosis and
other vascular diseases with an inflammatory

or alternatively activated macrophage types nature.

are dominant throughout all stages of plaque

Endothelium Endothelium Endothelium

Bimineralization

nuclei \
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Secondary necrosis

T

Cells with
osteoprogenibor
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Figure 1. This figure summarizes some of the mechanisms by which macrophages (M¢) likely contribute
to calcification of the atherosclerotic plaque. Under the influence of local cytokines and growth factors,
macrophages can trans-differentiate into cells with osteoprogenitor potential (myeloid calcifying cells)
or osteoclasts, which are key to the osteogenic process. Macrophages can also secrete osteoinductive
factors (TNFa, IL-6) which may act on the vascular smooth muscle cell to induce an osteogenic program.
Studies from the authors’ laboratory suggest that bone morphogenetic protein-2 (BMP2) is constitutively
produced by macrophages, which may represent an alternative pro-osteogenic mechanism in the plaque
setting. In advanced atherosclerotic plaques, deficient clearance of apoptotic macrophages leads to
secondary necrosis; necrotic debris can then serve as nuclei of biomineralization. Finally, some miRs that
have been associated to regulation of osteogenic processes have also been identified in polarized M1
or M2 macrophages (indicated in parentheses; see text for details). The potential of these macrophage-
derived miRs to stimulate (+) or inhibit (-) plague calcification is yet to be demonstrated in animal models.
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3. Macrophage diversity in the atheroscle-
rotic plaque.

It is well documented that macrophage
subsets exist in atherosclerotic plaques of
humans and animal models, predominantly
the M1 and the M2 types.???" In vitro, the
differentiation of naive macrophages —usually
bone marrow-derived- into the M1 or M2 types
can bereadily achieved by exposing the cells to,
respectively, interferon-y (IFN-y) or interleukins
4 or 13 (IL4, IL13).2428 However, considering
the myriad of stimuli to which macrophages
are exposed in the plaque environment, this
is a simplistic approach in a very controlled
in vitro setting. This is why definitive evidence
for the existence of fully divergent phenotypes
in atherosclerotic plaques is still lacking. In
this context, the growing number of studies
applying deep transcriptomic analysis to
plaque macrophages isolated from lesions by
laser capture microdissection (LCM) is rapidly
advancing our knowledge of the phenotypic
signatures of plaque macrophages and how
these compare to those observed in vitro.?%3°

In atherosclerosis the relative abundance
of M1 and M2 macrophages tends to increase
as the disease progresses, although these
two types co-exist throughout all stages of
the disease and is likely that intermediate
phenotypes are also present.?*?” Whether
the relative abundance of M1 and M2
macrophages in different stages of plaque
development correlate with the extent
and nature —i.e., active vs. passive mineral
deposition- of plaque calcification remains to
be investigated. In this context, the application
of RNA-seq analysis to interrogate the whole
transcriptome of polarized macrophages
should lead to identification of specific
signatures of M1 and M2 macrophages, helping
to shape and understand transcriptome
pathways and potential molecular players with
specific functions in vascular calcification.
Although from a more canonical biochemical/
cell biology approach, recent efforts started
to shed light on potential functions of M1 or

M2 macrophages in processes of relevance
to vascular calcification. For example,
evidence on potentially divergent roles
of polarized macrophages in osteogenic
signaling was recently provided by a study
aimed at examining whether M1 and
M2 macrophages differ in their ability to
regulate the osteoblastic differentiation of
mesenchymal stem cells in vitro.®" Although
a stronger osteogenic effect was observed
for M2 macrophages compared to M1 cells,
the authors attributed this effect to the
pro-regenerative cytokines tumor growth
factor-fp and vascular endothelial growth
factor produced by M2 macrophages,®
with, surprisingly, no consideration given to
macrophage-derived bone morphogenetic
proteins. In vitro studies from our laboratory
suggest that a mechanism exists in M1, but
not M2 macrophages by which constitutive
secretion of BMP2 drives an autocrine action
that maintains the activation of a BMP2
receptor/SMAD1/5 signaling axis, which in
turn accounts for constitutive expression of
both BMP2 and Runx-2 (Dube and Vazquez,
unpublished observations). Whereas the ability
of macrophages from human and murine
origin to produce BMP2 has been known for
quite some time,*? their ability to stimulate
the osteogenic program in vascular smooth
muscle cells has been attributed to the release
of TNFa and IL6 by plague macrophages.'®!
Thus, on a speculative basis, constitutive
BMP2 secretion by M1 macrophages may
represent a novel osteogenic mechanism in
the plaque setting. All these findings await
validation in animal models of atherosclerosis.

