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EDITORIAL / Editorial

Actual. Osteol 2015; 11(2): 111-113.
Internet: http://www.osteologia.org.ar

ANIMALES DE EXPERIMENTACION: EL VALOR DE UNA PALABRA

Marcela Rebuelto*

Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos Aires.

“El uso de animales en la investigacion
basica es esencial para el progreso médico”,
afirma la Asociacion Médica Mundial (AMM)
en su Declaracion sobre el uso de animales en
la investigacion médica.! En esta declaracion,
la AMM expresa el sentir de la comunidad
cientifica biomédica, en cuanto a su rechazo
a toda forma de violencia que busca eliminar
el uso de los animales en las investigaciones,
y a la importancia de los estudios de las nu-
merosas areas de la salud que necesitan de
los animales con el fin de investigar en forma
vdlida sistemas y funciones complejas, en su
estado normal o modificado por la enferme-
dad, y para las cuales no existen alternativas
posibles. En la actualidad, el uso de anima-
les para fines cientificos esta regulado en nu-
merosos paises mediante reglamentaciones.
Aquellos que realizan un control sobre los ani-
males utilizados aportan cifras asombrosas.
En Canada,? durante el afio 2011 (Ultimo re-
portado) se utilizaron 3.333.689 animales con
fines cientificos, que incluyen la investigacion,
la docencia y pruebas diversas; el 61% de
esos animales se usé para estudios de inves-
tigacion basica. Del total, los mas utilizados
fueron peces (39%), ratones (32%) y ratas
(6%). En la Union Europea,® el numero total
de animales empleados con fines cientificos
fue un poco menor de 11,5 millones durante el
afo 2011 (ultimo reportado), siendo los rato-
nes (61%) y las ratas (14%) las especies mas
utilizadas; de estos animales el 46% fue des-
tinado a estudios de investigacién basica, y el
18% a estudios de investigacion y desarrollo.

Si bien estos numeros parecerian indicar
un consenso en la comunidad cientifica so-
bre el uso de animales para la investigacion
biomédica, en la actualidad esto es motivo
de debate en toda la sociedad desde dos en-
foques, el cientifico y el ético. El fundamen-
to para tal debate se resume en la siguiente
paradoja: los animales de experimentacion
son lo suficientemente similares a los se-
res humanos como para que los resultados
de las experimentaciones se puedan aplicar
para su beneficio en forma valida, y lo su-
ficientemente diferentes como para que sea
ético este aprovechamiento de una especie
por parte de otra. Considerando la primera
afirmacion, el estudio de los mecanismos de
una enfermedad o el desarrollo de modelos
experimentales que semejan enfermedades
en seres humanos se basa en la similitud en-
tre la presencia de ciertos sintomas en los ani-
males, que son analogos a los que ocurren en
el ser humano. Si aceptamos este postulado,
aceptamos también que los animales no solo
reproducen esos sintomas, sino que son ca-
paces fisica y emocionalmente de experimen-
tar las sensaciones negativas (dolor, angustia,
sufrimiento) asociadas a ellos. Basten como
ejemplos el uso de ratas para la comprensién
de algunos estados animicos y la evaluacion
de farmacos ansioliticos, como la prueba del
laberinto en cruz elevado (la validez predictiva
de este test se basa en la capacidad de los
animales de experimentar, al menos en par-
te, emociones similares 0 acompanantes de
la ansiedad); o los diversos modelos experi-

* Direccidn postal: Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad de Buenos Aires
Chorroarin 280 (1427) CABA. Correo electronico: marcelarebuelto@gmail.com
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mentales para el estudio de analgesia, como
la prueba de la formalina, del plato caliente y
de la cola del ratéon. Es asi como la posicién
cartesiana de que el animal es una maquina
incapaz de sentir dolor —posicién que permi-
ti6 crueldades hacia los animales, como los
experimentos que incluian la viviseccion- es
inaceptable. En la actualidad se considera
que los animales vertebrados, y algunos in-
vertebrados como los pulpos, son capaces
de sentir dolor, sufrimiento, estrés, ansiedad,
y que poseen los mecanismos neuroanatémi-
cos, neuroquimicos y neurofisiolégicos que
generan conciencia en los seres humanos.*
De manera que nuestros animales de expe-
rimentacion son seres “sensibles”, es decir,
capaces de sentir fisica y emocionalmente.

El agregado de esta palabra, “sensible”,
a la caracterizacion de los animales de ex-
perimentacién aporta una dimension ética a
su uso para fines cientificos, ya que nos hace
cuestionarnos sobre si es justo causarles
dafo para nuestro beneficio. Surge entonces
la pregunta: ¢En qué condiciones es ética-
mente aceptable el uso de animales “sensi-
bles” en la investigacién? La importancia de la
capacidad de sufrir como factor de conside-
raciéon moral ya fue expuesta en el siglo XVI
por el filosofo Jeremy Bentham, quien en su
libro Introduccion a los principios de moral y
legislacion (1789) expreso, con referencia a la
proteccion hacia los animales: “La pregunta
no es ¢,pueden razonar? ni tampoco ¢pueden
hablar? sino ¢pueden sufrir? ;Por qué la ley
deberia negar su proteccion a cualquier ser
sensible?”. Este argumento ha sido retomado
en la actualidad por el conocido filosofo Pe-
ter Singer,® quien mantiene la siguiente pos-
tura: los animales tienen intereses, en cuanto
son capaces de experimentar sensaciones de
placer y de dolor; por ello lo justo es aplicar
la doctrina de la igual consideracién de inte-
reses, 0 sea, considerar intereses similares
en forma similar. Lo contrario, es decir, tratar
diferente el interés de los animales (discri-
minar) seria caer en “especismo”, que, a su

Editorial

modo de ver, es tan grave como el racismo
o el sexismo, ya que este fildsofo considera
que la especie, al igual que la raza o el sexo,
no constituye una caracteristica que deba
ser implicada en la consideracién moral. Otra
postura contemporanea, mas extrema que la
de Peter Singer, es la desarrollada por Tom
Regan,® quien otorga derechos a los animales
por el hecho de ser poseedores de vida, un
valor inherente, no instrumental. Esta postura
aboliria todo tipo de experimentacién con ani-
males ya que entre estos derechos incluye el
derecho a la vida.

Han surgido leyes y normativas con vistas
a la proteccién del animal de experimenta-
cién (lamentablemente, asignatura pendiente
en nuestro pais), como la recientemente ac-
tualizada Guia de cuidado y uso de los ani-
males de laboratorio de los Estados Unidos,
y la Directiva 2010/63 de la Unién Europea.
Estas normas, y otras de diversos paises, ba-
san los requisitos éticos en el principio de las
3Rs, que fue postulado en The Principles of
Humane Experimental Technique de William
M. S. Russell y Rex Burch (1959). Este prin-
cipio comprende: 1) el reemplazo del uso de
animales por sistemas no animales, como los
cultivos de tejidos, érganos ex vivo, computa-
doras, y otros, siempre que sea posible para
lograr los mismos objetivos cientificos; 2) la
reduccion del nimero de animales, utilizando
el minimo que asegure resultados validos y 3)
el refinamiento del alojamiento y de las técni-
cas experimentales, para evitar o minimizar la
produccion de dolor, dafio o estrés a los ani-
males de experimentacion.

Hoy en dia, este principio de las 3Rs debe
ser incorporado a las investigaciones de ma-
nera tal que sean aceptables desde una con-
cepcion filoséfica utilitarista de evaluacién
riesgo/beneficio, por lo cual el investigador
ha de disminuir los “riesgos” del animal (le-
siones, dolor, sufrimiento, estrés, muerte) en
relacién con los “beneficios” obtenidos para
la salud humana o animal, o para el avance
del conocimiento.
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La palabra “sensible”, por otro lado, nos
lleva a reconsiderar el aspecto cientifico del
debate, ya que corresponde hacerse otra pre-
gunta: Si nuestros animales de experimenta-
cién son “sensibles”, ¢cuan validos son los
resultados de nuestras investigaciones si se
encuentran doloridos, asustados, estresa-
dos? Por citar algunos ejemplos, externali-
dades a los procedimientos experimentales
pueden generar modificaciones fisioldgicas
importantes, como la disminuciéon de pro-
duccién de embriones por ruidos en ratonas
superovuladas,” y el mero transporte de los
animales®® produce aumento de corticoides
asociado al estrés, con sus repercusiones en
el organismo todo.

Lo anteriormente comentado no desca-
lifica el valor de la investigacion basica con
animales, sino que nos desafia a encararla en
forma responsable, obligandonos a conside-
rar al animal de experimentacién no como un
reactivo mas, sino como un reactivo “sensible”.
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Editorial

Los animales estresados o doloridos no
son buenos sujetos de investigacion, los re-
sultados que producen tienen mayor variabili-
dad, ya que parten de situaciones fisiol6gicas
no homogéneas, se necesitan mayores nume-
ros y, por ende, mayores recursos para obte-
ner resultados validos. Por otro lado, es deber
ético de todos los investigadores implementar
todas las medidas necesarias para evitar a los
animales que expone a su experimentacion,
todo dolor, estrés o dafo innecesario. Por
todo lo expuesto, sea por razones cientificas
O por razones éticas, el incorporar la palabra
“sensible” al disefio de la investigacion y ac-
tuar en consonancia, traera una mejor ciencia.
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Resumen

El tratamiento convencional del hipoparati-
roidismo resulta insuficiente en algunos casos
graves. La terapéutica con PTH1-34 es una
opcion para considerar. Objetivos: describir la
respuesta bioquimica y densitométrica en pa-
cientes con hipoparatiroidismo tratados con
PTH1-34. Materiales y métodos: se revisaron
historias clinicas de pacientes con hipopa-
ratiroidismo bajo tratamiento convencional
(calcio, calcitriol y tiazidas) o con PTH1-34.
Se compararon calcemia, calciuria, fosfate-
mia, requerimiento de calcio y calcitriol, basal
y al afio de tratamiento. Se analiz6 la posterior
evolucion bajo PTH1-34 de estos parametros,
de los marcadores de remodelado y la densi-
tometria 6sea. Resultados: ocho mujeres, de
132 pacientes con hipopararatiroidismo, reci-
bierontratamiento con PTH1-34 (20-40 pg/dia),
durante 9 meses a 7 afios. Presentaban hi-
poparatiroidismo grave con internaciones
frecuentes, tenian menor calcemia (p=0,01),
mayor fosfatemia (p=0,03), calciuria (p=0,02)
y consumo de calcio y calcitriol (p<0,001)
que los tratados en forma convencional. Al
afno de tratamiento con PTH1-34, aumento la
calcemia (p=0,018), disminuyeron los requeri-
mientos de calcio (5,00 a 1,75 g/dia, p=0,018)
y calcitriol (0,69 a 0,20 pg/dia, p=0,002),
asemejandose a aquellos que recibieron tra-

* Correo electronico: arielakita@gmail.com

tamiento convencional. Los marcadores de
resorcion se incrementaron al inicio con pos-
terior descenso y normalizacion. Los cambios
densitométricos fueron variables de acuerdo
con la edad y el estatus éseo pretratamien-
to. No se observaron complicaciones graves.
Conclusiones: el tratamiento con PTH1-34
permite normalizar la calcemia con menor re-
querimiento sustitutivo. Es importante el se-
guimiento con densitometria 6ésea sobre todo
en mujeres en edad perimenopausica o pos-
menopausica. La sustitucion de la hormona
deficitaria es una opcién para considerar en el
hipoparatiroidismo de dificil manejo.
Palabras clave: hipoparatiroidismo, hipocal-
cemia, teriparatida, PTH1-34.

LONG TERM TREATMENT WITH TERIPA-
RATIDE IN SEVERE CASES OF HYPO-
PARATHYROIDISM

Summary

Usual treatment may be insufficient in severe
cases of hypoparathyroidism. Teriparatide
(PTH1-34) is a therapeutical option for these
patients. Objective: describe the biochemical
response and bone densitometry in patients
with hypoparathyroidism treated with PTH1-34.
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Materials and methods: clinical records of pa-
tients with hypoparathyroidism treated con-
ventionally (calcium, calcitriol and thiazides)
or with PTH1-34 were reviewed. Calcemia,
phosphatemia, calciuria, calcium and cal-
citriol requirements, basal and after one year
of treatment were compared. The evolution
of laboratory parameters, bone densitometry
and bone turn-over markers was analyzed in
the PTH treated group during follow up. Re-
sults: eight women of 132 patients with hypo-
pararathyroidism were treated with PTH1-34,
(20-40 ug/day) from 9 months to 7 years. Pa-
tients with PTH replacement had previously fre-
quent hospitalizations, lower calcemia (p=0.01),
higher urinary calcium (p=0.03) and phosphate-
mia (p=0.02) and received higher calcium and
calcitriol doses (p<0.001) than the conventional
group. After a year of treatment with PTH1-34
serum calcium levels improved (p=0.018) and
calcium and calcitriol requirement decreased
(5.00 to 1.75 g/day, p=0.018 and 0.69 to
0.20 pg/day, p=0.002), and became similar to
the conventionally treated group. Bone resorp-
tion markers increased initially with subsequent
normalization. Densitometric changes were
variable according to age and pre-treatment
bone status. No serious complications were
observed. Conclusion: PTH1-34 treatment can
normalize serum calcium with lower calcium
and calcitriol requirement in patients with se-
vere hypoparathyroidism. Periodic bone densi-
tometry testing is necessary, mainly in peri or
post menopausal women. PTH replacement is
an option to consider when hypocalcemia can-
not be controlled with conventional therapy.
Key words: hypoparathyroidism, hypocalce-
mia, teriparatide, PTH1-34.

Introduccion

El tratamiento convencional del hipopa-
ratiroidismo con calcio, vitamina D y tiazidas
resulta suficiente en la mayoria de los pacien-
tes. Sin embargo, algunos de ellos, con hipo-
paratiroidismo grave, requieren altas dosis de

Kitaigrodsky AV y col.: Hipoparatiroidismo:

tratamiento con teriparatida

suplementos de calcio, sin lograr la normali-
zacién de sus parametros de laboratorio. En
estos casos, las internaciones son frecuentes
por hipocalcemia sintomatica de dificil mane-
jo, y se ve alterada la calidad de vida.'

Hasta hace poco tiempo, el hipoparatiroi-
dismo era la Unica endocrinopatia para la cual
no se disponia de una terapia de reemplazo
hormonal. Los trabajos de Winer iniciaron el
cambio, al utilizar la PTH1-34 para el trata-
miento de esta enfermedad. La autora descri-
be en sus trabajos normalizacion de la calce-
mia y descenso de la calciuria, sin observar
diferencias de efectos adversos al comparar
con la propuesta sustitutiva convencional. 234

Teniendo en cuenta estas investigaciones,
hace unos afos se inicié en nuestro hospital
el tratamiento con PTH1-34 (farmaco disponi-
ble en nuestro medio), en aquellos pacientes
que presentaban hipoparatiroidismo grave de
dificil manejo, con internaciones frecuentes
y mala calidad de vida. En este trabajo des-
cribimos la experiencia. Los objetivos de este
estudio son: establecer las caracteristicas de
los pacientes con hipoparatiroidismo grave tra-
tados con PTH1-34, evaluar sus parametros
de laboratorio del metabolismo mineral, de
remodelado 6seo, los cambios en la densito-
metria ésea y sus requerimientos de calcio y
calcitriol luego de la implementacion de esta
terapéutica.

Materiales y métodos

Se realiz6é un estudio retrospectivo de co-
horte de pacientes con hipoparatiroidismo
permanente, en el periodo comprendido entre
2003 y 2013. Se establecio la busqueda me-
diante “vocablos controlados” en la historia
clinica electrénica del sistema informatizado
hospitalario. Se detectaron 198 casos poten-
ciales de hipoparatiroidismo atendidos en el
Hospital Italiano de Buenos Aires. Todos los
datos fueron evaluados a partir de la revisién
manual de la historia clinica electrénica por
un especialista en osteopatias metabdlicas.
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Se seleccionaron los pacientes mayores de
18 afios con diagnéstico de hipoparatiroidis-
mo permanente (n=132). De los 132 pacien-
tes, 119 (89%) eran referidos como hipopa-
ratiroidismo posquirurgico y los 13 restantes
presentaban otras causas: congénito, autoin-
mune o idiopatico. La edad media de toda la
poblacién se estimé en 55,7 + 16,9 anos.

El 93,9% (n: 124) de los pacientes con

Kitaigrodsky AV y col.: Hipoparatiroidismo:
tratamiento con teriparatida

hipoparatiroidismo recibian tratamiento con-
vencional (calcio, calcitriol, tiazidas) y el 6,1%
fueron tratadas con PTH1-34.

En la Tabla 1 se consignan las caracteris-
ticas de esta poblacion: internaciones reitera-
das por hipocalcemia (> 2 veces), presencia
de litiasis renal, edad al diagndstico y al inicio
del tratamiento con PTH1-34, la duracién, do-
sis diarias y tipo de esquema recibido.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién que recibié tratamiento con PTH1-34.

. . o Edadal —Edad inicio 00 g Dosis diaria de PTH 1-34

Paciente  Internaciones Litiasis renal diagndstico tratamiento . . e
. ~ ~ tratamiento  (pg/dia) y distribuicion
reiteradas (afios) (afios)

1 Si +) 29 46 7 afos 20-40 (dias alternos)

2 Si ) 47 50 3 afios 20 (10 cada 12 hs)

3 No (-) 32 35 4 afos 40 (20 cada 12 hs)

4 Si (=) 41 45 9 meses 20 (1vez por dia)

5 Si (-) 51 57 4 afos 20 (1 vez por dia)

6 No (-) 71 75 4 afos 40 (20 cada 12 hs)

7 Si (+) 32 36 7 afios 20-40 (dias alternos)

8 Si (-) 18 25 7 afos 40 (10 cada 6 hs)

Se conformaron dos grupos:

- Grupo convencional (GCONV): de los
124 pacientes tratados con calcio, calcitriol
y tiazidas, se selecciond una muestra repre-
sentativa en forma aleatorizada, es decir, 5
pacientes por cada paciente que recibio
PTH1-34 (n: 40).