4. Micro-RNAs, macrophage subsets and
plaque calcification.

MicroRNAs (miRs) constitute a large family
of small non-coding RNA molecules (~22
nucleotides) that can regulate gene expression
at the post-transcriptional level by binding to
the 3’-untranslated region (3’'UTR) of target
mRNAs, which results in repression of the
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expression of that particular mRNA.% There is
an impressive amount of evidence in support
of functions of miRs in different molecular and
cellular processes of atherosclerosis, with
their roles in the regulation of components of
the reverse cholesterol transport system in
macrophages being one of the most studied
thus far.’011343% Recent studies also highlight
observations on potential roles of miRs in
vascular calcification, mostly focusing on their
impact on the osteogenic capacity of smooth
muscle cells. Below, we discuss some salient
findings on miRs and vascular calcification and
their potential relation to specific macrophage
subsets in the context of calcification in the
setting of atherosclerosis (and see Figure 1).
The focus is on those miRs that have also
been associated to processes that mediate
macrophage differentiation into the M1 or
M2 phenotypes. The rationale behind this
selection lies on the fact that macrophages
can secrete miRs packaged into exosomes
—membranous nanovesicles-, which then act
in a paracrine manner on neighbor cells®-%,
We thus speculate that in the plaque setting
macrophage-derived miRs with recognized
roles in mechanisms of vascular smooth
muscle cell calcification, may act in a paracrine
manner on plaque smooth muscle cells to
influence their osteogenic program.

Mir-125b has been known to be involved
in osteoblastic differentiation, but its specific
effect on vascular calcification has been
unclear. Goetssch et al.®® examined the effects
of miR-125b in osteogenic transformation of
vascular smooth muscle cells from human
coronary artery, and found that expression
of miR-125b was reduced when these cells
were exposed to osteogenic medium.®
Notably, expression of miR-125b was
inversely correlated with mineralized matrix
deposition, in agreement with the observation
that suppressing endogenous miR-125b
promoted osteogenic transdifferentiation.
This effect occurred mostly at the expense of
upregulation of the osteoblast transcription

factor SP7 (osterix), a target of miR-125b. Of
importance, calcified atherosclerotic plaques
in apolipoprotein e knockout (apoeko) mice
had reduced levels of miR-125b compared to
non-calcified lesions, in line with a negative
regulation of calcification processes by miR-
125b.%° In line with these findings, a miR-
125b/Ets1 axis has recently been linked
to regulation of transdifferentiation and
calcification of vascular smooth muscle cells in
high-phosphate medium.*® Overexpression of
miR-125b inhibited, while its downregulation
promoted the phenotypic transition of smooth
muscle cells and calcification, through
a mechanism that involved miR-125b-
dependent repression of Ets1.40

The close relative of miR-125b, miR-125a,
has been associated to regulation of
osteoclastogenesis. The differentiation
of CD14* peripheral blood mononuclear
cells induced by macrophage colony
stimulating factor and receptor activator
of nuclear factor kappa B ligand (RANKL),
was shown to be markedly reduced or
promoted by, respectively, overexpression
or downregulation of miR-125a, through a
mechanism that involved miR-126a-mediated
targeting of TNF receptor-associated factor 6
(TRAFB), which acts as a signaling element in
the RANKL/RANK/NFATc1 pathway.*

Interestingly, microarray analysis of
miR profiles in bone marrow-derived
macrophages from Balb/c mice showed that
expression of miR-125b-5p is significantly
higher in M2 compared to M1 macrophages.*?
In addition, studies in bone marrow-derived
macrophages from C57BL/6 mice showed
that stimulation of Toll-like receptors (TLR)
2 and 4 favors expression of miR-125a-
5p, whereas miR-125b-5p, which has the
same seed sequence as miR-125a-5p, was
downregulated.*® This and the studies above
illustrate the fact that sequence context
outside the seed region can also affect miR
expression and their binding to targets.
Macrophages overexpressing miR-125a-5p
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differentiate readily to the M2 phenotype,
whereas knockdown of miR-125a-5p
promotes M1 differentiation.*® In the plaque
setting macrophages are exposed to a variety
of stimuli that induce endoplasmic reticulum
(ER) stress, and both TLR2 and TLR4 are
key within the signaling associated to the
ER stress response in macrophages.* It is
tempting to speculate that under regressive
plaque conditions, where M2 macrophage
abundance increases, release of upregulated
miR125a to the environment may favor
calcification regression by interfering with
osteoclastogenic mechanisms.