Se evaluaron calcemia (VR: 8,5-10,5 mg/dl),
fosfatemia (VR: 2,7-4,5 mg/dl), calciuria
(VR: <250 mg/dia), indice calcio/creatinina
(VR: <0,25) mediante sistema autoanalizador
Au 5800 Beckman Coulter® y requerimientos
diarios de calcio (g de calcio elemental/dia) y
calcitriol (ug/dia).

- Grupo PTH (GPTH): se incluyeron las
pacientes que recibieron tratamiento con
PTH1-34, durante un periodo minimo de 6
meses (n: 8). Se midieron en este grupo los

mismos parametros que en el grupo anterior,
a tiempo basal (GPTHO) y al afio de tratamien-
to (GPTH1). Se evalu6é también la evolucion
de los parametros bioquimicos antedichos,
de los marcadores de remodelado 6seo y de
la densitometria 0sea.

Los marcadores de remodelado medidos
en el periodo de tratamiento fueron: fosfatasa
alcalina (FAL) por método Au 5800 Beckman
Coulter (VR 31-100 Ul/ml), N-telopéptidos
por inmunoensayo de quimioluminiscencia
competitiva VITROS® de JJ (VR 10-55 nMB-
CE/mMcr), fosfatasa acida no prostatica
tartrato-resistente (TRAP), medido por LX20
de Beckman Coulter® (VR 1,8-4,4 U/L). La
densitometria 6ésea (DMO) se determiné me-
diante DXA en raquis lumbar (CL) y cuello
femoral (CF) con un equipo Lunar Prodigy®.
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Se realizaron las siguientes comparacio-
nes entre grupos:

GCONV con GPTHO para determinar dife-
rencias entre poblaciones a tiempo basal.

GPTHO con GPTH1 para evaluar la res-
puesta al tratamiento mediante estudios bio-
quimicos y consumo de calcio y calcitriol.

GCONV con GPTH1 para establecer el im-
pacto de la medicacién con PTH1-34 en re-
lacion con el tratamiento convencional en los
parametros arriba sefialados.

Se informaron los resultados como media-
na e intervalo intercuartil (Ig). Se realiz6 test de
T para muestras pareadas.

Con el objetivo de evaluar las diferencias
entre poblaciones disimiles, se construy6 un
propensity score mediante un modelo de re-
gresion logistica estimando la probabilidad
para cada paciente de recibir PTH1-34 otor-
gada por la calcemia basal.

Se realizé una regresion lineal para esta-
blecer la magnitud de cambio en las distintas
variables (calcemia, fosfatemia, calciuria, indi-
ce calcio/creatinina y requerimientos diarios
de calcio y calcitriol) en el grupo que recibié
PTH1-34, ajustando por el propensity score
generado anteriormente y el valor de calce-
mia al afio. Se reportaron los estimadores del
modelo ajustado (coeficientes beta ajustado)
y los p valor de cada modelo; se considerd
significativa p < 0,05.

Se utilizé el software SPSS version 19.

Kitaigrodsky AV y col.: Hipoparatiroidismo:
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Resultados

En el GPTH, el hipoparatiroidismo fue de
causa posquirdrgica en siete casos y en uno,
idiopatica. El rango de edad fue de 25 a 75
anos. Las pacientes recibieron tratamiento
convencional por un periodo de 3 a 17 afios
antes de iniciar el tratamiento con PTH 1-34.
La duracién del tratamiento con PTH1-34 fue
variable (9 meses a 7 afos hasta el momento
de este estudio). Siete de las 8 pacientes pre-
sentaron buena tolerancia y refirieron mejoria
de la calidad de vida (datos no medidos), ex-
presada por la menor toma de comprimidos
diarios y la disminucion de internaciones por
hipocalcemia. Una paciente suspendié el tra-
tamiento a los 9 meses por intolerancia de la
medicacion (referida por nauseas y sintomas
de hipotension ortostatica luego de la aplica-
cién) y otra fallecié por causa no relacionada,
a los 4 afos de iniciado el tratamiento. La do-
sis y frecuencia de aplicacion de PTH1-34,
como se describe en la Tabla 1, fue variable:
20 pg/dia (n=3), 40 pg/dia divididos en 2 a
4 aplicaciones por dia (n=3) y 20-40 pg en
dias alternos (n=2). Al comparar los grupos
a tiempo basal, como se observa en la Tabla
2, el GPTHO presentaba hipoparatiroidismo
de mayor gravedad indicado por mayor re-
querimiento diario de calcio y calcitriol, menor
calcemia, mayor fosfatemia y mayor calciuria
(datos estadisticamente significativos).

Tabla 2. Requerimiento de calcio, calcitriol y parametros de laboratorio del grupo tratado en forma con-
vencional y del grupo tratado con PTH1-34, previo a su inicio.

GCONV * GPTH * p
Requerimiento de calcio (g/dia) 2,00 (2,00) 5,00 (3,00) <0,001
Requerimiento de calcitriol (ug/dia) 0,29 (0,26) 0,69 (0,43) <0,001
Calcemia (mg/dl) 8,50 (0,80) 7,75 (1,20) 0,01
Fosfatemia (mg/dl) 4,90 (0,90) 5,70 (1,30) 0,03
Calciuria (mg/dia) 150 (184) 294 (262) 0,02
indice calcio/creatinina urinario 0,16 (0,20) 0,27 (0,20) 0,03

GCONYV: Grupo convencional - GPTH: Grupo tratado con PTH1-34. * Valores expresados en mediana

(intercuartilos).
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Las pacientes tratadas con PTH1-34,
como se advierte en la tabla 3, presentaron
al afo un incremento de la calcemia acer-
candose al limite inferior del rango (p=0,018);
en relacion con la fosfatemia, la calciuria y el

Kitaigrodsky AV y col.: Hipoparatiroidismo:
tratamiento con teriparatida

indice Ca/Cr se observd una tendencia a la
normalizacion.

Los requerimientos diarios de calcio y cal-
citriol disminuyeron en forma estadisticamen-
te significativa al afio de tratamiento.

Tabla 3. Requerimiento de calcio, calcitriol y parametros de laboratorio, del grupo tratado con PTH1-34

basal y al afio de tratamiento.

GPTHO * GPTH1 * p
Requerimiento de calcio (g/dia) 5,00 (3,00) 1,75 (2,00) 0,018
Requerimiento de calcitriol (ug/dia) 0,69 (0,43) 0,20 (0,33) 0,002
Calcemia (mg/dl) 7,75 (1,20) 8,30 (1,00) 0,018
Fosfatemia (mg/dl) 5,70 (1,30) 4,40 (1,30) 0,063
Calciuria (mg/dia) 294 (262) 264 (298) 0,499
indice calcio/creatinina urinario 0,27 (0,20) 0,21 (0,20) 0,236

GPTHO: grupo tratado con PTH1-34, resultado basal. GPTH1: grupo tratado con PTH1-34 al afio de trata-
miento. * Valores expresados en mediana (intercuartilos).

Se analizé la respuesta al afio de trata-
miento en el GPTH1 y se lo compar6 con el
GCONYV, como se puede ver en la tabla 4. Los
pacientes del GPTH1, de mayor gravedad ini-
cial, mejoraron sus parametros bioquimicos:
calcemia, fosfatemia y calciuria, y alcanza-
ron similares valores que los pacientes del
GCONV. En el grupo tratado con PTH1-34
disminuy6 el requerimiento de calcio a va-

lores cercanos a los del grupo convencional
(p=0,98). Al ajustar por la calcemia, se advier-
te que el GPTH, de mayor severidad inicial,
logra requerir una dosis de calcio diaria signi-
ficativamente menor que el GCONV (p ajusta-
da sobre la base del propensity score <0,006),
con un descenso calculado de dosis diaria de
calcio de 702 mg (8 ajustada -0,702 g/dia de
calcio elemental).

Tabla 4. Requerimiento de calcio, calcitriol y parametros de laboratorio, del grupo tratado en forma con-
vencional y del que recibié PTH1-34, luego de 1 afio de tratamiento.

GCONV * GPTH1 * P p ajustada  p ajustada**
Requerimiento calcio (g/dia) 2,00 (2) 1,75 (2,00) 0,98 0,006 -0,702
Calcitriol (ug/dia) 0,29 (0,26) 0,29 (0,26) 0,48 0,072 -0,490
Calcemia (mg/dl) 8,50 (0,80) 8,30 (1,00) 0,92 0,49 0,20
Fosfatemia (mg/dl) 4,90 (0,90) 4,40 (1,30) 0,23 0,73 -0,101
Ca/Cr 0,16 (0,20) 0,21 (0,20) 0,11 0,66 -0,124
Calciuria (mg/dia) 150 (184) 264 (298) 0,11 0,26 -0,301

GCONV: grupo tratado en forma convencional - GPTH1: Grupo que recibié PTH1-34, luego de 1 afio de tra-
tamiento. *Valores expresados en mediana (intercuartilos). ** Beta ajustada por calcemia al afio y propensity

score de recibir PTH1-34.
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En el seguimiento longitudinal, los para-
metros bioquimicos del GPTH (calcemia, fos-
fatemia y calciuria) se mantuvieron estables
a 2 (n=7), 3 (n=6), 5 (n=3) y 7 afios (n=2) de
tratamiento.

tratamiento con teriparatida

Se observé en toda la poblacion el in-
cremento de la calcemia, el descenso de la
fosfatemia y calciuria y un cociente Ca/Cr
con parametros dentro de rangos deseables
(Figura 1).

Calcemia (mg/dl) Fosfatemia (mg/dl) Calciuria (mg/dia) Indice Ca/Cr
VR8,5-105 VR2,7-4.5 VR 50-250 VR0,11-0,25
1 . 300 [ - 03
10 6> 250 = 4—0,25
{n7] 17 {n7) (n8) &
39 (n3) n2) 35,5 200 02
(n) ‘._____’_..--‘-..___"____A
8 5 =—4=CALCEMIA 150 [ - 0,15 =+=CALCIURIA
_ i 1n7] i == T4
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7 (o7} - 4 100 - 01
3,5
6 50 - 0,05
3
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Figura 1. Evolucion en el tiempo de calcemia y fosfatemia (A), calciuria e indice calcio/creatinina (B), en el

grupo tratado con PTH1-34.

Al considerar los marcadores de remode-
lado 6seo, evaluados segun la metodologia
disponible en el periodo, se observaron en
todos ellos un patron de incremento, luego
descenso y estabilizacién con las siguientes
caracteristicas:

A) La FAL, de un valor promedio basal de
50,7 (36-82) Ul, aumenté el primer afio a 95,1
(98-120) Ul y a los dos afos a 88,8 (42-126) U,
superando el valor normal en 4 pacientes. A los

3 afios derivé en rango normal en 5 pacientes,
siendo el promedio 71 (45-234) UI, pero en la
paciente en peri-menopausia se elevé a 234
Ul. Alos 5y 7 afos se normalizé este marcador
bioquimico en todas las pacientes (Figura 2 A).

B) Los marcadores de resorcion (N-te-
lopéptidos y TRAP) se incrementaron en el
primero (2,8 veces el valor superior normal)
y segundo afo (x 1,0) con descenso a partir
los 3y 5 afios (Figura 2 B,C).

A B (6]
FALUIfL Htelopeptidos TRAP(u/)
(VR31-100UI/1) FAL AMBCEjmbcr] N-Telopeptidos \R1344 TRAP
VR 1055
250 %0 Z 10 Y
A . Ay
200 +— - D 8 /\.ﬁ-""‘""
150 150 § = e X ’ Y ke BREM
X 2 A
1004 - - X A ———- == PEREM
i ——————— a == POST-M
) ) _‘ﬁ:‘h-—-‘ T N

BASAL T T2 T3 T5 T7

faios) T T T 5

Figura 2. Fosfatasa alcalina (A), N-telopéptidos, (B) y fosfatasa acida tartrato resistente (C) en el gru-
po tratado con PTH1-34 , evaluado en mujeres pre, peri y posmenopausicas. FAL: Fosfatasa alcalina

TRAP: fosfatasa acida tartrato resistente.
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La DMO basal era normal en las 3 pacien-
tes premenopausicas y en la paciente que
cursaba el periodo de perimenopausia; las
mujeres posmenopausicas presentaban os-
teoporosis y osteopenia. Como se observa
en la Figura 3, los cambios fueron variables
segun las distintas etapas de la vida. En las
pacientes en premenopausia, la DMO aumen-
16, tanto en columna lumbar (CL) (>11-18%)
como en cuello femoral (CF) (>1,6-17%), su-
perando en dos casos los valores normales.
La paciente en perimenopausia presenté mar-

Kitaigrodsky AV y col.: Hipoparatiroidismo:
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cado descenso al ser tratada en principio con
dosis alternas de 20- 40 pg/dia (CL <31%);
entonces se disminuyé la dosis a 20 pg/dia
y presentd mejoria (CL >21% y CF >14%).

La paciente posmenopausica que presen-
taba osteoporosis mejord en CL (al afio >13%,
2 anos >6 %, 3 afos >5 %); las otras dos, con
osteopenia, se mantuvieron estables. La DMO
de CF no mostré importantes variaciones en
las mujeres con osteopenia e incremento 5,9%
a los 2 afos en la paciente con osteoporosis
(Figura 3 A, B).
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Figura 3. Densidad mineral ésea lumbar y femoral de pacientes en tratamiento con PTH1-34.
PRE-M: Premenopausia. PERI-M: Perimenopausia. POST-M: Postmenopausia.

Discusion

El hipoparatiroidismo, cualquiera sea su
causa, se trata con reposicion de calcio, calci-
triol y eventualmente tiazidas, que en la mayo-
ria de los pacientes resulta suficiente para lo-
grar los objetivos del tratamiento de minimizar
en lo posible los sintomas de hipocalcemia,
mantener la calcemia en el limite inferior del
rango de referencia y evitar la hipercalciuria.
En la poblacion estudiada, el 94% de los pa-
cientes fue tratado de manera convencional.
Sin embargo, un pequefio grupo (6%), a pesar
de recibir una considerable cantidad de com-
primidos diarios de calcio y calcitriol, cum-
pliendo adecuadamente con la prescripcion
meédica, presentaba hipocalcemia sintomatica
con internaciones reiteradas y en algunos ca-
sos litiasis renal. Estas situaciones graves, de

infrecuente presentacion, constituyen un ver-
dadero desafio terapéutico.

La teriparatida, farmaco con accién ana-
bdlica ésea, estd indicada en el tratamiento
de la osteoporosis severa o con alto riesgo de
fracturas, por un lapso maximo de 24 meses.
El uso en pacientes con hipoparatiroidismo es
de reciente data.’ Los primeros estudios se
adscriben a Winer, quien utilizé PTH1-34 en
una poblacion de pacientes con hipoparatiroi-
dismo de distintas etiologias.? Otros autores
publicaron recientemente sus experiencias
con el uso de PTH1-84.% Teniendo en cuenta
estas experiencias previas, se inicia a partir
del afo 2006 el tratamiento con PTH1-34 en 8
pacientes de los 132 con hipoparatiroidismo.

En este estudio observamos mejoria de la
calcemia con el uso de PTH1-34, coincidien-
do con los estudios pioneros de Winer y cols.”
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En nuestra experiencia, la dosis de calcio,
calcitriol y teriparatida se adecuaron a la gra-
vedad de cada caso con el fin de mantener la
calcemia. La utilizacion del dispositivo, que se
encuentra disponible para tratamiento de la
osteoporosis con dosis prefijada de 20 pg, fue
una limitante para individualizar y dividir la do-
sis de teriparatida, sin embargo se pudo llevar
a una dosis minima de 10 pg al fraccionarla
en jeringas de menor volumen como las utili-
zadas para insulina. Las pacientes recibieron
entre 1y 4 aplicaciones por dia y la dosis va-
ri6 entre 20, 20-40 pg/dias alternos y 40 pg/dia
(en 20 pg cada 12 horas o 10 pg cada 6 horas).
Winer describié que el uso de 2 dosis diarias
de PTH1-34 lograba mayor estabilidad de la
calcemia con menor dosis diaria de medica-
cién. En una reciente investigacién propuso la
administracion de teriparatida mediante una
bomba de infusion pulsatil, postulando que
seria la forma mas fisiolégica, con la que ob-
tuvo descenso del 50% de la calciuria, con dis-
minucién del 65% de la dosis de PTH (de 37+14
pg/dia con dos dosis diarias a 13+4 pg/dia con
bomba de infusién).®®

El estudio de Rubin con PTH1-84, de vida
media mas prolongada, muestra que con este
tipo de hormona paratiroidea se obtiene una
buena respuesta de la calcemia con una apli-
cacion cada 24 o 48 horas.®

Las pacientes de este estudio no solo me-
joraron la calcemia, también disminuyeron en
forma significativa las cantidades de calcio y
calcitriol que, con el uso asociado a teripara-
tida, fueron similares a las del grupo control.
Cuando se ajustd la dosis diaria de ambos
farmacos por la calcemia se advirtio que en el
grupo GPTH requirieron menores aportes de
calcio y calcitriol, lo que implica una mejoria
con el tratamiento en esta poblacién. El hipo-
paratiroidismo, de mayor gravedad, pasé a
ser un cuadro mas leve, similar al de aquellos
pacientes con buena respuesta al tratamiento
convencional. La reduccion de las dosis dia-
rias de calcio y calcitriol fue descripta en los
trabajos con PTH1-84, en los cuales se com-
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probdé disminucién significativa del 75 y 50%
del aporte de calcio y 30 y 73% de calcitriol
segun las experiencias de Rubin y cols. y Si-
jaker.'%" En un caso reportado con PTH1-34,
los suplementos de calcio, calcitriol e hidro-
clorotiazida fueron suspendidos a los 2 meses
de inicio del tratamiento con teriparatida.'

Si bien no se midié en forma obijetiva, las
pacientes que continuaron en tratamiento refi-
rieron mejoria de su calidad de vida en funcion
de la menor toma de comprimidos diarios, y
la disminucién de las internaciones por hipo-
calcemia al recibir teriparatida.

El tratamiento con PTH recombinante en
pacientes con osteoporosis moviliza los mar-
cadores de remodelado 6seo de una manera
bifasica: elevaciéon en los primeros meses o
afos y luego descenso y normalizacién.® En
esta poblacién con hipoparatiroidismo se ob-
servaron similares variaciones. En el estudio
de Winer, los marcadores de resorcion au-
mentaron en los dos primeros afios y luego se
normalizaron; otra investigacion evidencié au-
mento de la fosfatasa alcalina, N-telopéptidos,
piridolina y deoxipiridolina en los primeros 12
meses que luego descendieron, con excep-
cioén de los niveles de osteocalcina, durante la
terapia con PTH1-34.7® Los trabajos a 4 afos
con PTH1-84 arrojaron resultados coinciden-
tes: aumento de los marcadores de remode-
lado con pico a los 6-12 meses, descenso
subsiguiente y normalizacién de los valores
a los 30 meses." En nuestra experiencia, la
metodologia de los marcadores bioquimicos
de remodelado 6seo fue variable debido a los
cambios implementados por el laboratorio en
el periodo del estudio. Sin embargo, nuestras
observaciones coincidieron con los trabajos
prospectivos: elevacion de marcadores en los
primeros afos, tanto de formacion (fosfatasa
alcalina) como de resorcién ésea y estabiliza-
cién posterior.

La evaluaciéon de la respuesta 6sea me-
diante densitometria fue dispar en nuestra
poblacion; las pacientes tenian un rango de
edad variable y se encontraban en diferentes
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etapas de la vida (premenopausia, perime-
nopausia y posmenopausia). Las mujeres en
premenopausia, con densitometria 6sea nor-
mal, la incrementaron luego del tratamiento
con PTH1-34; esto podria deberse a la acciéon
sinérgica de PTH con los estrégenos endége-
nos. Lo contrario se observd en una mujer que
ingreso en el periodo de la perimenopausia y
se comprobé un alto remodelado éseo y acen-
tuada disminucion de la DMO en CL y CF, si-
tuaciéon que se revirtié al disminuir la dosis de
teriparatida. Este caso ilustra la necesidad de
seguimiento de esta poblacién con DMO para
ajustar el esquema terapéutico. Las pacientes
en menopausia presentaban en la evaluaciéon
inicial distintos grados de pérdida de masa
6sea. Se observo incremento de la DMO en
una paciente con osteoporosis y dos mujeres
con osteopenia conservaron valores estables
de densidad mineral durante el tiempo de ob-
servacion. En el estudio de Winer (18-70 anos)
no se encontraron diferencias significativas en
la densidad mineral 6sea (medida en CL, CF,
radio y cuerpo entero) entre el grupo tratado
con PTH1-34 y el grupo convencional durante
los 3 afios del estudio. Sin embargo, los tra-
tados en forma convencional presentaron au-
mento gradual en el cuerpo entero mientras
que el grupo PTH1-34 present6 una disminu-
cién en el tercio distal del radio. En CF aumen-
t6 en ambos grupos, siendo significativo en el
grupo tratado con PTH.” Rubin, en el estudio
a 2 afioscon PTH1-84 en dias alternos, en una
poblacion heterogénea en edad (rango: 25-68
afnos) con DMO normal o supranormal, descri-
be un aumento de densidad 6sea en columna
lumbar y no advierte cambios en la DMO del
cuello femoral.® Tal vez las respuestas sean
variables teniendo en cuenta la edad de los
individuos, la etapa de la vida en la cual se
desarrolla el hipoparatiroidismo y el antece-
dente de osteoporosis, por lo cual concluimos
que el seguimiento mediante DMO es reco-
mendable, sobre todo en las pacientes que se
encuentran en el periodo de la perimenopau-
sia o de la menopausia, y en la poblacién con

Kitaigrodsky AV y col.: Hipoparatiroidismo:
tratamiento con teriparatida

valores de DMO descendidos al inicio de este
tratamiento.

Las variaciones observadas en la densito-
metria ésea se correlacionan con los estudios
de microarquitectura 6sea en pacientes con
hipoparatiroidismo tratado con PTH1-34 o
PTH1-84. Se describen en la histomorfome-
tria aumento del volumen de hueso trabecular
e incremento del nimero de trabéculas con
disminucién de la separacién intertrabecular.
El grosor cortical se mantiene, pero se incre-
menta la porosidad. En forma integrada, el
tratamiento con PTH incrementa el hueso tra-
becular y la “trabecularizacién” del hueso cor-
tical, transformando el bajo/normal recambio
6seo en un estado de alto recambio, coinci-
diendo con el inicial aumento de los marcado-
res bioquimicos referidos.'>

Los efectos adversos fueron escasos en
la mayoria de las pacientes; sin embargo, una
de ellas debié suspenderlo por intolerancia:
presentaba hipotension, dolores lumbares,
nauseas y vomitos. Las otras pacientes no
presentaron complicaciones. En el estudio a
3 anos de tratamiento con PTH1-34, Winer
no observé diferencia significativa en la inci-
dencia de efectos adversos entre ambos gru-
pos, incluida la hipercalcemia. Con PTH1-84,
Rubin describe que la hipercalcemia fue poco
frecuente (4% de las mediciones) y se corrigié
al ajustar las dosis de calcio y calcitriol.5”

El hipoparatiroidismo permanente es una
enfermedad croénica, los pacientes que nece-
sitan teriparatida lo haran por tiempo prolon-
gado o incluso de por vida y poco se conoce
sobre efectos adversos a muy largo plazo. En
este estudio, la mayoria de las pacientes con-
tindan con el tratamiento, algunas de ellas por
7 anos sin presentar complicaciones de im-
portancia. El uso de teriparatida para osteo-
porosis se ha limitado a 18-24 meses debido a
la aparicion de osteosarcoma en los estudios
de toxicidad farmacolégica en ratas. Como
analizaron distintos autores, esto no es tras-
ladable en forma lineal a seres humanos por
varios motivos: las dosis utilizadas de PTH en
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experimentacién fue 200 veces mayor que la
dosis terapéutica recomendada en seres hu-
manos, durante un tiempo equivalente al 90%
de su expectativa de vida en un hueso con
respuesta farmacoldgica exagerada, debido a
diferencias en la fisiologia 6sea.®'®

En mas de 10 anos de experiencia en el
tratamiento de la osteoporosis en seres hu-
manos no ha habido aumento en la incidencia
de osteosarcoma.’® Por otro lado, los pacien-
tes con osteoporosis tienen niveles normales
de PTH, a diferencia del hipoparatiroidismo,
donde se esta reemplazando la hormona en-
ddégena insuficiente. Avalando esta hipétesis
se reporta en la literatura el caso de una mujer
con hipoparatiroidismo por mutacién activan-
te del receptor de calcio, que recibié PTH1-34
durante 14 ahos, desde los 6 afios; aunque no
pudo evitarse el desarrollo de nefrocalcinosis,
mantuvo un crecimiento normal y no presenté
fracturas ni aparicién de osteosarcoma.?

En el dltimo ano se han producido avan-
ces significativos en este tema vy, reciente-
mente, en enero de 2015, la Food and Drug
Administration (FDA) aprobé el uso de PTH
(Natpara®, PTH1-84) para aquellos pacien-
tes con hipoparatiroidismo grave, advirtiendo
que —por el riesgo potencial de osteosarcoma,
descripto en animales y desconocido en seres
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humanos- solo debe ser recomendado para
aquellos pacientes cuya calcemia no pueda
ser controlada con el tratamiento convencio-
nal y en quienes el beneficio supere el riesgo
potencial.?!

El tratamiento con PTH permite lograr
valores adecuados de calcemia con reduc-
cién significativa de los requerimientos de
calcio y calcitriol, mejoria de la calidad de
vida y buena tolerancia. Teniendo en cuenta
estas consideraciones, se plantea el uso de
teriparatida como terapia de reemplazo en el
hipoparatirodismo grave cuando el tratamien-
to convencional sea insuficiente. Se considera
importante evaluar la densidad mineral con-
siderando las variaciones de la biologia ésea
segun la edad de los pacientes.

Las reacciones adversas en general son
escasas. La teriparatida (disponible en nues-
tro medio) y la PTH1-84 son opciones de te-
rapia sustitutiva en pacientes con hipoparati-
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tratamiento convencional.
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Summary

This study analyze the effect of protein
restriction on bone remodeling in mandibular
condylar process and its impact on longitudi-
nal bone growth, and compare this responses
to that on the proximal tibia in growing rats.
Wistar rats of 21 days were assigned to one
of the following groups: control (fed a regular
hard diet ad libitum) and experimental (fed a
hard diet lacking protein ad libitum). Animals
were euthanized five weeks after. Both bones
were obtained and fixed in 10% formalin; the
mandibles were hemisected at the symphysis.
Remaining soft tissue was removed. Meta-
llic landmarks were placed in the mandibular
foramen of each hemimandible. The hemi-
mandibles were radiographed in order to per-
form cephalometric studies. Tibial and condy-
lar process length was recorded. Sections of
the tibial metaphysis and mandibular condyle
were obtained and stained with hematoxylin-
eosin and toluidine blue. Histomorphometric
determinations were performed on histologic
sections of tibia and condylar process sub-
chondral bone of both groups: protein re-
stricted and control animals. The length of the
tibia and the condylar processes was signifi-
cantly lower in the experimental group. The
histomorphometric analysis showed that the
experimental group exhibit a significant de-

crease in bone formation surfaces associated
with an increase in bone surfaces covered
with lining cells in the tibia, and concomitant
with an increase in bone resorption surfaces,
in the condylar process. Tibia and condylar
process bone volume was significantly lower
in the experimental group. In summary, severe
protein undernutrition inhibits osteogenesis in
the bone remodeling process in the tibia and
mandibular condyle.

Key words: protein restriction diet, bone
growth, histomorphometry, endochondral os-
sification.

RESPUESTAS DEL PROCESO CONDYLAR
MANDIBULAR Y DE LA TIBIA A LA RES-
TRICCION PROTEICA. ESTUDIO HISTO-
MORFOMETRICO EN RATAS EN CRECI-
MIENTO.

Resumen

Este estudio analiza el efecto de la desnu-
tricion proteica en la remodelacion ésea y en
el crecimiento longitudinal del céndilo man-
dibular, y comparamos esta respuesta con la
observada en la metéfisis proximal de la tibia
de ratas en crecimiento. Ratas Wistar de 21
dias de edad fueron distribuidas en dos gru-
pos denominados control (alimentados con

* Direccion postal: Av. Benjamin Ardaoz 800 (4000), San Miguel de Tucuman. Tucuman. Argentina.
Correo electrdnico: juan.garat@odontologia.unt.edu.ar
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dieta dura regular ad libitum), y experimental
(alimentados con dieta dura restringida en
proteinas ad libitum). Los animales fueron
sacrificados a las cinco semanas del inicio
del experimento. Ambos huesos fueron dise-
cados, fijados en formol al 10%, los tejidos
blandos fueron eliminados y las mandibulas
fueron divididas en la linea media. Marcas me-
télicas fueron colocadas en el agujero mandi-
bular y las hemimandibulas fueron radiogra-
fiadas para realizar estudios cefalométricos.
Se registraron la longitud del proceso condilar
y de las tibias. Posteriormente se realizaron
cortes longitudinales del proceso condilar y
de la metafisis de la tibia y se colorearon con
hematoxilina-eosina y azul de toluidina. Los
cortes fueron analizados al microscopio 6p-
tico y sometidos a analisis histomorfométrico.
La longitud de las tibias y del proceso condilar
fueron significativamente menores en el grupo
experimental. El analisis histomorfométrico
mostré que el grupo experimental presenta
una reduccion significativa de las superficies
de formacién 6sea asociadas a un incremento
de las superficies cubiertas por osteoblastos
inactivos en las tibias y de las superficies de
reabsorcion 6sea en el proceso condilar. El
volumen 6seo resultd significativamente me-
nor en ambos huesos en el grupo experimen-
tal. En sintesis, la restriccién proteica inhibe
la osteogénesis en la tibia y el céndilo man-
dibular.

Palabras claves: restriccion proteica, creci-
miento &6seo, histomorfometria, osificacion
endocondral

Introduction

Protein undernutrition in third world coun-
tries is associated to weaning in an extremely
poor environment constituting a serious public
health problem. It occurs rapidly as a result of
protein deficient diets based almost solely on
carbohydrates, negatively influences the pon-
deral curve, and therefore the growth curve of
the child.™?

responses to a protein restriction diet

It is well documented that bone formation
during growth is related to several factors
such as heredity, functional and environmental
factors.®* Environmental factors include nutri-
tional deficiencies, which may appear during
growth and affect bone development causing
marked variations in bone shape and size.>*®

Dietary proteins are essential to the bio-
synthesis of organic matrix of bone tissue
and to the different factors involved in endo-
chondral ossification. There is evidence that
longitudinal bone growth is regulated by sys-
temic factors, such as growth (GH), thyroid,
sexual, and calciotropic hormones (PTH and
vitamin D),® and others such leptin, which is se-
creted by adipocytes.” During fetal and post-
natal growth, there is a close relation between
the overall nutritional status and longitudinal
bone growth. Protein deprivation decreases
GH production and the quantity of GH recep-
tors in the liver, as well as liver production and
plasma concentration of IGF-1 in growing rats,
since IGF-1 production is associated with
amino acid bioavailability,®® thus resulting in
impaired longitudinal bone growth. In this re-
gard, there are a number of studies on the ef-
fects of undernourishment on development of
long bones and mandibular condylar process,
focused primarily on the epiphyseal growth
plate.

It is well documented that protein depriva-
tion affects the expression of the insulin like
growth factor receptor, total height, as well
as the number of chondrocytes per column in
the proliferative and hypertrophic zones of the
growth cartilage and the size of hypertrophic
chondrocytes.5>10-12

In addition to causing morphological al-
terations in the epiphyseal cartilage in the
rat, protein deprivation after weaning leads to
low body weight,>'°!" lack of mandibular and
craneofacial development,’®™ and decreased
long bone length.™ This suggests that protein
malnutrition causes alterations not only in the
epiphyseal growth plate but also in subchon-
dral bone remodeling.
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Whether mandibular condylar process
and axial or periphereal skeleton respond
similarly to systemic bone loss remains a
subject of controversy. There are reports in
the literature of the effects of protein under-
nutrition on condylar fractures' and on the
expression of insulin like growth factor re-
ceptor in the condylar cartilage.

In the other hand it is well documented
that there is an association between protein
deprivation and osteoporosis, systemic bone
mineral density (BMD) and alveolar bone
BMD, this association seems to be inferior in
alveolar bone, compared with that observed
in other skeletal sites."

In this context, it is necessary to pointed
out that mandibular condylar process like
alveolar bone are subjected to intermittent,
abrupt and heavy forces during mastication.

However, to the best of our knowledge,
there are no studies of the effect of protein
undernutrition on the subchondral bone re-
modeling and on growth of the mandibular
condylar process compared with tibia, nor

responses to a protein restriction diet

about its implications in facial development.

Based on the above, the aim of the pre-
sent experimental work was to assess, using
radiographics and histomorphometric me-
thods the influence of chronic protein restric-
tion diet in longitudinal bone growth of man-
dibular condylar process, and bone activity
in the subchondral region of the mandibular
condylar process, and compare this response
to that on the proximal metaphysis of tibia in
growing Wistar rats. In addition, the effects of
longitudinal condylar growth is analyzed in re-
lation to facial development

Materials and methods

Twenty Wistar rats were used. The ani-
mals were weaned at the age of 21 days and
assigned to one of the following groups: con-
trol group (n=10) fed ad libitum a biosynthetic
regular hard diet, and protein restricted (PR)
group (n=10) fed ad libitum a biosynthetic
hard diet with lower protein content (7%)
(Table 1).

Table 1. Centesimal chemical composition per substance expressed as a percentage (%) of chow fed to
control and protein-restricted animals in the present study.

Controls Protein -restricted
Proteins (casein) 21 7
Carbohydrates (corn starch) 60 74
Fat (corn oil) 13 13
Vitamin mixture (ICN, Biomedicals, Inc., Ohio, USA) 2.5 2.5
Salt mixture (ICN, Biomedicals, Inc., Ohio, USA) 3.5 3.5

Body weight and food consumed by all
the animals were recorded throughout the
experiment.

Five weeks after (rats aged 8 weeks) the
animals were euthanized, the mandibles and
tibia were carefully dissected and fixed in
10% formalin, after which the soft tissue was
removed.

The National Institute of Health Guidelines
for the Care and Use of Laboratory Animals
(NHI publication 85-23 Rev. 1985) were fo-
llowed. In order to perform the radiographic
study, the mandibles were hemisected at the
symphysis.