Eigsti et al.*® who found that during the
transition monocyte-to-macrophage, IL4 -an
M2 inducer— promoted the expression of
miR-222. Recent miR-microarray analysis
in smooth muscle cells revealed that after
an extended period of time in culture the
expression of miR-222 and its close relative
miR-221 are downregulated, and this was
positively correlated with lack of an osteogenic
phenotype.*® However, transfection of smooth
muscle cells with miR-221/miR-222 mimics
resulted in increased calcium deposition, and
this was associated to changes in activity
of the ectonucleotide phosphodiesterase 1
(Enpp1) and Pit-1 expression. The conclusion
was made that these miRs modulate smooth
muscle cell-mediated calcification by promo-
ting cellular inorganic phosphate and pyro-
phosphate levels.*

MiR-223, a critical factor in osteoclasto-
genesis, is markedly upregulated in vascular
smooth muscle cells exposed to high phos-
phate environment and in aortic plaques from
apoeko mice with vascular calcification.*” In-
terestingly, miR-223 is highly specific of IL4-
induced M2 macrophages, and has indeed
been shown to be transferred by microvesicles
into naive macrophages to promote M2-like
differentiation.®” It remains to be determined
if such paracrine mechanism also operates in
the plaque setting and whether macrophage-
derived miR-223 can be transferred to vascu-

lar smooth muscle cells to induce the osteo-
genic program.

Expression of miR-204 has been found
to be negatively correlated with osteoblastic
differentiation of mouse aortic vascular smooth
muscle cells.® Whereas high phosphate
environment suppressed miR-204 expression,
overexpression of miR-204 decreased Runx-2
levels and alleviated high-phosphate induced
calcification of smooth muscle cells. In vivo,
administration of miR-204 mimetics to mice
markedly attenuated vitamin D,-induced
vascular calcification.*® Interestingly, miR-204
levels are increased in M1 macrophages
—induced with lipopolysaccharide plus IFNy—
compared to M2 cells.*? Thus, M1-dependent
secretion of miR-204 may attenuate
osteoblastic differentiation of precursor cells
in the plaque by repressing Runx2-dependent
osteogenic signaling in plaque smooth muscle
cells.

5. Concluding remarks.

Calcification of atherosclerotic plaques
adds to the complexity of the mechanisms
mediating plaque growth and instability. Much
progress has been made in understanding
molecular and cellular mechanisms that
underlie plaque calcification, which to a
great extent recapitulate the processes
that mediate bone formation. Macrophages
have long been recognized as key cellular
components of vascular calcification, but their
role has been for the most part attributed to
the release of cytokines and/or their capacity
to contribute as osteoclast-like cells to the
osteogenic process. The diversity of the
macrophage population in the plaque setting
obliges to explore the potentially divergent
roles of polarized macrophages in osteogenic
signaling. As discussed above, some recent
studies have begun to provide evidence to
help us understand such conundrum.

Interestingly, a number of miRs that have
been associated to specific macrophage
subsets have also emerged as potential
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regulators of distinctive processes in the
osteogenic mechanisms mediating plaque
calcification. Whether these miRs can be
secreted by distinct macrophage subsets and
act in a paracrine manner on plague smooth
muscle cells to influence specific aspects
of their osteogenic program is an attractive
mechanism  that merits  investigation.
Additional studies on the transcriptome of
plague macrophages are also needed to
further our knowledge of subset-specific miRs
and their potential link to calcification relevant
events. In vivo validation of such miRs may
lead to identification of potential therapeutic
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Resumen

La osificacion heterotopica es una con-
dicion patoldégica que conduce al desarrollo
de hueso en el tejido blando. En la piel se
denomina osteoma cutis. Estas lesiones se
clasifican en primarias o secundarias. Las
causas secundarias constituyen el 85% vy
son consecuencia de enfermedades infla-
matorias, infecciones, tumores, traumatis-
mos, lesiones de médula espinal y cirugias.
Si bien la osificaciéon heterotopica es benig-
na e infrecuente, puede ser una enfermedad
debilitante que, asociada a dolor y rigidez,
provoque mayor comorbilidad en relacion
con la enfermedad que la desencadend.
Comunicamos el caso de un paciente que
padecié osteoma cutis asociado a tubercu-
losis osteoarticular.
Palabras clave: tuberculosis, osteoarticu-
lar, osificacion heterotépica.

Abstract
HETEROTOPIC OSSIFICATION AND OS-
TEOARTICULAR TUBERCULOSIS: CASE
REPORT

Heterotopic ossification is a patologic condition
that leads bone formation in soft tissue. In
particular, osteoma curtis, which can be primary
or secundary, occurs when ossification if found in
the skin. Secondary lessions account 85% of the
cases described and they are by inflammatory
diseases, infections, tumors, traumas, spinal
cord lesions and surgeries. Whereas heterotopic
ossification is benign and rare, it may result in
wasting sickness that in combination with pain
and stiffness, adding comorbidity to the disease
that triggers. We report here a patient suffering
osteomas cutis and osteoarticular tuberculosis.
Key words: tuberculosis, osteoarticular,
heterotopic ossification.
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Introduccion

En los ultimos afios se observé un resurgi-
miento de la tuberculosis (TBC) en el mundo,
y debido a esto, los casos de TBC extrapul-
monar han aumentado. Los principales fac-
tores predisponentes de este fendmeno son
las personas afosas, los menores de 15 anos,
los inmunocomprometidos, los infectados por
HIV, los pacientes con tratamiento inmuno-
supresor y las enfermedades sistémicas de-
bilitantes como la desnutricion.™? La TBC os-
teoarticular constituye entre el 2% y el 10% de
las formas de TBC; el compromiso vertebral,
las caderas y las rodillas son los sitios mas
afectados. Solo la mitad de estos pacientes
sufren la forma pulmonar.® Tres microorganis-
mos prevalecen: Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium africanum y Mycobacterium
bovis. Sin lugar a dudas, el primero es el mas
frecuente.’ La TBC osteoarticular, en paises
desarrollados, afecta mas a personas mayo-
res de 55 afos, mientras que en inmigrantes
es mas comun en individuos mas jévenes (20-
35 afos).*

La osificaciéon heterotépica es una condi-
cion patolégica que conduce al desarrollo de
hueso en tejido blando en respuesta a lesién,
inflamacién o enfermedad genética.5® Fue des-
cripta por primera vez por Wilchens en 1858.5
Los sitios mas frecuentemente comprometidos
son los musculos, tendones y ligamentos.” El
hueso formado es laminar y es caracteristica
la elevacién de la fosfatasa alcalina dos a tres
semanas después de haber comenzado el pro-
ceso de osificacion.® Las manifestaciones cli-
nicas que refieren los pacientes son sintomas
inespecificos, como eritema, aumento de tem-
peratura local, dolor y fiebre.®

El objetivo de este articulo es describir una
manifestacion clinica infrecuente en una en-
fermedad de alta prevalencia como es la TBC.

Caso clinico

Un paciente masculino de 35 anos sin
antecedentes de relevancia consulté por do-
lor e impotencia funcional de cadera y codo

Braun B y col: TBC osteoarticular
y osificacion heterotdpica

izquierdos de 9 meses de evolucién. En los
ultimos 30 dias agregd fiebre vespertina. Al
examen fisico presentaba dolor, tumefaccion,
calor e impotencia funcional en ambas arti-
culaciones; el codo izquierdo mostraba una
regiéon fluctuante periarticular con secrecion
de material blanquecino (Figura 1). A la pal-
pacion, la piel exhibia placas duro pétreas en
mufecas, codos, region escapular, hombros,
regiones inguinales y flanco derecho. Se reali-
z6 el laboratorio convencional, que informé la
eritrosedimentaciéon de 105 mm/h, la proteina
C reactiva elevada y el hepatograma con la
fosfatasa alcalina normal. El calcio, el fosfo-
ro, la hormona paratiroidea y la vitamina D se
observaron dentro de los parametros norma-
les. Las radiografias revelaron calcificaciones
generalizadas y destruccion articular en la ca-
dera y el codo izquierdo (Figuras 2 y 3). La
biopsia de las lesiones duro pétreas evidencio
osificaciones heterotdpicas. El examen direc-
to de la secrecion blanquecina constaté ba-
cilos por tincion de Ziehl Nielssen y el cultivo
determiné la presencia del Mycobacterium
tuberculosis. Durante su internacion inicio el
tratamiento con farmacos antituberculosos,
se realizé el drenaje quirargico del material
caseoso de la cadera y el codo y se efectud
exéresis de la cabeza femoral y la cupula ra-
dial. Evolucion6 sin fiebre y con mejoria del
dolor. Finalmente fue externado.

Discusién

Las calcificaciones y osificaciones cuta-
neas (calcinosis cutis y osteoma cutis, res-
pectivamente) tienen condiciones asociadas y
procesos patogénicos similares.® La etiopato-
genia de estos fendmenos no esta del todo di-
lucidada, y la literatura tampoco resulta clara
acerca de estas entidades al superponer am-
bos fendmenos. Se postula que un desenca-
denante, como una lesion, una cirugia o una
enfermedad sistémica, provocaria la libera-
cién de mediadores celulares como las pros-
taglandinas y la proteina 6sea morfogenética
(BMP). Estos mediadores tendrian como fina-
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Figura 1. Codo izquierdo con secrecién de material
blanquecino (caseum) en un paciente con tubercu-
losis osteoarticular.