Metallic landmarks consisting in L shaped
0.2 mm steel ligature wires were placed in
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the mandibular foramens of one hemimandi-
ble of each rat (Figure 1).'® The marked hemi-
mandibles were positioned laterally on the film
alongside a 10 mm

=

Figure 1. Reference points defined on the lateral
roentgenograph of the mandible. A. Position of
markers in the mandibular foramen. B. Fovea pteri-
goidea.

LIkl
[ "y
. b
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The marked hemimandibles were posi-
tioned laterally on the film alongside a 10 mm
long wire and radiographed using standard
X-ray equipment at 70 kV and 8 mA, 0.3
second exposure time; the focus to film dis-
tance was 40 cm. Reference points were
marked on paper tracings of the projected
image of the radiographs (x7 magnification)
in order to determine the length of the con-
dylar process (Figure 1). Following, the tibia
and hemimandibles were decalcified in 10%
EDTA, pH=7.2 and processed following rou-
tine procedures for embedding in paraffin.
Longitudinal sections were obtained at the
level of the mandibular condyle and proxi-
mal metaphysis of the tibia. Sections were
stained with hematoxylin-eosin and toluidine
blue for histomorphometric determinations
(Figures 2 and 3).

Figure 2. Diagram of a longitudinal tibia section.
The studied area was determined as follows: lines
a and b were drawn parallel to the longest axis of
the bone, and tangential to the intersection of the
growth cartilage with the cortical plates. Line ¢ was
drawn tangential to the lower of the growth carti-
lage and perpendicular to lines a and b; points A
and B were thus determined at the intersection of
line ¢ with lines a and b respectively. Segment AB
was divided into three equal segments: AC, CD,
and DB. Segment CG was drawn parallel to lines a
and b, through point C, and segment DF was drawn
similarly, through point D; both segments were 7
cm long. Segment GF was drawn through point G,
parallel to AB. The histomorphometric study was
performed on area CDFG.

Figure 3. Diagram of a sagittal section of the man-
dibular condylar process. The studied area was
determined as follows: lines a and b were drawn
tangential to the upper anterior and lower posterior
borders of the mandibular condylar process. Line ¢
was drawn tangential to the upper border and per-
pendicular to the longitudinal axis of the mandibu-
lar condilar process, thus determining points A and
B at its intersection with lines a and b respectively.
Segment AB was divided into three equal parts:
AC, CD, and DB. Segment CE was drawn through
point C, parallel to line a, and segment DF was
drawn parallel to segment CE through point D; both
segments were 7 cm long. Segment EF was drawn
through point E, parallel to AB. The histomorpho-
metric study was performed on the area CDFE.
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Tibia length was measured with a precision
caliper, using the intercondyloid eminence and
the medial malleolus as a reference points.

The length of the condylar process was de-
termined on paper tracings of the radiographs
of the hemimandibles (Figure 1), according to
a method described elsewhere.®

Histomorphometric determinations

The following parameters were measured
in mandibular condyle subchondral bone and
tibia of control and protein restricted animals
following standard stereological methods.'”
1. Trabecular surface covered by osteo-

blasts (Obl S/BS%): indicating active
bone formation.

2. Trabecular surfaces with resorption areas
(with or without osteoclasts) (RS/BS%):
indicating bone resorption.

3. Trabecular surface covered by lining cells
(Flat Obl S/BS%): indicating bone at rest.

4. Trabecular bone volume to total volume of

responses to a protein restriction diet

the measured area (BV/TV%).

Experimental data were expressed as
mean=SD.

Single comparisons between groups were
assessed by Student’s t test.

Differences were considered significant
if p<0.05.

Results
Body Weight

A slight increase in body weight was ob-
served in both groups throughout the first ten
days of the study, after which no further in-
crease was detected in the PR group.

Body weight was significantly lower in PR
rats as compared to controls at the end of the
experimental period (Figure 4).

There was no significant difference in the
amount of food consumed between the con-
trol and PR groups (Figure 5).
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Figure 4. Body weight of control and protein-
restricted groups. *p<0.05. Students t test.

Figure 5. Food consumption in controls and pro-
tein restricted groups.
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Histomorphologic analysis

The tibia and condylar process histologic
sections of control animals exhibited normal
bone trabeculae as regards number and thick-
ness. The primary trabeculae had a cartilage
core and mostly cuboidal osteoblasts on their
surface (Figures 6 and 7).

Sections corresponding to protein restrict-
ed group showed alterations in the subchon-
dral bone of the proximal metaphysis of the
tibia and of the condylar process, exhibiting
fewer, shorter, and thinner bone trabeculae
compared to those observed in control sec-
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tions. In addition, none of the sections of
the protein restricted group presented bone
trabeculae with a stained cartilage core, nor
osteoid on their surface. The few osteoblasts
that were encountered failed to exhibit the
typical cuboidal shape, and were irregular.

Angiogenesis was clearly evident in the
condylar process; a large number of tra-
beculae had no lining cells on the surface.
The number of osteoclasts was mark-
edly higher, but no differences in osteo-
clast morphology were observed between
the control and protein restricted groups
(Figures 8 and 9).

X B

Figure 6. Light micrographs of trabecular tibial
bone in control animals, showing cuboidal os-
teoblasts with rich cytoplasm on the osteoid
layer along the bone surface . The trabeculae
shows a methachromatic cartilague core. Toluidine
blue 40x.

Figure 7. Light micrographs of the subchondral
bone in condylar process in control group show-
ing normal bone trabeculae in terms of number and
thickness. Cuboidal osteoblasts can be observed
along the trabecular bone surface. Hematoxylin
and eosin 10x.

Figure 8. Light micrographs of trabecular tibial
bone in protein-restricted animals showing thin
trabeculae without osteoid and osteoblastic cells.
Note the absence metachromasia in the center of
the bone trabeculae. Toluidine blue 40x.

Figure 9. Condylar process in the protein-restricted
group showing thin and disorganized trabeculae.
Osteoid and typical osteoblastics cells cannot be
observed. Angiogenesis was clearly evident. He-
matoxylin and eosin 10x.
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Tibia and mandibular dimensions

The length of the tibia was significantly
lower in PR group (Control: 28+1 mm vs.

responses to a protein restriction diet

hibited a statistically significant decrease in
bone formation surfaces, associated with an
increase in bone areas covered with lining
cells. Bone volume was significantly lower in

the protein restricted group.

A statistically significant decrease in bone
formation surfaces covered with active osteo-
blasts associated with an increase in bone re-
sorption surfaces was observed in the condy-
lar process of protein restricted animals.

Bone volume was significantly lower in
this group.

The results of the morphometric study are
summarized in Tables 2 and 3.

PR: 25+0.7 mm; p<0.05).

The condylar process length in tra-
cings was significantly shorter in PR animals
(Control: 21+2 mm vs. PR: 17+3 mm; p<0.05).

Histomorphometric analysis
The histomorphometric analysis of bone

activity in the proximal metaphysis of the tibia
showed that the protein restricted group ex-

Table 2. Histomorphometric determinations in the tibia accodring differents diets (Mean + SD).

Controls Protein restricted Student’s t test
Obl S/BS% 68+6 18+14 p<0.05
Flat Obl S/BS% 20+7 59425 p<0.05
RS/BS% 1216 24415 ns
BV/TV% 60+10 30+10 p<0.05

Obl S/BS%: Trabecular surface covered by osteoblasts, indicating active bone formation. Flat Obl S/BS%:
Trabecular surface covered by lining cells, indicating bone at rest. RS/BS%: Trabecular surfaces with resorp-
tion areas (with or without osteoclasts) Indicating bone resorption. BV/TV% : Trabecular bone volume to total
bone volume of the area measured ratio.

Table 3. Histomorphometric determinations of the condylar process accodring differents diets (Mean + SD).

" Controls Protein restricted Student’s t test
Obl S/BS% 55+19 18+9 p<0.05
Flat Obl S/BS %. 15+7 1245 NS
RS/BS %. 24+7 70+9 p<0.05
BV/TV% 70+6 20+3 p<0.05

Obl S/BS%: Trabecular surface covered by osteoblasts, indicating active bone formation. Flat Obl S/BS%:
Trabecular surface covered by lining cells, indicating bone at rest. RS/BS%: Trabecular surfaces with resorp-
tion areas (with or without osteoclasts) Indicating bone resorption. BV/TV%: Trabecular bone volume to total
bone volume of the area measured ratio.
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Discussion

The results obtained in the present work
show that dietary protein deficiency following
weaning causes alterations in subchondral
bone remodeling in the tibia and mandibular
condylar process; these alterations are cha-
racterized by a decrease in bone surfaces
covered by active osteoblasts, indicating a
severe decrease in bone formation.

Protein undernutrition induced by feeding
weanling rats a diet lacking in proteins re-
sults in bone growth arrest and alterations in
the size and biomechanical properties of the
mandible and long bones.™®'*1® A number of
histomorphometric studies of the epiphyseal
cartilage have demonstrated height and cell
density of the proliferative and hypertrophic
zones to be decreased.5'*'" Nevertheless,
how and to what extent protein malnutrition
affects subchondral bone remodeling in long
bones and the mandibular condyle remains to
be clarified. In the present study the percen-
tage of protein in the diet of the experimental
group, as well as weight loss achieved in PR
group are consistent with those reported by
other authors. 12131518

Our results showed that dietary protein
deficiency clearly alters the bone remodeling
process. According to the histomorphometric
study of subchondral bone activity in the tibia,
these alterations feature a statistically signifi-
cant decrease in trabecular surfaces covered
with active osteoblasts, associated with an
increase in bone surfaces covered with lining
cells. However, no significant differences in
trabecular surfaces with resorption areas were
observed between groups. These results may
indicate that dietary protein deficiency would
cause that the osteoblast precursor cells fai-
lure to differentiate to active osteoblasts. This
alteration in cell differentiation would have a
negative impact on osteogenetic activity, and
its most immediate, obvious consequence is
the significant decrease in BV/TV. However,
it also has a direct effect on bone growth, as

responses to a protein restriction diet

evidenced by the significant difference in tibia
length of control and experimental animals.

Longitudinal growth of long bones is
mainly due to endochondral ossification
of the epiphyseal growth plate. Firstly, it is
essential that chondrocytes proliferate in this
cartilage as a result of mitotic activity in the
proliferative zone. Secondly, they must di-
fferentiate by changing in shape and volume
in the hypertrophic zone, and finally terminal
chondrocyte maturation and vascular invasion
must take place.'" Hypertrophic chondrocytes
synthetize vascular-endothelial growth fac-
tor (VEGF), which promotes vascular invasion
prior to ossification,' and core binding factor
a 1 (Cbfa 1), a transcription factor that is es-
sential for cells differentiation from osteopro-
genitor cells to osteoblasts.? It is well docu-
mented that protein undernutrition severely
affects gene expression, protein synthesis,
and cell differentiation.?" It is therefore likely
that in the present study, protein restriction af-
fected chondrocyte proliferation and differen-
tiation at the end of the cell cycle, and during
the transition to hypertrophic chondrocytes.®
Given that hypertrophic chondrocytes express
high levels of RNAm for VEGF'®, alterations in
their differentiation would imply alterations
in vascular invasion in the active ossification
zone. Undoubtedly, this situation would alter
the microenvironment that osteoblast precur-
sor cells require to differentiate and begin to
synthetize organic matrix. Hypertrophic chon-
drocytes also synthetize Cbfa1.%2 |t has been
demonstrated that a lack of this factor leads
to a total lack of bone formation in mice, since
osteoblast maturation is blocked.? It is highly
probable that synthesis and secretion of these
factors was inhibited or altered in the present
study, contributing to failure of osteoblast pre-
cursor cells to complete differentiation to ac-
tive osteoblasts.

The condyle is the main growth center
of the lower jaw. The present study showed
that the decrease in bone formation surfaces
in subchondral bone of the condyle in the
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protein restricted group was associated with
an increase in erosive surfaces, whereas ac-
quiescent surfaces were not significantly diffe-
rent compared to those of the control group.
Our results indicate that protein undernutri-
tion affects bone remodeling in the condyle
and in the tibia through different mechanisms.
However, its impact on bone growth is simi-
lar, as shown by the finding that the condy-
lar process was significantly smaller in the
protein-restricted group. The increase in ero-
sive areas in bone tissue under conditions of
protein undernutrition may be explained by
the fact that osteoblasts play a mayor role in
their onset.?® Thus, the increase observed in
bone resorption surfaces may be due to da-
mage to the osteoblasts, which in turn may re-
lease soluble mediators of bone resorption,*
or lose contact with the bone surface as was
observed in the present study, resulting in the
presence of erosive surfaces.?® Although a
quantitative analysis of the osteoclast popu-
lation was not performed, the presence of
functional, well-differentiated osteoclasts in
the mandibular condyle under conditions of
severe protein undernutrition was evident. It
could therefore be inferred that osteoclasto-
genesis regulation in protein-deprived animals
may be affected by other factors, besides
osteoblast-osteoclast interaction mediated by
RANK-RANKL (receptor activator of nuclear
factor-Kappa B-RANK ligand) *¢ and TGFL,
(transforming growth factor 1) associated
to an increase in RANK RNAm and protein.?”
In addition, hypocalcemia, which is typically
associated with protein undernutrition and is
caused by a decrease in calcium-transpor-
ting blood proteins, may induce an increase
in osteoclast number and bone resorption
surfaces, probably via parathormone?®. How-
ever, further studies are needed to elucidate
the underlying mechanisms of the effects of
protein undernutrition on physiological bone
remodeling. According to the results obtained
in this study, isocaloric protein restriction not
only negatively affects the growth curve of the
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child, but also it could be stated that a lack
of development of the condylar process in
malnourished children may be found. In this
context these changes could have an imme-
diate impact on facial development. During
normal facial growth the mandibular symphy-
sis moves down and forward with respect to
the other facial structures along the Rickett’s
facial axis.?®3° This movement is the result of
vertical and sagittal growth vectors. However,
the vertical growth vector has a crucial effect
on the sagittal (anteroposterior) growth direc-
tion of the mandibular symphysis. This growth
pattern results from the descent of the glenoid
fossae and, essentially, from the increase in
condyle length®®. The development of both
components compensates simultaneously the
vertical growth of the upper jaw and the up-
per alveolar process as well as of the lower
alveolar process.3?®" In this context the lack of
development of the condylar process in un-
dernourished subjects, may alter the normal
pattern of facial growth. This alteration could
be characterized by the loss of vertical control
and the loss of the spatial position of the man-
dible with respect to the base of the skull, a
growth pattern characterized by a downward
and backward displacement of the mandibu-
lar symphysis and a posterior rotation of the
mandible with an increase in the angle to the
base of the skull and a downward inclination
of the occlusal plane, resulting in a dolicho-
facial growth pattern. Under these conditions
in which there is a marked occlusal curve it
would be plausible to posit that the lower inci-
sors would drift upward and forward to com-
pensate the posterior rotation of the mandible.
In addition, it is likely that the lack of condy-
lar growth would result in premature occlusal
contact, thus an anterior open bite could be a
frequent finding in this type of nutrition defi-
ciency.'® Severe protein undernutrition inhibits
osteogenesis in the bone remodeling process
in the tibia and mandibular condyle having a
negative impact on stature, as well as on com-
plex processes involved in facial development.
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Resumen

Parece natural que el desarrollo de la es-
tructura resistiva de los huesos resulte de sim-
ples procesos aditivos/sustractivos de mate-
rial duro, con balances positivos 0 negativos
dependientes de una adecuada nutricién/inso-
lacién, sin necesidad de aludir a mecanismos
que orienten esos procesos en el espacio. La
misma explicacion se aplicé a los efectos de
todos los agentes osteoactivos. Esta concep-
cion erronea ha afectado la interpretacion, el
diagnéstico y el tratamiento de las osteopa-
tias fragilizantes durante mas de 4 décadas.
Los procesos referidos resultan todos de reac-
ciones bioquimicas (sistémicas, no direcciona-
les), pero también estan orientados en el espa-
cio por otros factores, biofisicos (vectoriales,
direccionales), que determinan la eficacia me-
céanica de los huesos, cuya comprension es
fundamental para el clinico. Cuatro factores
han contribuido, entre otros, a esta confusion:
el sentido comun, la sucesion de algunas no-
vedades osteoldgicas trascendentes, la difi-
cultad para analizar la organizacién bioldgica
de los esqueletos respetando los “niveles de
complejidad estructural” clasicos en Biologia,
y determinantes de orden econdémico. Este ar-
ticulo pretende contribuir a vencer esas difi-
cultades interpretativas, apoyado por algunos
avances recientes que evidencian la participa-
cién de los osteocitos como elementos “pri-
marios” de la transduccion biofisico-bioquimi-
ca en el control biomecanico direccional de las
propiedades mecanicas Oseas.

* Correo electronico: jiferretti@arnet.com.ar

Palabras clave: biomecanica 6sea, osteoci-
tos, mecanostato éseo, osteoporosis, osteo-
patias fragilizantes.

Summary

BIOPHYSICAL-BIOCHEMICAL COOPERA-
TION IN THE DIRECTIONAL CONTROL OF
BONE “STRUCTURAL QUALITY”

The development of bones” structural pro-
perties has been conceived traditionally as re-
sulting from mere additions or losses of miner-
alized tissue, with negative/positive balances
determined by biochemical (systemic) factors,
regardless of any biophysical (directional) fac-
tor that could orient spatially those processes
as required for achieving a stiff/strong struc-
ture. That misleading conception has disturbed
the interpretation of bone-weakening diseases
by clinicians during more than 4 decades, as
determined by diverse confounders, chiefly, 1.
common sense, 2. a particular historical order
in knowledge acquisition in Osteology, 3. the
difficult interpretation of abstract concepts like
the biological “levels of complexity”, and 4.
economical factors. This article aims to cope
with those difficulties, in a didactical way.
The exposed arguments are supported by
some recent developments in Osteology that
are affording growing evidence of the crucial
role of osteocytes as “primary” elements in the
process of biophysical-biochemical transduc-
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tion involved in the directional (biomechanical)
control of the mechanical properties of bones.
Key words: bone biomechanics, osteo-
cytes, bone mechanostat, osteoporosis,
bone-weakening diseases.