Figura 2. Osificaciones periarticulares y destruc-
cién de cadera izquierda en un paciente con tuber-
culosis osteoarticular.

Figura 3. Osificaciones periarticulares en codo iz-

quierdo asociadas a TBC.

Braun B y col: TBC osteoarticular
y osificacion heterotdpica

lidad reclutar células mesenquimaticas pluri-
potentes estimulandolas a que se diferencien
en condrocitos y en osteoblastos, con la con-
siguiente formacién de las osificaciones.>"®
Las Tablas 1 y 2 muestran las clasificaciones
de ambos fenédmenos.

El osteoma cutis puede ser primario o se-
cundario. Ambos son infrecuentes. El primario
se subclasifica en osteodistrofia hereditaria
de Albright y la no asociada a esta entidad.
Con respecto a las causas secundarias, estas
constituyen el 85% de las osificaciones cuta-
neas.> Son consecuencia de enfermedades
inflamatorias (esclerosis sistémica, lupus eri-
tematoso sistémico, dermatomiositis), infec-
ciones (sifilis, abscesos, algunos parasitos),
tumores (metastasis, carcinoma basocelular),
traumatismos, lesiones de médula espinal y
cirugias (artroplastias).>8®

En el caso particular de la asociacién de
TBC pulmonar y extrapulmonar con osifica-
ciones heterotépicas existen algunos reportes
que vinculan estos fenémenos.%-®

Nos parece importante destacar que, si
bien la osificacion heterotopica es benigna e
infrecuente, puede convertirse en una enfer-
medad debilitante que lleve al dolor y a la rigi-
dez, determinando de esta manera una mayor
comorbilidad en relacion con la enfermedad
que la desencadend.® Aun cuando nuestro pa-
ciente recibi6 el tratamiento para la TBC con
buena respuesta, no es irrelevante mencionar
que la limitacién articular que sostuvo después
del tratamiento quirdrgico derivo en postraciéon
y una gran discapacidad funcional. Mas aun,
la recurrencia de las osificaciones es algo fre-
cuente después de su remocién quirurgica.'

Se han propuesto la radioterapia y los anti-
inflamatorios no esteroides como potenciales
tratamientos que podrian limitar el proceso
que conduce a la osificacion por su efecto
inhibidor de las prostaglandinas.’® Sin em-
bargo, su eficacia no ha sido totalmente com-
probada. Los estudios futuros podran aportar
mayor conocimiento sobre este fenémeno
para poder atenuarlo o prevenirlo.
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Tabla 1. Clasificacion de las osificaciones cutaneas.

Primario:
a) Osteodistrofia hereditaria de Albright
b) No asociado a osteodistrofia hereditaria de Albright
1. Osteomas multiples miliares de la cara
2. Osteoma solitario
3. Osteoma diseminado
4. Osteoma en placas

Secundario:
a) Enfermedades inflamatorias (esclerosis sistémica, dermatomiositis, lupus eritematoso sistémico)
b) Infecciones (acné severo, sifilis tardia)
c) Tumores (epitelioma basocelular, epitelioma de Malherbe o pilomatricoma, histiocitomas)
d) Cicatrices

Adaptado de Fazeli P, Harvell J, Jacobs MB. Osteoma cutis (cutaneous ossification). [Ref.5]

Tabla 2. Clasificacion de las calcificaciones cutaneas.

Distréfica:

1. Esclerosis sistémica
2. Paniculitis

3. Ehlers Danlos

4. Neoplasias cutaneas
5. Traumatismos

6. Infecciones

Metastasica:

1. Enfermedad renal cronica

2. Sarcoidosis

3. Osteodistrofia hereditaria de Albright
4. Neoplasias

5. Pseudohiperparatiroidismo

Idiopatica:

1. Nédulos calcificados subepidérmicos
2. Calcificaciones idiopaticas del escroto
3. Calcinosis tumoral

4. Heteroplasia ésea progresiva

latrogénica:
Tratamientos con compuestos calcicos

Adaptado de Fazeli P, Harvell J, Jacobs MB. Osteoma cutis (cutaneous ossification). [Ref.5]
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Por otro lado, también es controvertido el
reemplazo total de cadera en pacientes con
TBC activa. El principal problema radica en la
TBC latente residual. Algunos investigadores
refieren que la probabilidad de reactivacion
es de hasta 10 o 20 afos después del reem-
plazo?'-?* y para otros es una posibilidad que
siempre esta presente. En dos pequefas se-
ries no se evidencia reactivacion pero se pone
énfasis en la necesidad de un debridamiento
minucioso a fin de evitar este fendmeno.?2°
Muchos autores sugieren realizar antibiotico-
terapia preoperatoria 1 a 3 meses antes de la
cirugia. La antibioticoterapia posquirurgica es
esencial para controlar la infeccién.?32526 | g
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) re-
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CASUISTICAS / Case Reports
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SINDROME TAR EN PACIENTE ADULTO SIN DIAGNOSTICO
PREVIO: PRESENTACION DE UN CASO

Carina Colombo Berra," Sebastian Bruera,' Marilin Destéfano Hartman,' Victoria Dupuy,?
Sabrina Bourguez,? Elisa Novatti,? Federico Baldoma,> Mauro Tortolo,? Juan Ferrer.?

1. Consultorios de Endocrinologia y Metabolismo Oseo, Hospital Alejandro Gutiérrez, Venado
Tuerto, Argentina. 2. Servicio de Clinica Médica, Hospital Alejandro Gutiérrez, Venado Tuerto,

Argentina.

Resumen

El sindrome TAR (Thrombocytopenia with
Absent Radius) es una patologia congénita
autosémica recesiva infrecuente, caracteriza-
da por trombocitopenia con aplasia de radio
bilateral. Incluye malformaciones esqueléticas,
renales, hematoldgicas y cardiacas. Su base
genética todavia no esta clara. Presentamos
el caso de una paciente sin diagndstico previo
de sindrome TAR que llega a la consulta, tras
haber sido evaluada por varios profesionales
médicos, para el diagndstico y el tratamiento
de trastornos hematolégicos, que finalmente
estuvieron asociados a su sindrome congénito.
Palabras clave: trombocitopenia, aplasia ra-
dial.

Abstract
TAR SYNDROME IN AN ADULT PATIENT
WITHOUT PREVIOUS DIAGNOSIS, A CASE
REPORT.

Thrombocytopenia with Absent Radius
(TAR) is a rare autosomic recessive disease
characterized by thrombocytopenia and

bilateral radial aplasia, which includes skeletal,
hematologic, renal and cardiac abnormalities.
The genetics bases of this syndrome remain
unclear. We report here a patient without a
previous diagnosis of TAR syndrome who
was seen in the clinic, after being evaluated
by several medical professionals for diagnosis
and treatment of blood disorders, which
eventually were associated with the congenital
syndrome.

Key words: thrombocytopenia, radial aplasia.

El sindrome TAR es una rara condicién ge-
nética, autosémica recesiva, que se caracteriza
por agenesia radial bilateral asociada a trom-
bocitopenia amegacariocitica. Ademas, suelen
estar presentes malformaciones en miembros
inferiores, cardiovasculares, neurolégicas, gas-
trointestinales y vasculares. En general, es una
patologia de reporte pediatrico y neonatal, ya
que se diagnostica a temprana edad.!

El sindrome TAR o trombocitopenia con
aplasia de radio se encuentra descripto en el
catalogo MacKusick de sindromes polimalfor-

* Direccidn postal: Hospital Alejandro Gutiérrez. Gutiérrez 55, Venado Tuerto, Argentina.

Correo electrdnico: pellegrinoberra@cevt.com.ar
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mativos congénitos bajo el nimero 274000. Se
describe como una trombocitopenia de menos
de 100.000 plaquetas, ausencia o hipoplasia
del radio bilateral, desviacion radial de las ma-
nos, hipoplasia de los huesos carpianos, apla-
sia o0 hipoplasia del cubito, acortamiento del
humero, luxacién de la cadera, torsion tibial,
subluxacién de las rodillas, luxacion de la ro-
tula, anomalias de las vértebras y las costillas,
hipoplasia del maxilar, micrognatia, tetralogia
de Fallot, anomalias de dermatoglifos, comu-
nicacion interauricular, aplasia del humero, hi-
poplasia de los huesos largos de los miembros
inferiores, tetrafocomielia, retraso mental, glau-
coma, nevus flameus, estrabismo, sindactilia,
anomalias renales, paladar hendido y atresia
de duodeno.! También se describe baja ta-
lla, braquicefalia o microcefalia, hipoplasia de
omoplatos e hipertelorismo.