Recuerdo haberle preguntado una vez a
mi maestra como se las compone el esque-
leto de un nene para crecer dentro del cuer-
po, hasta la adultez. Me contesto: “Igual que
una plantita crece regandola diariamente,
un nifio también crece, si come lo que ne-
cesita, junto con su esqueleto, que lo sostie-
ne como una percha”. Todavia recuerdo esa
respuesta como una “gran verdad”, de esas
que permiten comprenderlo todo. Luego, tras
estudiar algo de Biologia Sistematica,'” ad-
verti que habria sido imaginada por la maes-
tra para disimular una inocente ignorancia.

J.L.F

Esa clase de ignorancia, compartida por
muchos profesionales, puede considerase
“inocente”, porque esta inducida por cuatro
cémplices poderosos: 1) el sentido comun;
2) la novedad; 3) el concepto de “niveles de
complejidad” y 4) la Economia. Este articulo
analizara coémo esos factores han obstaculi-
zado el conocimiento osteoldégico moderno, y
como el control de la “calidad 6sea” integra
estimulos biofisicos y respuestas bioquimicas.

A. LOS “CUATRO COMPLICES” DE LA IG-
NORANCIA

1. El sentido comun

En un alméacigo de cebada, bien regado
e iluminado artificialmente desde arriba, las
plantitas creceran verticalmente, simulan-
do un felpudo. Pero, moviendo la ilumina-
cién a un costado, se desviaran todas, como
“peinadas” hacia alli. lluminandolas luego des-
de otro lado, las plantitas ya anguladas se do-
blaran nuevamente, pero hacia el nuevo cos-
tado, como dibujando un simbolo de “camino
sinuoso”. ¢ Tenia razén la maestra?

En nuestra Patagonia, donde sopla viento
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fuerte predominantemente del Sudoeste, mu-
chos arboles crecen desviados en ese senti-
do, y su tallo tiene una seccién eliptica, con
el diametro mayor igualmente orientado, “opo-
niéndose” a esa deformacién. Ademas, las
nervaduras de cualquier hoja estan dispuestas
segun lo requiere el sostén de su estructura fo-
tosensible para exponerse 6ptimamente al sol.
Aqui no intervienen la lluvia ni los nutrientes del
terreno, sino la aptitud competitiva del arbol
por la luz. El trazado de una trama trabecular,
o el disefo diafisario de un hueso, ejemplifican
el mismo caso con referencia a las cargas que
deben soportar, independientemente de la nu-
tricion o del metabolismo. Esta aparente con-
tradiccion al sentido comun es facil de aclarar.

“Direccionalidad”: esa es la cuestién. Sin
direccionalidad no hay orden,” ni crecimiento
“efectivo” de ninguna estructura bioldgica que
soporte esfuerzos, como los meniscos, liga-
mentos, fascias y huesos. “Esfuerzo” significa
estrés (= carga soportada por una estructura
por unidad de area transversal a su direccion).
Y el estrés soportado por cualquier estructura
biolégica portante, que cuantifica su eficacia
mecanica, esta biolégicamente controlado en
forma direccional, segun fendmenos biofisicos
y bioquimicos. Todas las manifestaciones vi-
tales resultan exclusivamente de reacciones
bioquimicas. Pero la determinacion de la di-
reccionalidad que otorga “utilidad” a esas es-
tructuras depende criticamente de estimulos
fisicos (cargas, gradientes, campos, etc.) vehi-
culizados por vectores con puntos de aplica-
cion, intensidad, direccion y sentido.

Ciertos procesos bioquimicos, como la for-
macion de apatita a partir de Py Ca, o la cade-
na de reacciones que inicia el Wnt? igual que
la glucogendlisis o la lipogénesis, no proceden
hacia la izquierda o la derecha, ni hacia arriba
o abajo, del sitio en el que ocurren. En cam-
bio, la formacién y la destruccion de hueso en
una trama trabecular o en una corteza diafisa-
ria, que constantemente adaptan su disefio al
uso mecanico, s/ ocurren predominantemente
hacia la derecha o la izquierda, o hacia ade-
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lante o atras, orientadas naturalmente segun
las direcciones y los sentidos de los gradien-
tes locales biofisicos de estrés. Técnicamente:
los fendmenos bioquimicos, no direccionales
(representables por magnitudes escalares,
que no conllevan direccionalidad), respetan la
simetria del espacio, en tanto los fendmenos
biofisicos, direccionales (representables por
magnitudes vectoriales, que implican necesa-
riamente una direccionalidad), rompen esa si-
metria.” Normalmente, los estimulos biofisicos
son los Unicos que pueden otorgarle direc-
cionalidad a una estructura viviente resistiva a
niveles supramoleculares de complejidad. En
Osteologia, esto constituye el determinante
principal de la “calidad” 6sea (propiedad emi-
nentemente direccional), tanto para el indivi-
duo portador del esqueleto fragil, como para el
ostedlogo que debe reforzarlo. Concretamen-
te: solo la Biofisica es capaz de orientar espa-
cialmente a la Bioquimica, segun lo requiera la
Biologia, a altos niveles de complejidad estruc-
tural. Esta dualidad biofisica-bioquimica es im-
portante, aunque un tanto ambigua, porque la
(bio)quimica podria reducirse a la (bio)fisica de
los intercambios electrénicos moleculares. Por
todo esto, la adquisicion aparentemente “auto-
matica” de la direccionalidad estructural de los
huesos no siempre resulta intuitiva, y a veces
corresponde dispensar la “ignorancia inocen-
te” de los mecanismos subyacentes. De he-
cho, las siguientes situaciones evidencian que
la determinacion bioldgica de esa direcciona-
lidad esta siempre mecédnicamente orientada:

a) La diferenciacién de una célula mesen-
quimatica embrionaria hacia una generadora
de un tejido “duro” en particular, y no otro, de-
pende de la forma de estimulacién mecanica
predominante en su entorno: si esta consiste
en compresion, la célula diferenciada originara
cartilago hialino, precursor de osificacion en-
docondral; si el esfuerzo es de deslizamiento
(shear stress), se originara tejido conectivo fi-
broso, precursor de osificacion membranosa,
mientras que la falta de estimulos mecanicos,
o de una orientacioén preferencial de ellos, in-
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hibira la diferenciacién celular hacia la produc-
cion de cualquier clase de cartilago/hueso.®

b) Durante la formacion 6sea, la direc-
cionalidad de las fibras colagenas segregadas
por los osteoblastos siempre respeta la orien-
taciéon del estrés local predominante.’®'" Gra-
cias a esta “orientacién funcional interna”, el
tejido “solido” resiste mejor las cargas a lo lar-
go que al través de sus fibras (“an-iso-tropia”
- comportamiento desigual en distintas direc-
ciones a nivel de tejido).”

c) En los centros de osificacién de los
huesos embrionarios, la velocidad de la sus-
titucién de espongiosa primaria tramada por
espongiosa secundaria lamelar, y la eficacia
mecanica de su revestimiento concéntrico por
tejido compacto lamelar durante el crecimien-
to en largo (modelacién embrionaria del corti-
cal), dependen de las direcciones y las intensi-
dades de las deformaciones locales inducidas
por el entorno mecanico.

d) En el esqueleto en crecimiento y adulto,
el redisefio de las tramas trabeculares (remo-
delacion en lagunas de Howship) y de las sec-
ciones diafisarias (“drifts” modelatorios) esta
orientado por vectores locales de deformacién
dependientes del uso mecanico.' Esto otorga
un segundo grado de direccionalidad mecani-
ca (mds compleja que la del tejido), propio de
la estructura macroscépica de tramas y corte-
zas, que también resisten mejor a lo largo que
al través de su trazado -“anisotropia del dise-
fAo” del hueso.®

€) En cualquier tipo de hueso mavil, la falta
de estimulacion mecanica por el uso determi-
na la remociéon del tejido mineralizado local
por remodelacién con balance negativo™ (hue-
SO que no trabaja, se orina).

f) Huesos de distintas partes del cuerpo
(peroné, craneo, mandibula) tienen osteocitos
morfolégicamente adaptados a las clases de
deformaciones usuales que sensan,’ con sus
membranas dispuestas tendiendo a homoge-
neizar la magnitud de esos estimulos, minimi-
zando su dependencia del sitio y del modo de
deformacién involucrado.
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g) Los beneficios de la actividad fisica so-
bre la estructura dsea (casi siempre mejoras
arquitecténicas, no de calidad material)'*® di-
fieren segun el sitio y la variable afectada,®'”
y los efectos de la inactividad no son simétri-
camente opuestos a ellos.®

h) La evaluacién no invasiva de la resis-
tencia 6sea basada en indicadores de distri-
bucién del tejido mineralizado (sensibles a la
estimulacién mecanica) es mas exacta que
la basada en su grado de mineralizacion (in-
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sensible a ella).”®?° Todos estos fendmenos
reflejan una doble “direccionalidad funcional”,
microestructural/macroestructural de los hue-
sos, producto de la localizacion diferencial
biomecanicamente determinada de las reac-
ciones bioquimicas que forman/destruyen el
tejido duro.

En el nivel macroestructural (tramas, cor-
tezas; el mas importante en este caso), esa
direccionalidad resulta del trabajo regulatorio
orientado del “mecanostato 6seo”'? (Figura 1).

CARGAS HABITUALES (direccionales)

ESTRES INDUCIDO l] ESTRES DEVUELTO ESTRES DEVUELTOIl ESTRES INDUCIDO

Deformacién normal
—— , Sensado
¥ 4 \ S direccional
iil @ Sistema
esclerostina/
Mediacion @ antiesclerostina
bioquimica
RIGIDEZ ADAPTADA |de modelacion | RIGIDEZ INADECUADA |
orientada K
Sistema
@ RANK/RANKL
_ C o Sensado
@ f‘; @' direccional
Deformaciéon normal Deformacién muy baja

Perturbacion endocrino-metabdlica sistémica (no-direccional)

Figura 1. Esquema didactico propuesto para repre-
sentar la nueva concepcion referida en el articulo,
en forma integrada a nivel de tejido, que describe
la cooperacion biofisico-bioquimica naturalmente
dispuesta para coordinar tanto las respuestas me-
canicamente positivas (arriba) como las negativas
(abajo) del mecanostato, en congruencia con nues-
tro reporte previo® de la proyecciéon del trabajo
osteocitico a niveles de complejidad mas altos. La
grafica comprende: 1) la fuente natural del estrés
cotidianamente inducido a la estructura 6sea por
la carga del peso, las contracciones musculares,
etc., que produce las deformaciones sensadas
por los osteocitos (células estrelladas; estimulo
biofisico, en negro); 2) la estructura 6sea misma,
circunstancialmente inadecuada para resistir esa
clase de estimulacion (derecha), tanto por manifes-
tar una rigidez demasiado baja (arriba) como de-
masiado alta (abajo); 3) los osteocitos contenidos
en ella, con los valores anormales de deformacion
sensados (sefiales de error alta y baja, respectiva-
mente), y la consiguiente anormalidad del estrés
devuelto por el hueso como reaccion newtoniana

a la carga, que expresa su resistencia a la defor-
macion (las inadecuaciones estan marcadas todas
en rojo); 4) los osteoblastos (células azules) y os-
teoclastos (células rojas) indican las formas como
Sse propone que reaccionarian a la anormalidad re-
ferida, respondiendo (entre otros no indicados) a
los sistemas esclerostina/antiesclerostina y RANK/
RANKL/OPG (mediacién bioquimica, en verde); 5)
las modificaciones producidas en el disefio de la
estructura por el trabajo modelatorio formativo o
destructivo inducido (izquierda), sin variar la cali-
dad del tejido, que adecuarian su rigidez a las si-
tuaciones planteadas, normalizando la magnitud
de las deformaciones sensadas por los osteocitos;
6) la consiguiente normalizacion del estrés devuel-
to por la estructura (resistencia del hueso), gracias
a la direccionalidad que el sistema respeta a par-
tir de la orientacion del estimulo biofisico inicial,
supuesto un comportamiento no perturbado del
mismo (todas las readecuaciones estan indicadas
en azul) y 7) la posible intervencién perturbadora
sistémica, no direccional, del entorno endocrino-
metabdlico del esqueleto (en color pardo, abajo).
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Este sistema tiende a controlar la rigidez
estructural de los huesos integrados como o6r-
ganos (una propiedad direccional), adaptando
su disefio por orientacion local de la modela-
cién/remodelacién en funcién de la direcciéon
predominante de las minideformaciones pro-
vocadas por el trabajo esquelético, y en rela-
cién inversa con la rigidez intrinseca local del
tejido mineralizado.®?' Esa rigidez estructural
(resistencia a la deformacién) junto con la te-
nacidad estructural (resistencia a la formacion
de resquebrajaduras) del hueso-6érgano deter-
minan su resistencia estructural a la fractura
(“calidad” estructural ésea), que es la que nos
ocupa aqui.’®?? Gracias al mecanostato, las
deformaciones 6seas usuales tienden a res-
petar un maximo de 0,2% de la longitud de
reposo, 10 veces menor que la que determi-
naria su fractura (que es del 2% de esa lon-
gitud), asegurando un “factor de seguridad”
(FS) de 10, bastante constante para todos los
vertebrados. Este concepto es fundamental,
porque no conocemos otro “objetivo” biome-
canico filogenéticamente determinado para
interpretar el comportamiento esquelético,
que la adquisicién y el mantenimiento de ese
FS en todas sus regiones.?® Muy importante,
entonces: el “objetivo” de cualquier trata-
miento que pretenda mejorar la resistencia de
cualquier hueso chocara siempre con el po-
der regulatorio del mecanostato que el mismo
hueso le opondra, orientado a mantener su ri-
gidez respetando ese FS. La mayoria de las
osteoporosis, en cuanto “fragilidades osteo-
pénicas” (NIH?¥), estan determinadas, preci-
samente, por “corrimientos” de los puntos de
referencia (setpoints) del mecanostato 6seo,
que le dificultan alcanzar ese objetivo. Dichos
puntos corresponden a los valores minimos/
maximos de deformacion sensada (estimulo
biofisico), que limitan un rango, por fuera del
cual el sistema reconoce “sefales de error”
que disparan localmente la produccion/des-
truccién orientada de hueso, segun el caso
(Figura 1). En las osteopenias metabdlicas (no
por desuso), el corrimiento de los setpoints del
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mecanostato obedece a efectos no direccio-
nales (no mecanicos: endocrinometabdlicos,
“sistémicos”) sobre sus sensores (osteocitos)
o efectores (blastos, clastos), que determinan
la produccién de huesos inadecuadamente ri-
gidos, porque el sistema recibe o maneja infor-
macion falsa.>?

2. La novedad

La sorpresa es el principal condicionante
de la calidad periodistica de cualquier noticia,
y también del atractivo de cualquier novedad
cientifica, y del consiguiente entusiasmo por
su posible aplicacion clinico-terapéutica. Esta
propiedad de la “novedad” puede tanto favo-
recer como entorpecer el avance del conoci-
miento, dependiendo de su verosimilitud. La-
mentablemente, muchos pretendidos avances
del conocimiento osteoldgico sonaron pro-
misorios cuando fueron comunicados, pero
luego resultaron frustrantes. Ejemplos: la fluo-
roterapia, que hiperrigidiza el tejido mineraliza-
do, reduciendo su tenacidad e induciendo un
comportamiento “quebradizo” del hueso; los
suplementos caélcicos o calciferdlicos, que no
inducen efectos estructurales 6seos directos,
salvo en individuos deficitarios; la calcitonina,
por su baja relacion costo/beneficio y su esca-
so efecto estructural sobre la resistencia 6sea,
y los primeros bifosfonatos, por sus efectos
colaterales indeseables sobre la mineraliza-
cién y el metabolismo calciferdlico.