Como se ha referido, representa una for-
ma de herencia autosémica recesiva, con muy
pocos casos de transmision vertical no muy
claros entre padre e hijo, o tio y sobrino. El
riesgo de repeticion entre hermanos es de un
25%. La relacion mujer-hombre es 7:5, ligera-
mente superior para mujeres."

La primera descripcién de ausencia de ra-
dio con trombocitopenia fue realizada en 1956
por Gross y cols. en hermanos. Posterior-
mente se buscé diferenciar con el sindrome
de Fanconi. En 1969 se describieron cuatro
hermanas portadoras del cuadro y Hall y cols.
lo denominaron mediante el acrénimo TAR
(Thrombocytopenic with Absent Radius). Des-
de entonces se han descripto en la literatura
médica mas de cien casos.?

Presentamos un caso de sindrome TAR
en una paciente adulta, hasta el momento no
diagnosticada como tal, con alteraciones he-
matoldgicas asociadas.

Caso clinico

Se trata de una paciente de sexo feme-
nino, de 35 anos, que es derivada a nuestro
nosocomio por advertirse un recuento leuco-
citario elevado y trombocitopenia asociada a

gonalgia de dias de evolucién. Entre sus ante-
cedentes referia aplasia congénita bilateral de
radio. Evaluada en el examen fisico, se obser-
varon antebrazos hipoplasicos, con desvia-
cion lateral de ambas manos (Figuras 1y 2).

Figura1. Paciente con sindrome TAR; presenta an-
tebrazos hipoplasicos, con desviacion lateral de
ambos brazos.

A
..{r":x

Figura 2. Paciente con sindrome TAR, que presenta

desviacion lateral de ambas manos.

Presentaba dolor espontaneo al movimien-
to activo y pasivo de ambas rodillas y dolor a
la flexién de ambas caderas, pero sin signos
de flogosis. Mostraba también multiples lesio-
nes petequiales difusas.
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En el laboratorio de ingreso se obtuvo
un recuento leucocitario de 32 000 glébulos
blancos con 70% de neutréfilos sin formas
inmaduras, y trombocitopenia de 53 200 pla-
quetas, con agregacion normal; con glucemia,
funcién renal, eritrosedimentacion y ionogra-
ma normales, asi como el resto de la analitica
solicitada, dentro de la cual constaban para-
metros de fosfatasa alcalina, calcemia y fos-
fatemia normales.

Se realizaron radiografias de ambos miem-
bros superiores con ausencia bilateral de ra-
dios, hipoplasia cubital bilateral y fusién de
cuarto y quinto metacarpiano derecho, en
tanto que en los miembros inferiores solo se
visualizaron signos incipientes de gonartrosis
(Figuras 3y 4). El resto de las imagenes 6seas
no presenté alteraciones. No se realizd eva-
luacion por densitometria dsea.

Se completaron los estudios con ecografia
abdominal y renal, y evaluacién cardiolégica
sin registrar alteraciones.

La trombocitopenia y la leucocitosis se in-
terpretaron como parte del mismo sindrome, y
se decidié no adoptar ninguna conducta tera-

péutica sobre dichas alteraciones; la paciente
fue externada totalmente asintomatica y con
valores de globulos rojos y plaquetas simila-
res a su ingreso.

Reingres6 meses después de haber cursa-
do un embarazo totalmente normal, y con un
recién nacido sin evidencias de ser portador
del sindrome. En relacién con su familia refirié
progenitores sanos, un tio materno con diag-
nostico de pie bot y el resto sin alteraciones.
Actualmente se le realizan controles periodi-
cos, sin ninguna manifestacion agregada.

Discusién

Si bien el sindrome TAR es un cuadro de
facil sospecha por presentar alteraciones
morfolégicas groseras, como la aplasia bilate-
ral de radio, es una entidad de poca difusion
entre los médicos clinicos debido a que ha-
bitualmente constituye un sindrome de afec-
cion neonatal y pediatrica. Nuestra paciente
presentaba una trombocitopenia de larga data
a la cual agregé leucocitosis marcada que la
motivé a recorrer multiples localidades para
ser evaluada por diferentes médicos, requi-

Figura 3. Radiografia de mano y antebrazo dere-

cho de la paciente con sindrome TAR donde, se
aprecia claramente la fusidon metacarpianay la age-
nesia de radio.