Esta relacion enganosa entre “novedad
llamativa” y “aplicabilidad inmediata” ha afec-
tado también los descubrimientos de muchos
mecanismos bioquimicos novedosos, que
fueron errébneamente interpretados por des-
conocerse sus derivaciones a niveles supe-
riores de complejidad biolégica, como los de
a) la remodelacién 6sea; b) los sistemas bio-
quimicos “SOST/esclerostina/antiesclerostina”
y “RANK/RANKL/OPG”, ¢) la apoptosis y d)
algunos conjuntos de relaciones funcionales
asociadas, a los que se atribuyeron caracteris-
ticas de sistemas regulatorios de propiedades
Oseas direccionales. Veamoslos por separado:
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a. La remodelacion. Descubierta por Frost
hace décadas,?® la remodelacion fue consi-
derada por otros como una simple “adicion/
sustraccion” de tejido mineralizado, expre-
sion del trabajo acoplado de osteoclastos/
osteoblastos destructores/reponedores, “en-
docrinamente regulado” (curiosa concepcion,
experimentalmente infundada). Hasta hace
pOCO se supuso que no existiria otra forma de
arreglo funcional de las células 6seas fuera de
la remodelacién, y que todas las osteopenias
y osteoporosis resultarian de un simple des-
equilibrio (metabdlico) entre formacién y des-
truccion remodelatorias de hueso, con sus
respectivas consecuencias sobre la eficacia
mecanica de la estructura ésea (imaginables,
pero nunca demostradas causalmente). Esta
falsa idea, que evoca reminiscencias de ce-
bada, vientos surefios y consultas de un fu-
turo investigador a su maestra, determiné una
errbnea asimilacion de “masa” y “resistencia”
Oseas, de corte esencialmente metabdlico (no
mecanico), que tuvo tres derivaciones poco
afortunadas: 1) la evaluacién densitométrica
de la resistencia 6sea,?” 2) la estimacion del
riesgo de fractura empleando indicadores del
turnover 6seo,?® y 3) la indicacién de produc-
tos “anti-remodelatorios” como “reforzadores
biomecanicos” 6seos, ignorando la modela-
cion, el anabolismo, el mecanostato y la “nati-
vidad biomecanica” de los huesos.

b. Los sistemas “SOST/esclerostinal/
antiesclerostina” y “RANK/RANKL/OPG”.
El reciente descubrimiento de estos sistemas,
asociados con la formacién y la destrucciéon
6sea, respectivamente, fue automaticamente
adscripto al concepto “metabdlico” de remo-
delacién -> balance de masa -> repercusion
mecanica, con intervencién exclusiva os-
teoblastica/osteoclastica. Esto fue especial-
mente notable respecto del sistema RANK/
RANKL/OPG.29:%0

Al comienzo, los efectos terapéuticos sobre
ese sistema se adscribieron “intuitivamente”
a estimulaciones/inhibiciones de solamente
blastos y clastos, sin otros elementos operan-
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tes de corte “direccional”. Es decir: se volvid
a considerar errbneamente a la remodelacién
como un proceso exclusivamente dependien-
te de factores sistémicos, y con efectos sis-
témicos, que podia inhibirse/estimularse en
cualquiera de sus dos sentidos por recursos
farmacolégicos también sistémicos. Concu-
rrentemente, se ignoraron todas las interrela-
ciones biomecanicas que vinculan a blastos y
clastos con las respuestas bioquimicas de los
osteocitos a la direccionalidad de los estimu-
los biofisicos (deformaciones = relaciones adi-
mensionales entre un cambio de longitud y la
longitud inicial, con magnitud, direccion, sen-
tido y signo) que ellos detectan y cuantifican
en forma de shear stress de sus membranas
(esfuerzo de deslizamiento producido a nivel
molecular en los canales i6nicos mecanica-
mente afectados)®-** (Figura 1).

c. La apoptosis. Antes de descubrirse
la apoptosis, la muerte celular no explicaba
la determinacion de ninguna propiedad ésea.
Luego de su advenimiento, todo parecié expli-
carse por ella, incluso los efectos beneficiosos
de agentes protectores de osteocitos y osteo-
blastos contra esa eventualidad, como estro-
genos, bifosfonatos modernos y PTH.* Hoy es
posible, sin desechar la importancia de esos
efectos no direccionales sobre células direc-
cionadoras, contemplar también el grado de
participacion (no la apoptosis) osteocitica en
la produccién de mediadores bioquimicos de
sus respuestas a estimulos mecanicos direc-
cionales, como un determinante fundamental
de los efectos mecanicos de esas drogas.

d. Relaciones funcionales incorrecta-
mente asociadas. En un nivel de complejidad
sistémico, se han descubierto distintos con-
juntos de relaciones funcionales asociadas,
que modulan o regulan diferentes variables
extraesqueléticas. A varios de ellos se les ha
atribuido erroneamente un papel “regulador”
(“regular’="someter a reglas”) de la masa 6sea
mineralizada, a través de factores humorales
no direccionales,*** vias y mediadores ner-
viosos,*® e interacciones musculo-hueso que
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pueden involucrar desde cross-talks mole-
culares®-® hasta factores genéticos pleiotro-
picos.>* Esas asociaciones funcionales pue-
den contribuir a la regulacion homeostatica
de muchas variables endocrinometabdlicas,
constituyendo sistemas que hasta podrian in-
tegrarse con el “esqueleto endocrino”, al nivel
de individuo.®® Sin embargo, y pese a la pro-
puesta participacion de algunas de esas rela-
ciones como eslabones de un “control humo-
ral, o central” de la masa 6sea mineralizada,
esos mecanismos (bioquimicos, sistémicos,
no direccionales) no tienen nada que ver con
ningun control retroalimentado de la masa ni
de la eficacia mecanica de la estructura 6sea
o muscular. De hecho, aparte de su falta de
direccionalidad, ninguno de ellos comprende
ningun vector de informacién a punto de par-
tida 6seo o muscular (realmente, no los hay)
que reporte al sistema el estado de la masa o
la resistencia de huesos y musculos (variables
que no se pueden medir biolégicamente), ni
el posible resultado de sus efectos propues-
tamente “regulatorios”. Aun si esos vectores
existieran, deberian corresponder necesaria-
mente a estimulos y/o indicadores biofisicos,
condicién excluyente para determinar su di-
reccionalidad.

3. Los niveles de complejidad bioldgica

Todas las respuestas de las estructuras vi-
vientes a estimulos biolégicos (bioquimicos o
biofisicos) resultan de reacciones bioquimicas
desarrolladas a nivel molecular. Sin embargo,
sus manifestaciones visibles pueden expresar-
se en cualquier nivel de complejidad supra-
celular (tisular, organico, sistémico, individual,
poblacional, comunitario, ecosistémico). Dos
clases particulares de estas manifestaciones
que trascienden niveles de complejidad son
importantes aqui:

e [ a generacion de propiedades “emer-
gentes”, que tienen lugar en un determinado
nivel de complejidad, sin manifestarse en su
nivel inmediato inferior. Por ejemplo: la adqui-
sicion de rigidez por el tejido 6seo, resultante
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de la mineralizacién y la disposicién espacial
de las moléculas de colageno calcificadas; o el
desarrollo de resistencia por el hueso-6érgano
por combinacion de la rigidez y la tenacidad
del tejido con su distribucién espacial.

e Asociaciones funcionales especificas
entre variables, producto del manejo de la in-
formacion circulante entre diversas partes del
sistema. Por ejemplo: cambios del disefio dia-
fisario resultantes de una respuesta modelado-
ra cortical a las cargas, cuya magnitud resulta
inversa a la rigidez local del tejido mineralizado
(relaciones de “distribucién/calidad”).?"%5-%9

Estos dos tipos de respuestas “integradas”
expresan meras interpretaciones de obser-
vadores, antes que propiedades especificas
de estructuras definidas.®® Pero ambos son
importantes, porque determinan o explican
la mayoria de los fendmenos manifestados a
nivel individual (el paciente) que interesan a los
clinicos. Por ejemplo: la determinacion biologi-
ca de la resistencia 6sea, que integra fendme-
nos bioquimicos y biofisicos dentro del esque-
ma de vida de relacién del individuo.

Veamoslo ordenadamente (Figura 1): par-
tiendo de un estimulo biofisico a nivel mole-
cular (deformacion direccional, sensada como
estrés de deslizamiento por las membranas
osteociticas), se inducen multiples respuestas
bioquimicas (no direccionales, pero si posi-
cionadas preferentemente en determinados
sitios del hueso, conforme ese sensado), que
originan cambios modelatorios (constructivos)
o remodelatorios (destructivos) en el tejido
cercano. Ese posicionamiento diferencial de
la formaciéon/destruccion local de tejido, ma-
nifestado con especificidad de sitio, configura
una modulacién biomecanicamente orienta-
da de la modelacién/remodelacién local. De
esto surge un cambio en la geometria 6sea
trabecular o cortical (disefio), que modifica
direccionalmente la rigidez y la resistencia del
hueso-6rgano.?'?26! |a resistencia 6sea direc-
cionalmente determinada condiciona, a su vez,
la aptitud del individuo como competidor espe-
cifico para aportar su genoma a la poblacién.
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Practicamente, y por la negativa: nunca
podriamos generar un fémur de conejo den-
tro de una placa de Petri, aun colocando en
ella fragmentos de tejido 6seo vivo de fémur
de conejo. Sin embargo, bien podriamos ob-
tener ese fémur sin matar al conejo, simple-
mente permitiendo que los esbozos embriona-
rios de su fémur se desarrollen naturalmente
in situ, respondiendo en forma integrada a los
estimulos del entorno metabdlico (“formador/
destructor”) y mecanico (“orientador”) de su
organismo en el sitio esquelético correspon-
diente. La diferencia entre la miserable capa-
cidad integradora de la placa y la maravillosa
aptitud biogeneradora del conejo entero, radi-
caen que, en la placa, nunca se podrian desa-
rrollar las necesarias propiedades emergentes
de la estructura, que determinarian el acceso a
los crecientes niveles de complejidad que ella
deberia alcanzar para manifestarse como un
hueso-6rgano.%? Esta restriccion fatal afecta
tanto a las reacciones bioquimicas como a la
direccionalidad de los estimulos biofisicos que
deberian orientar sus resultados.

La jerarquizacion de la direccionalidad
como determinante de la “calidad” ésea es
una cuestion no menor, teniendo en cuenta
1) que la resistencia ésea depende Unicamente
de la calidad mecanica (rigidez, tenacidad) y
del arreglo espacial (disefio) del tejido mine-
ralizado,?*®' 2) que, de esas dos propiedades,
el disefio es naturalmente muchisimo mas va-
riable (y mas sensible a los tratamientos, fisicos
o farmacoldégicos) que la calidad del material 2
y 3) que las osteoporosis no son otra cosa
que deterioros osteopénicos mecanicamente
significativos del disefio dseo.?* Entonces, en
todo estudio de fragilidad ésea debe analizar-
se la direccionalidad del disefio.

Lamentablemente, existen tantas formas
metodoldgicas de modelizar experimentalmen-
te los diferentes comportamientos descriptos,
como niveles de complejidad reconocen los re-
feridos fendbmenos. Y las modelizaciones que
debe seleccionar el investigador para cada es-
tudio limitan la interpretacion de sus resultados
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y su extrapolacién a niveles de complejidad
mas altos o mas bajos que los analizados.
Técnicamente: las conclusiones de un estudio
jamas pueden trascender los limites impues-
tos por su modelo y su disefio.

Existen dos extremos metodolégicos al
respecto: modelos reduccionistas, que es-
tudian los niveles de complejidad mas bajos
posibles, y modelos holisticos, focalizados
en los mas altos. Es facil reconocer las ven-
tajas y desventajas de estos dos estilos en
Osteologia:

® [ 0os modelos reduccionistas permiten
identificar las moléculas, organelas o células
responsables de la produccion de un efec-
to formativo/destructivo, o de un cambio del
sensado esteocitico de deformaciones. Pero
no pueden establecer como impactaran final-
mente esos efectos sobre la eficiencia de la
estructura del hueso, a menos que también
comprendan un estudio direccional de la fe-
nomenologia investigada. Esto ocurre no solo
porque los cambios son dificiles de estudiar
al mismo tiempo en niveles de complejidad
molecular/celular y también tisular o mas alto,
sino también porque, a nivel tisular/organico,
el mecanostato siempre tendera a “recompo-
ner” la estructura 6sea afectada en funcion
del control direccional de su deformabilidad,®
para lo cual puede tanto neutralizar como exa-
gerar los efectos producidos a niveles bajos.
Ademas, a nivel de complejidad individual,
los mecanismos de homeostasis mineral del
medio interno, no asociados a la estructura
6sea, podrian perturbar en forma sistémica
(no direccional) el control direccional de la re-
sistencia 6sea por el mismo mecanostato?2%%
(Figura 1).

e | 0s modelos holisticos (tipo “caja ne-
gra”), al contrario, evaluan la repercusion del
mecanismo analizado, en términos de cali-
dad mecanica (rigidez, tenacidad) del tejido;
de eficacia estructural del disefio del hueso;
de resistencia a la fractura, etc., con posible
aplicacion practica. Pero esta ventaja exige re-
signar el analisis mecanistico de los procesos
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moleculares/celulares determinantes de los fe-
noémenos observados.

Una de las falsas interpretaciones mas
difundidas es el aludido abuso del término
“regulacion”. Muchas publicaciones refieren
supuestas “regulaciones” de osteoblastos u
osteoclastos, de la formacién o la destruccion
de hueso, de la modelacién o la remodelacion,
de la masa 6sea, y de otras variables, propie-
dades 0 procesos 6seos que no se pueden
medir o cuantificar bioldgicamente y, por lo
tanto, no pueden ser regulados. Lo que cla-
sicamente se mide y evalla son simples “mo-
dulaciones” de la capacidad sensora (osteoci-
tica) o de la aptitud efectora (blastos, clastos)
del mecanostato (Figura 1) involucradas en
la regulacion de “lo Unico controlable” (que
se puede medir biolégicamente) en cualquier
hueso, que es su rigidez estructural, sobre la
base de las deformaciones sensadas.

4. La economia

Las investigaciones “utilitarias” en Os-
teologia deberian utilizar modelos holisticos,
que comprendan los niveles de mayor interés
clinico: organico, sistémico, individual, pobla-
cional. Sin embargo, muchos de los trabajos
publicados hasta hace poco han sido reduc-
cionistas, como si hubiera resultado mas in-
teresante establecer la cadena de reacciones
bioquimicas determinantes de fendmenos a
nivel celular, que describir su repercusién a
niveles mas altos. La explicacion de esta apa-
rente paradoja no fue biolégica, ni metodolo-
gica; es econdmico-financiera. Ultimamente,
sin embargo, luego de 4 décadas de divaga-
ciones, esta ocurriendo un “vuelco a la holis-
tica”: aparte de estudiarse cada vez mas pro-
fundamente los determinantes biofisicos de la
resistencia 6sea a la fractura, estan también
investigandose las interrelaciones musculo-
hueso, sus correlaciones clinico-terapéuticas,
asi como los métodos para evaluarlas no inva-
sivamente. Esto ha motivado la creciente pro-
porcion de las respectivas presentaciones en
las reuniones de la ASBMR, documentada en
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un relato del ultimo encuentro. jPor qué esto
no ocurrié antes? Igualmente, por simples
cuestiones de mercado. De todos modos, aun
respetando esa tendencia, el atractivo de los
modelos reduccionistas sigue firme en ciertos
ambitos especificos, porque estos permiten
el desarrollo de medicamentos estimulantes/
inhibitorios de los procesos moleculares o
celulares estudiados. Y esos medicamentos,
cuando se prueban exitosos, se venden en
cantidades muy abundantes. Razonablemen-
te, nadie vende mecanostatos, mientras millo-
nes compran, o compraron, fldor, calcio, vita-
minas D, calcitonina, bifosfonatos de primera
generacion, y datos densitométricos o de indi-
cadores del turnover 6seo, para diagnosticar o
tratar fragilidades 6seas osteopénicas.

Al menos, podemos esperar que pronto
comiencen a venderse nuevos agentes esti-
mulantes/inhibidores de procesos molecular-
mente mas “cercanos” al mecanostato, prefe-
rentemente focalizados en los osteocitos. Esto
constituiria un espectacular primer paso para
lograr el gran objetivo biomecénico: atender
las cuestiones derivadas de la asociacién tera-
péutico-fisiatrica coordinada y regionalizada,
que permita “orientar” los efectos de los tra-
tamientos para optimizar la direccionalidad de
las estructuras cuya resistencia se pretende
mejorar. Esta alternativa seguramente ofrece-
ria mejores expectativas para lo que finalmen-
te importa: jque no se fracturen los huesos de
forma evitable!

B. LA EVIDENCIA RECIENTE

Lo antedicho permite comprender mejor al-
gunos aspectos de la determinacion biolégica
de la resistencia 6sea, que han integrado fac-
tores biofisicos y bioquimicos a nivel de tejido.

En nuestra revision de la proyeccion del
trabajo osteocitico a niveles supracelulares
de complejidad, publicada en esta revista,®°
jerarquizamos la transduccién de los estimu-
los biofisicos direccionales que afectan a los
osteocitos (deformaciones que inducen shear-
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stress a los canales idnicos) a respuestas bio-
quimicas (produccion de mediadores celula-
res) estimulantes/inhibitorias de la produccion/
destruccion de hueso, segun los casos, por
osteoblastos u osteoclastos vecinos.

La Figura 1 esquematiza la participacion
del sistema SOST/esclerostina/antiesclerosti-
na en la inhibicién/activacién de la rama os-
teoblastica del sistema (que también involucra
al sistema Wnt/B-catenina)® y la del sistema
RANK/RANKL/OPG en la rama osteoclastica
(también inhibido por otros factores, como
PG-E,, IGF, NO, etc.).%!

De esos dos sistemas, el “SOST/escleros-
tina/antiesclerostina” fue descubierto original-
mente asociado a la produccién osteocitica
del mediador, analizando esqueletos genética-
mente hipermineralizados,?*% de modo que el
punto de arranque biomecanico del mecanis-
mo queddé demostrado de entrada.

En cambio, el sistema “RANK/RANKL/OPG”
fue originalmente adscripto a interrelaciones
paracrinas entre osteoblastos y osteoclastos
localizados “fuera” de la matriz mineralizada,
sin la intervencion osteocitica. En consecuen-
cia, el sistema “bicelular” blasto/clasto descu-
bierto fue interpretado, por algun tiempo, como
un ejemplo de “control” de la masa esquelética
ejercido por una modulacién no direccional de
la remodelaciéon, mediada por factores medu-
lares,® que fundamento y explicod la accién de
las drogas que lo afectan en forma directa.®®
Y solo mas adelante se evidencié la participa-
cion central de los osteocitos en el proceso,
quedando los blastos y clastos como meros
“efectores” de los mensajes mecanicamente
dependientes provenientes del interior del ma-
terial duro.