Figura 4. Radiografia de mano y antebrazo dere-
cho de la paciente con sindrome TAR: se observa
la desviacion de manos.
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riendo examenes complementarios por sos-
pecharse un trastorno oncohematoldgico;
esto provocé gastos econdmicos, ausentismo
laboral y una situacion de estrés innecesarios
para ella, todas cuestiones que pueden ser
evitadas con el conocimiento del sindrome.
Entre los diagnodsticos diferenciales para
plantear se menciona la anemia de Fanco-
ni, que presenta trombocitopenia, anemia,
aplasia de radios y aplasia o hipoplasia de
pulgares; el sindrome de Holt Oran donde
se advierte ausencia de pulgares con aplasia
radial; la focomelia y el sindrome de Roberts
con malformaciones 6seas y organicas varias,
entre otras. De hecho, durante muchos afios,
los pacientes con el sindrome TAR eran consi-
derados variantes de la anemia de Fanconi.?®
Como se menciond previamente, no esta
claramente definida su base genética, si bien
se cuenta con publicaciones que refieren una
microdelesién cromosdémica en el cromosoma
1921.1, referida en al menos 30 pacientes por-
tadores de este sindrome. También, en algu-
nos casos, se ha presentado como una heren-
cia parental; pero en otros, aproximadamente
un treinta por ciento, como una mutacién de
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CARTAS AL COMITE DE REDACCION / Letters to the Editor

EL MANEJO DE LA OSTEOPOROSIS EN PACIENTES TRATADOS
CON BIFOSFONATOS A LARGO PLAZO

Sra. editora, agradeceré se publique esta carta de interés para la comunidad médica.

Los bifosfonatos (BF) son los medica-
mentos mas comunmente utilizados para
la osteoporosis. Estan en uso desde hace
4 décadas.' En los ultimos afios se ha to-
mado conocimiento de algunas complica-
ciones que pueden aparecer después del
tratamiento prolongado con BF. Un informe
reciente de la Asociacion Americana para la
Investigacion Osea y Mineral (ASBMR) pro-
porciona una guia sobre la duracién de la
terapia con BF desde una perspectiva de
riesgo-beneficio, y me parece util que los
lectores de Actualizaciones en Osteologia
conozcan someramente dicho articulo.?2 A
continuacién transcribo el resumen en cas-
tellano:

Dos ensayos proporcionaron pruebas
para el uso de BF a largo plazo. En el Frac-
ture Intervention Trial Long-term Extension
(FLEX), las mujeres posmenopausicas que
recibieron alendronato durante 10 afios tu-
vieron menos fracturas vertebrales clinicas
que las que cambiaron a placebo después
de 5 afos. En la extension del estudio HO-
RIZON, las mujeres que recibieron 6 inyec-
ciones anuales de acido zoledroénico tuvie-
ron menos fracturas vertebrales morfomé-
tricas en comparacion con las cambiadas a
placebo después de 3 afnos. La baja densi-
dad mineral 6sea en cadera (T-score entre
-2 y -2.5 en el FLEX y por debajo de -2.5

en la extension del HORIZON) predijo una
respuesta beneficiosa a la terapia continua-
da. Por lo tanto, el Grupo de Trabajo sugiere
que, después de 5 afios de BF por via oral
o de 3 anos con BF intravenosos, debe re-
valuarse el riesgo. En las mujeres con alto
riesgo, por ejemplo las de mayor edad, las
que tienen un bajo T-score en cadera o un
puntaje indicativo de alto riesgo de fractu-
ra, las que han tenido una fractura osteopo-
rética mayor previa, o que han sufrido una
fractura durante la terapia, debe considerar-
se la continuacién del tratamiento durante
un maximo de 10 afos (por via oral) o de 6
afos (por via intravenosa), con evaluacién
periddica. El riesgo de fractura femoral ati-
pica, pero no osteonecrosis de la mandi-
bula, claramente aumenta con la duracién
del tratamiento con BF, pero estos eventos
infrecuentes se ven compensados por la re-
duccién del riesgo de fracturas vertebrales
en pacientes de alto riesgo. Para las mu-
jeres que no tienen alto riesgo de fractura
después de 3 a 5 afos de tratamiento con
BF, se puede recomendar un descanso del
farmaco durante 2 o 3 afos. El enfoque su-
gerido para el uso de BF a largo plazo se
basa en pruebas limitadas, solo considera
la reduccion de fracturas vertebrales en mu-
jeres posmenopausicas en su mayoria blan-
cas y no reemplaza la necesidad de juicio
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clinico. Puede aplicarse a hombres y a pa-
cientes con osteoporosis inducida por glu-
cocorticoides, con algunas adaptaciones.
Es poco probable que los ensayos futuros
proporcionen datos para la formulacion de
recomendaciones definitivas.

Dr. Ariel Sanchez
Centro de Endocrinologia.
Rosario. Argentina.
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In Original papers and Case Reports record in-
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