Un trabajo fundamental de Xiong® desa-
fio al referido paradigma del funcionamiento
del sistema RANKL/RANKL/OPG, cambiando
radicalmente su escenario, de “metabdlico”
(no direccional) a “biomecanico” (direccional).
Se demostré que, en ratones seleccionados,
los condrocitos hipertroficos o los osteocitos,
embebidos en sus correspondientes matrices,
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son fuentes esenciales del RANKL que modula
(no controla), respectivamente, la reabsorcién
del cartilago mineralizado y la remodelacion
6sea, y que el RANKL osteocitico es causal
de la pérdida 6sea asociada al desuso. Y tam-
bién, que el RANKL producido directamente
por los osteoblastos o por sus progenitores
no contribuye a la remodelacién. Esto implica,
necesariamente, que la modulacion osteociti-
ca de la produccién de RANKL es un verda-
dero transductor-inductor bioquimico de los
estimulos biofisicos sensados por esas células
hacia los osteoclastos vecinos que participan
bioquimicamente de la modelacién (orientada)
del hueso. Eso constituiria la verdadera “rama
destructora” del sistema regulatorio que op-
timiza la rigidez estructural del hueso-6rgano
como una “propiedad emergente” de su di-
sefo, espacialmente orientado en funcién del
uso mecanico (Figura 1).

Esos resultados son llamativamente con-
trarios al paradigma en curso hasta hace poco,
que sostenia que la remodelacién ésea era un
juego de interacciones “metabdlicas” (no di-
reccionales) entre blastos y clastos; es decir,
células que juegan “fuera” del material mine-
ralizado. ¢Cuantas veces hemos visto -jhas-
ta hoy mismo!- el colorido esquema de inte-
racciones RANK/RANKL/OPG, en relatos de
investigaciones bioguimicas reduccionistas,
de excelente factura, pero describiendo solo
la parte “extra-matricial” del proceso, hasta
lo permitido por el modelo aplicado?2%6568-70
¢Quién habia visto, antes de trabajos como
el de Xiong, y de las excelentes revisiones de
otros autores,®234"1-74 yn osteocito “intercala-
do” en el sistema de intercambios blasto-clas-
to, actuando como factor primario en la pro-
duccion de RANKL, ubicado funcionalmente
por encima de las relaciones entre las otras
células?. En sintesis: las nuevas investigacio-
nes reduccionistas, extendiendo su dominio
al nivel tisular, han evidenciado que el paso
limitante de la reabsorcién de la matriz esta
controlado por células embebidas en ella, que
son las “verdaderas protagonistas” del “pro-
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ceso RANKL”, a punto de partida de estimu-
los... biofisicos (Figura 1). El notable “cambio
de paradigma” implicado consiste en sustituir
el esquema “metabdlico” de interaccion bio-
quimica “RANK/RANKL/OPG” entre blastos y
clastos “ajenos” a la matriz mineralizada (Figu-
ra 2, izquierda) por el esquema biomecanico
que comprende la intervencién primaria osteo-
citica en la produccion de RANKL, orientada
biofisicamente a blastos y/o clastos especifi-
cos del sitio... obviamente, en funcién de las
deformaciones estructurales provocadas por
el uso habitual del hueso (Figura 2, derecha).
Un esquema analogo quedaria también pro-
puesto para el sistema “SOST/esclerostina/
antiesclerostina” del lado “constructivo” os-
teoblastico del mecanostato® (Figura 1). Ob-
viamente, en ambas ramas del sistema parti-
cipan otros factores, algunos ya descubiertos,
y otros aun por descubrir; es decir, expuestos
al “efecto novedad”, segun algun dia se vera.
Estos avances en la interpretacion de qué es lo
que realmente “se puede controlar”, y cémo,
en los esqueletos, dan al traste con la “vieja”
propuesta de control puramente bioquimico,
no direccional, local (de blasto a clasto o vice-
versa) o “sistémico” (sistemas endocrinome-
tabdlicos que controlan otras variables) de la
remodelacién, entendida en el sentido meta-
bdlico tradicional, como simple generadora de
“balances de masa”. Ese mecanismo ha sido
reemplazado ahora por un propuesto con-
trol local direccional de ambas, modelacién
y remodelaciéon, mediado, desde osteocitos
“orientados”, a blastos y clastos vecinos, e
independiente de todo sistema de control del
equilibrio del medio interno, salvo que actue
como un eventual perturbador. El progreso lo-
grado en la interpretacién de estos fendmenos
estimula la investigacion de farmacos capaces
de modular bioquimicamente la actividad de
una, otra, o ambas ramas (formativa y des-
tructiva) del proceso regulatorio de la rigidez
estructural (y, colateralmente, de la resistencia)
de los huesos a cargo del mecanostato, a pun-
to de partida de estimulos biofisicos naturales.

Capozza y col.: Control direccional de la
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Factores de cambio Factores de cambio

sistémicos direccionales

Osteocitos (afectados o no por
factores de cambio sistémicos)
sensores de direccionalidad

Sistema RANK/RANKL/OPG  \Sistema RANK/RANKL/OPG

l

Cambio en la
modelacién/remodelacion
orientada (targeted remodeling)
(afectada o no por
factores de cambio sistémicos)

Cambio enla
modelacién/remodelacion
aleatoria (non-targeted remodeling)

Repercusion mecanica Repercusion mecanica

aleatoria orientada

Figura 2. Representacion esquematica del pro-
ceso de estimulacion/inhibicion de la destruccion
local de hueso representado en la Figura 1 (abajo)
en respuesta a estimulos endocrinometabdlicos
(sistémicos, no direccionales) y mecanicos (direc-
cionales), dependiente del sistema de mediadores
RANK/RANKL/OPG, con participacién del meca-
nostato 6seo como sistema optimizador de la re-
distribucion del material 6seo (disefio del hueso)
en funcion del uso mecanico. Un esquema similar
podria también esbozarse para el proceso de for-
macién ésea representado en la Figura 1 (arriba),
dependiente de sistema de mediadores escleros-
tina/antiesclerostina. Se destaca, a la izquierda, la
participacion de estimulos no direccionales (meta-
badlicos) en la determinacion de respuestas mode-
latorias/remodelatorias no orientadas, vy, a la dere-
cha, la de estimulos direccionales (mecanicos), en
la determinacién de respuestas orientadas (arqui-
tecténicamente significativas), que puede ser mo-
dulada (perturbada) por los estimulos metabdlicos
no direccionales.
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Volvamos ahora al planteo implicito en el
titulo: los huesos, ¢son estructuras “bioquimi-
cas” o “biofisicas”?

Lo expuesto sugiere que los huesos fun-
cionan bioquimicamente, pero muy influidos
en forma direccional por estimulos biofisicos,
y con resultados relevantes expresables en
forma significativa para la vida de relacién de
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cualquier individuo en todos los niveles de
complejidad juntos.

Esta interpretacién neutraliza la estéril con-
frontacion “bioquimica” vs. “biofisica” para el
médico practico.

Para él, los huesos deben considerarse es-
tructuras simplemente “biolégicas”, aunque
nativa y clinicamente “biomecanicas”.

Los médicos se preocupan mucho por las respuestas que la Naturaleza pudiera brindarles a

sus preguntas.

A la Naturaleza no le preocupa para nada que los médicos le formulen preguntas incom-

prensibles.

Conflicto de intereses: Los autores no pre-
sentan conflicto de intereses.
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Las recomendaciones hechas en la presen-
te Guia se basan en el sistema GRADE usado
por la Sociedad de Endo crinologia de los Es-
tados Unidos para sus consensos y guias de
practica clinica (Swiglo y col., J Clin Endocrinol
Metab 2008; doi: 10.1210/jc.2007-1907).

La calidad de la evidencia se clasifica en
cuatro niveles: @ (muy baja), ®® (baja), DD
(moderada) y @@@@® (alta).

Las recomendaciones que hace el panel
de expertos redactores de esta Guia se divi-
den en “fuertes” y “débiles”. Una recomenda-
cién fuerte (simbolizada con 1) significa que
hay evidencia de alta calidad que la respalda
y que la mayor parte de los pacientes implica-
dos se beneficiaran con la indicacion sugeri-
da, con minimos efectos indeseables. Una re-
comendacion débil o sugerencia (simbolizada
con 2) denota que no hay evidencia de alta
calidad que la respalde, que la posibilidad de
obtener un beneficio de la indicacién es varia-

ble en los sujetos que la siguen, y que esta in-
dicacion debera discutirse entre el médico y el
paciente, evaluando los riesgos y beneficios.

Introduccion

La vitamina D tiene un amplio papel en la
salud, y no sélo en lo relacionado con el me-
tabolismo 6seo, sino también en lo referente
al sistema cardiovascular, el desarrollo neu-
roldgico, la inmunomodulacién, y la regula-
cién del crecimiento celular.

Hay mas de 900 genes (aproximadamen-
te 10% del genoma) que responden a la vita-
mina D; 80% de esos genes son estimulados
por ella; los demas son inhibidos.!

Metabolismo de la vitamina D
La vitamina D, o colecalciferol se genera en

la piel de animales superiores por efecto de
los rayos ultravioletas de la luz solar, a partir

*Articulo publicado en Rev Argent Endocrinol Metab 50(2), 2013. Se reproduce en Actualizaciones en

Osteologia por cortesia de la publicacidon original.
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del 7-deshidrocolesterol. Un proceso pareci-
do ocurre en los vegetales, generandose vita-
mina D, o ergocalciferol. Hay pocos alimentos
ricos en vitamina D (huevos, algunos pesca-
dos marinos como la sardina, el atun y la ca-
balla, leche, manteca, hongos). Sea cual sea
el origen de la vitamina D circulante (alimen-
tario, cutaneo o farmacolégico), durante su
paso por higado es hidroxilada en posicion 25.

La 25-hidroxivitamina D, 250HD o calcidiol
es el sustrato de la 1-alfa hidroxilasa, enzima
normalmente operante en el parénquima re-
nal, que lo convierte en 1,25-dihidroxivitami-
na D, o calcitriol, que es el metabolito activo.
Esta reaccion resulta estimulada por la hor-
mona paratiroidea (PTH), los estrégenos y la
hipofosfatemia, entre otros factores, y resulta
inhibida por su propio producto —el calcitriol-,
la calcitonina, el fosforo y el factor de creci-
miento fibroblastico 23 (FGF-23).

El calcidiol se encuentra en suero en con-
centraciones del orden de ng/ml, mientras
que el calcitriol esta en cantidades de pg/ml.
La proteina especificamente encargada del
transporte plasmatico de la vitamina D y sus
metabolitos es la DBP (D Binding Protein), de
la familia de la albumina.Tiene alta capacidad
(esta saturada en menos del 5% en humanos)
y alta afinidad por la vitamina, particularmente
por los metabolitos 25-hidroxilados.? El meta-
bolito que se usa para evaluar el estatus de
vitamina D corporal es el calcidiol, sobre todo
porque aun en situaciones de hipovitamino-
sis severa, el nivel de calcitriol se mantiene
dentro del rango normal, a expensas de un
hiperparatiroidismo secundario. La vitamina
D se almacena en los tejidos, sobre todo en
higado, musculos y grasa. Las personas que
se exponen poco al sol, las de piel oscura, las
que habitan en latitudes elevadas y los obe-
sos tienen mayor probabilidad de sufrir hipo-
vitaminosis D. El receptor de vitamina D (VDR)
y la 1-alfa hidroxilasa estan expresados en
casi todos los tejidos humanos, lo que plantea
la probabilidad de efectos autocrinos y para-
crinos de la hormona D.

Sanchez y col: Guia sobre
hipovitaminosis D

Nuevas técnicas de investigacion de la
transcripcion amplian nuestro conocimiento so-
bre las acciones moleculares de la vitamina D.

El VDR, activado por el ligando, forma en
el ndcleo celular un heterodimero con el re-
ceptor de retinoides (RXR) y se une directa-
mente a regiones regulatorias del locus del
gene blanco. El propio VDR y varias hidroxila-
sas (CYP24A1, CYP27B1) son también blan-
cos directos del calcitriol. Luego se sintetiza
ARNm y siguen luego las cascadas metabdli-
cas para dar la respuesta biolégica especifica
que lleva a la regulacién del metabolismo fos-
focéalcico, entre muchos otros efectos. Cier-
tos cambios en la expresién de algunos ge-
nes blanco pueden resultar en modificaciones
bioldgicas del mensaje hormonal.2

Efectos de la vitamina D sobre el intestino

El sistema endocrino de la vitamina D tie-
ne como actor principal -como se dijo mas
arriba— a una hormona esteroide, el calcitriol.
Este actua sobre el intestino por via genémica
y no gendémica. La via genémica sigue un me-
canismo muy bien caracterizado, semejante
al de otros esteroides. La hormona se liga a
un receptor: una proteina intracelular de alta
afinidad presente en el nucleo, que se activa
por este fenémeno.

El complejo hormona-receptor se liga a
secuencias reguladoras del ADN nuclear y
controla la transcripcion de ARN mensajeros
especificos que a su vez controlan la sintesis
de proteinas especificas (osteocalcina, fosfa-
tasa alcalina, colageno, calbindina-D, etc.). La
calbindina-D promueve la absorcién de calcio
por difusion facilitada: ligamiento del calcio en
el borde en cepillo o superficie luminal (que se
incorpora por canales de calcio o por trans-
portadores) y traslado del complejo calbindi-
na-Ca a la membrana basal donde transfiere
el ion a una bomba Ca-ATPasa que lo vuelca
a la circulacion. Mediante la modulacién de la
concentracion citosdlica de calcio y la sintesis
de proto-oncogenes regula, ademas, la proli-
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feracion y diferenciacion celular. Los efectos
sobre la proliferacion y diferenciacion celular
son evidentes 1-2 horas después de la union
de la hormona al receptor. El proceso de proli-
feracion y diferenciacion celular se manifiesta
en el aumento del numero y en el perfecciona-
miento de las funciones de las células de las
microvellosidades.

La via no genémica modula un transpor-
te rapido de calcio llamado “transcaltaquia”,
que involucra la apertura de canales de calcio
operados por el voltaje a través de la mem-
brana, transporte vesicular de calcio asociado
a la polimerizacion de microtubulos que mar-
can el camino trafico entre membranas.

El receptor de membrana de la via no ge-
némica es peculiar porque es afin con el del
citosol (ligan el mismo esteroide: 1,25-dihi-
droxivitamina D), pero con diferente dominio
proteico para la unién. Los procesos que par-
ticipan en la absorcion intestinal de calcio re-
presentan el primer paso para el ingreso del
calcio de la dieta en los procesos fisiologicos
que contribuyen tanto al crecimiento del es-
queleto como a la homeostasis calcica (intra
y extracelular). Existe una gran variacion en la
ingesta calcica del hombre (300-1.500 mg/dia)
y en las necesidades fisiolégicas a través de
la vida (crecimiento, pubertad, gestacion, lac-
tancia, menopausia y envejecimiento). Para
asegurar la recuperacion del calcio de la
dieta diaria, es necesario que el intestino se
adapte simultaneamente a las modificaciones
fisiologicas y a la dieta. Estos procesos son
perfeccionados por el sistema endocrino del
colecalciferol."

Efectos 0seos de la vitamina D

El calcitriol posee una accién similar a la
parathormona al estimular la resorcién 6sea
rapidamente ante una disminuciéon de la cal-
cemia idnica, para favorecer su normalizacién.

La vitamina D favorece la cantidad y cali-
dad 6sea, por los siguientes mecanismos: dis-
minuye la reabsorcion ésea inducida por PTH

Sanchez y col: Guia sobre
hipovitaminosis D

y citokinas, aumenta la formacion de hueso
cortical, disminuye la porosidad cortical, au-
menta el nimero y la funcion de osteoblastos
a través de la induccién de factores de creci-
miento 6seo y de la sintesis de proteinas de la
matriz 6sea. Ademas, aumenta la resistencia
Osea y promueve la reparaciéon de microfrac-
turas, ya que sostiene la vitalidad y la funcién
de los osteocitos. Los osteoblastos expresan
1-alfa hidroxilasa y también 24-hidroxilasa; en
cultivos de osteoblastos, la 250HD permite la
sintesis de osteocalcina, y sus niveles se co-
rrelacionan con los de calcitriol en el medio. La
carencia de vitamina D disminuye la funcién
de los osteoblastos, induce osteoclastogéne-
sis mediada por el RANKL generando pérdida
6sea. La deficiencia de vitamina D también se
asocia con un mayor cociente RANKL/osteo-
protegerina, el mecanismo humoral responsa-
ble de la mayor actividad resortiva. El calcitriol
es un inductor del VDR y de la fosfolipasa C (PLC)
en células 6seas en cultivo. Muy reciente-
mente se ha demostrado en cultivos de os-
teoclastos que la 250HD induce la expresion
de 1-alfa hidroxilasa, sustentando la hipotesis
de que la vitamina D tiene un efecto modu-
lador sobre estas células. Otras células que
reciben el mensaje de la vitamina D son los
condrocitos, y es posible que entre las fun-
ciones de éstos esté controlar la actividad de
los osteoclastos: los condrocitos estimulados
por el calcitriol sintetizan el ligando del RANK
(RANKL), y este estimula la osteoclastogéne-
sis. La inactivacion del VDR en condrocitos re-
duce la expresion del FGF-23, hormona expre-
sada habitualmente por los osteoblastos (son
conocidos la accién fosfaturica del FGF-23,
capaz de inhibir un transportador tubular renal
de fosforo, y su efecto reductor de la sintesis
de calcitriol). Se puede concluir que la sefa-
lizacién a través del VDR en condrocitos es
importante para la funcién de los osteoclastos
y para una correcta homeostasis del fésforo.
Clasicamente se acepta que la hipovitamino-
sis D impide la normal mineralizacién del oste-
oide y lleva a una severa enfermedad 6sea, la
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osteomalacia o el raquitismo (este es la expre-
sién clinica en niflos del mismo proceso histo-
patolégico conocido como osteomalacia).?
La administracion oral de vitamina D, D,, o
calcidiol cura la osteomalacia en humanos y
animales. La administracion de calcitriol au-
menta la absorcién intestinal de calcio, pero
no es suficiente para normalizar los defectos
de mineralizacion. Por otra parte, a mayor ni-
vel de 250HD en el suero de ratas raquiticas,
menor la demora en la mineralizacion: la ad-
ministracion de pequefas dosis de vitamina D
resuelve la osteomalacia; se requieren niveles
séricos >10 ng/ml para su curacién, pero los
animales persisten con osteopenia. Se requie-
ren niveles séricos altos

(>32 ng/ml) para mejorar la masa 6sea. Hay
buena correlacion entre la concentracion sé-
rica de 250HD y la masa 6sea. Esto es con-
sistente con las actuales recomendaciones de
niveles de 250HD sérico en seres humanos
para prevenir fracturas. En ratones knock out
para el VDR se produce osteomalacia. Si a
estos ratones se les restaura el VDR humano
en el duodeno por técnicas transgénicas, una
dieta “de rescate” rica en Ca, P y vitamina D
cura la osteomalacia. Por otro lado, la sobre-
expresion del VDR en ratones transgénicos in-
crementa la masa ésea. En un modelo de rata
castrada, el calcitriol acelera la reparacion de
la fractura femoral experimental y la remode-
lacion 6sea. En animales se ha visto que a ni-
veles muy altos (160 ng/ml) la 250HD puede
activar directamente el VDR, lo que permite
explicar los cuadros de intoxicacién por vita-
mina D que pueden verse en la clinica.’

Efectos renales de la vitamina D

El calcitriol potencia el efecto de la PTH
para facilitar la reabsorcién del calcio en el
tubulo contorneado distal, aumentando el nu-
mero de receptores a PTH y su afinidad por la
hormona. Ademas la vitamina D aumenta la
sintesis de calbindinas y del canal epitelial de
calcio (TRPV5) en tubulos distales. Otro efec-

Sanchez y col: Guia sobre
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to renal importante del calcitriol es la inhibi-
cién de la 1 alfa-hidroxilasa y la induccion de
la 24-hidroxilasa. Ademas, el calcitriol, esti-
mulando el FGF-23, participa en la regulacion
del metabolismo del fésforo.?

EPIDEMIOLOGIA Y PATOLOGIA DE LA
CARENCIA DE VITAMINA D

La hipovitaminosis D, definida por los ba-
jos niveles circulantes de 250HD, esta am-
pliamente distribuida mundialmente en los 6
continentes y representa un problema de Sa-
lud Publica.*

Las clasificaciones del estado nutricional
de vitamina D han variado en los Ultimos afos;
la mas aceptada en la actualidad es la que
considera como niveles de deficiencia de vita-
mina D a aquéllos de 250HD <20 ng/ml,® acla-
rando que muchos expertos opinan que los
niveles 6ptimos de 250HD son de >30 ng/ml,
tanto por su accion sobre las acciones clasi-
cas sobre el metabolismo mineral como sobre
las no clasicas para la salud general.® Si bien
los estudios no son siempre comparables, ya
que han utilizado diferentes técnicas de medi-
cién de 250HD, y éste es un metabolito cuya
cuantificacion puede presentar variaciones
segun el método utilizado (ver mas adelante
en esta Guia), se analizara la prevalencia del
déficit de vitamina D en los diferentes grupos
de edad, tanto a nivel mundial como nacional,
basados en la clasificacion mencionada.

1.0 Estado nutricional de vitamina D en las
diferentes etapas de la vida.

1.1 Hipovitaminosis en embarazadas y
neonatos

- Evidencia

Se ha reportado que las embarazadas con
un nivel menor de 15 ng/ml antes de la sema-
na 22 tienen un riesgo de preeclampsia 5 ve-
ces mayor. A su vez, los neonatos de las mu-
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jeres con preeclampsia tuvieron un riesgo de
tener niveles de 250HD <15 ng/ml dos veces
mayor. Asi, el déficit de vitamina D materno
puede ser un factor de riesgo independiente
para preeclampsia.” La suplementacién con
vitamina D en el embarazo temprano debe
evaluarse para prevenirla.®

Los niveles de 250HD del feto durante
todo el embarazo dependen de los niveles
maternos de 250HD, que pasan a través de la
placenta a la circulacion fetal. Se estima que
60-80% del nivel circulante de 250HD en el
recién nacido es de origen materno. Al nacer
el bebé, sus niveles circulantes son 60-80%
de los maternos. Considerando que la vida
media de la 250HD es aproximadamente de
tres semanas, los niveles de 250HD comien-
zan a disminuir en el primer mes de vida si los
bebés no reciben suplementacion con vitami-
na D o comienzan a sintetizar vitamina D por
exposicion a la radiacién solar.

En los ultimos afos se ha recomendado
limitar en los menores de 6 meses la exposi-
cion solar por el posible dafo cutaneo, con lo
cual hay mayor riesgo de estado nutricional
inadecuado en infantes. Los nifios alimenta-
dos a pecho exclusivamente son un grupo de
riesgo, ya que los niveles promedio en la leche
materna son bajos: ~22 Ul/I (rango 15-50 Ul/I)
incluso en madres que reciben dosis habitua-
les de vitamina D.° A nivel mundial (Europa,
Estados Unidos, Asia, Medio Oriente, Ocea-
nia) se han publicado en neonatos altas pre-
valencias de deficiencia de vitamina D, inclu-
so utilizando niveles de corte de 250HD muy
bajos, entre 10 y 15 ng/ml. Dichos porcentajes
varian entre 10 y 96%. Los mayores porcenta-
jes se observaron en nifios de piel oscura, es-
pecialmente de raza negra, en altas latitudes,
nacidos en invierno o al final de primavera,
hijos de madres con muy escasa exposicién
solar por razones religioso-culturales, con
lactancia materna exclusiva y sin suplementa-
cién de vitamina D."0-1

Estudios efectuados en la Argentina en
sangre de corddon de neonatos de Ushuaia

Sanchez y col: Guia sobre
hipovitaminosis D

(55° S), Rio Gallegos (52° S) y Buenos Aires
(34° S) al final del invierno mostraron niveles
promedio de 250HD de 4,0+2,7, 8,9+5,7 y
11,3+6,0 ng/ml, respectivamente. Niveles de
250HD <10 ng/ml se observaron en el 100%
de los neonatos de Ushuaia, 78% de los de
Rio Gallegos y 28% de los de Buenos Aires.
Niveles <20 ng/ml en todos los de Ushuaia,
96% de Rio Gallegos y 90% de los de Bue-
nos Aires. En esos mismos grupos los niveles
maternos oscilaron entre 6,3+4,8, 15,1+8,1y
14,4+8,7 ng/ml, con porcentajes de deficien-
cia severa (inferior a 10 ng/ml) en 81% de las
madres de Ushuaia, 30% de las de Rio Galle-
gos y el 43% de las de Buenos Aires. La pre-
valencia de niveles de 250HD <20 ng/ml fue
del 100% en las madres de Ushuaia, 96%
en las de Rio Gallegos y 81% de las Bue-
nos Aires."'® Un estudio posterior realizado
en embarazadas de hospitales de la ciudad
de Buenos Aires en primavera y verano mos-
tré que 88% presentaban niveles de 250HD
< 30 ng/ml, siendo menores en aquellas muje-
res de nivel socioeconémico bajo.™®

- Comentarios

Una reciente revisidon Cochrane determina
que no hay evidencia de ventajas para la mu-
jer embarazada con la suplementacion de vi-
tamina D, salvo para la prevencion de la pree-
clampsia en mujeres de riesgo (hipertensas, o
que ya han tenido preeclampsia en embara-
zos previos). ?® En los neonatos e infantes la
deficiencia de vitamina D se asocia a menor
crecimiento postnatal, mayor riesgo de hipo-
calcemia —que si es severa puede causar in-
cluso sindrome convulsivo y cardiomiopatia-,
y se ha asociado a mayor incidencia de otras
patologias como diabetes tipo 1.2

- Recomendaciones
Idealmente, habria que determinar el nivel

sérico de 250HD en mujeres embarazadas.
De no ser posible, nosotros recomendamos
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suplementar con una dosis de 800-1.200 Ul
diarias (1/@@®).

Actualmente se carece de evidencia que
muestre la inocuidad de dosis altas intermi-
tentes (100.000 Ul o mas) en mujeres embara-
zadas. En neonatos e infantes de hasta 1 afio
de edad, la suplementacion recomendada es
de 400 Ul diarias (1/©®®®).

1.2 Hipovitaminosis en ninos y adolescentes
- Evidencia

Estudios en nifios y adolescentes de EUA
muestran también alta prevalencia de niveles
inadecuados de vitamina D. En una poblacion
entre 6 y 21 afos, 68% presentaban niveles
inferiores a 30 ng/ml; la tasa ascendia al 94%
en la poblacién de raza negra versus el 51%
en los de raza blanca. En otras ciudades nor-
teamericanas més del 50% de los adolescen-
tes hispanicos y de raza negra y 48% de pre-
adolescentes presentaban niveles inferiores a
20 ng/ml.?223 En paises del Medio Oriente las
adolescentes presentan déficit severo (250HD
menos de 10 ng/ml) con tasas de 70% en Iran,
80% en Arabia Saudita, y 32% en el Libano.
Esto se atribuye principalmente a los habitos
culturales, de casi nula exposicién solar de la
piel, a pesar de poseer excelente heliofania.?

En Asia, el 89% de mujeres adolescen-
tes de Pekin (China) presentaban niveles de
250HD inferiores a 20 ng/ml, y en la India
73% de las adolescentes tenian niveles in-
feriores a 12 ng/ml.%* En un reciente estudio
que incluy6 adolescentes de nueve paises de
Europa, 39% presentaban niveles de 250HD
entre 30 y 20 ng/ml, 27% entre 19 y 11 ng/ml
y 15% inferiores a 11 ng/ml. 28

En la Argentina se han estudiado principal-
mente los nifios de ciudades del sur del pais:
Ushuaia, Rio Gallegos y Comodoro Rivadavia
(565° a 42° S), y se han comparado con zonas
centrales como Buenos Aires y Tucuman. En
nifios sin suplementacién con vitamina D en
las ciudades nombradas, con edades entre 9

Sanchez y col: Guia sobre
hipovitaminosis D

meses y 13 afios, los niveles de 250HD pro-
medio al final del invierno oscilaron entre 9,3 y
14,1 ng/ml. En Buenos Aires (34° S) en nifios
de 4 a 16 afos los niveles fueron 20,2 ng/ml
y en Tucuman (26° S), en niflos de 5 a 9 afos,
19,6 ng/ml."": 27 En los neonatos e infantes la
deficiencia de vitamina D se asocia a menor
crecimiento postnatal, mayor riesgo de hipo-
calcemia —que si es severa puede causar in-
cluso sindrome convulsivo y cardiomiopatia—,
y se ha asociado a mayor incidencia de otras
patologias como diabetes tipo 1. En la nifiez y
adolescencia, hasta completar el crecimiento
longitudinal y el cierre de los cartilagos de cre-
cimiento, la deficiencia severa de vitamina D
aumenta el riesgo de raquitismo carencial con
las consecuentes deformidades 6seas.? Las
presentes recomendaciones de suplementa-
cién en nifos y adolescentes coinciden con
las de la Academia Americana de Pediatria.?!

- Recomendaciones

En niflos mayores de 1 afio y hasta la apa-
ricion de la pubertad, la dosis recomendada
es de 600 Ul diarias (1/©®®).

Desde la pubertad y hasta los 18 anos de
edad, la dosis recomendada es de 800-1.000
Ul diarias (1/@®®®).

Raquitismo

El raquitismo carencial fue descripto por
primera vez en el siglo XVII, observandose
una alta incidencia con la revolucion indus-
trial, que disminuyé posteriormente mediante
la suplementacion con aceite de higado de
bacalao y el uso de alimentos suplementados.
Sin embargo, en las ultimas décadas han rea-
parecido casos de raquitismo tanto en Europa
como en EUA, principalmente en grupos mi-
noritarios de inmigrantes de piel oscura (de la
India y del Africa) o en aquellas comunidades
con dietas especiales (como las macrobiéti-
cas) o con habitos de poca exposicién al aire
libre. En algunos paises de Asia (Mongolia, Ti-
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bet), Medio Oriente, y en ciertas regiones de
Africa (Etiopia, Yemen) se ha observado una
elevada prevalencia (entre 27 y 70%) de raqui-
tismo carencial.?* 28 2°

El cuadro clinico del raquitismo se carac-
teriza por retardo del crecimiento, ensancha-
miento de las extremidades en zonas epifisia-
rias, con tumefaccion dolorosa. A veces se
observa aumento de tamafio de los cartilagos
costales (“rosario raquitico”). Cuando inician
la deambulacién, los ninos comienzan a defor-
mar sus piernas. El laboratorio muestra tipica-
mente calcemia y fosfatemia bajas y aumento
de la tasa sérica de fosfatasa alcalina. La PTH
sérica esta elevada, y al dosar la 250HD se
comprueba la deficiencia de mayor o menor
severidad. La excrecion urinaria de calcio dis-
minuye, y la reabsorcién tubular de fésforo es
baja. Estos cambios reflejan la baja absorcion
intestinal de calcio y fésforo, y el aumento de
la reabsorcion tubular de calcio por el hiper-
paratiroidismo secundario. Los signos radiolé-
gicos son deficiente mineralizacién epifisiaria,
margenes 0seos difusos, menor contraste, y
disminucion de los centros de osificacion. La
histopatologia 6sea es caracteristica (ver Os-
teomalacia, mas adelante en esta seccion).®
Nota: existen otras formas de raquitismo no
nutricional, cuya fisiopatologia y tratamiento
son diferentes, y sobre las que no nos pode-
mos extender aca.

En nuestro pais se realizé un estudio para
evaluar la incidencia de raquitismo nutricio-
nal en la Argentina, evaluando la incidencia
por 1.000 internaciones por afio en la pobla-
cion de 0 a 14 afos. Se observé que desde
el nacimiento a los 14 afios la incidencia de
raquitismo nutricional era 2,7 veces mayor en
la Patagonia (39° a 54° S) comparada con la
de la regidén pampeanay 8,5 veces mayor que
la del resto del pais, y que a medida que la
latitud aumentaba en la Patagonia la inciden-
cia también, siendo 15 veces mayor en Santa
Cruz que en el noreste. Esta mayor incidencia
no se daba solo en los nifos del primer ano de
vida sino también en niflos mayores, proba-
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blemente asociada a niveles bajos de 250HD
observados en todas las edades, como se ha
descripto en el Sur del pais.?”

Efecto del déficit de vitamina D sobre la
masa 6sea pico

El pico de masa 6sea (masa 6sea maxima
alcanzada entre la 2% y la 3% décadas segun el
area esquelética evaluada) esta determinado
por factores enddgenos (genéticos y hormo-
nales) y exégenos (nutricion, actividad fisica).
El efecto de la deficiencia de vitamina D y de
la suplementaciéon con vitamina D sobre la
masa 6sea ha sido escasamente estudiado a
nivel mundial, y los resultados son controver-
tidos.®'% Con el objeto de investigar el efecto
de los bajos niveles invernales de vitamina D
sobre la masa 6sea pico, se estudié un grupo
de poblacion adulta joven (18-30 afios y de
ambos sexos) que habian vivido en Ushuaia
(55° S) durante su infancia, adolescencia y ju-
ventud, y que nunca recibieron suplementos
de vitamina D (excepto algunos en el primer
afno de vida). Ushuaia se caracteriza por po-
seer radiacion ultravioleta baja, incluso nula
durante el invierno.*® Este grupo se compard
con un grupo similar en edad y sexo de re-
sidentes habituales de Buenos Aires (34° S),
que tiene todo el afio una adecuada radiacion
ultravioleta. En ambas poblaciones se evalu6
la densidad mineral ésea de radio distal y ul-
tradistal y no se hallé ninguna diferencia en
la masa 6sea entre ambas poblaciones. Sin
embargo, se encontré una densidad mineral
menor en radio distal en el subgrupo de muje-
res de Ushuaia con ingesta habitual de calcio
menor a 800 mg/dia que en aquellas con in-
gesta mayor de 800 mg/dia de calcio.*”

Osteomalacia

Las caracteristicas clinicas de la osteo-
malacia en adultos incluyen dolor 6seo, debi-
lidad muscular, y dificultad para caminar.

La debilidad muscular es a predominio
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proximal, y los pacientes no pueden incorpo-
rarse de una silla, subir escaleras, o quitar-
se una camiseta. El laboratorio muestra las
mismas caracteristicas que en el raquitismo.
Radiolégicamente hay osteopenia y menor
nitidez en los margenes 6seos. Puede haber
pseudofracturas (zonas de Looser): trazos
radiolicidos a través de la placa cortical, a
veces con margenes escleréticos. En la cen-
telleografia 6sea estas zonas aparecen como
puntos hipercaptantes. La densitometria 6sea
indica valores bajos; como la cantidad de os-
teoide no mineralizado es alta, al instituir el
tratamiento pueden documentarse notables
aumentos (hasta del 50%) en la densidad mi-
neral 6sea. La histopatologia, hecha en hueso
sin descalcificar, muestra un volumen de oste-
oide no mineralizado superior al 5% -y gene-
ralmente superior al 10%- del volumen total
del hueso; los osteoclastos son numerosos
ya que la resorcion esta acelerada; cuando se
hace marcacion con tetraciclina las bandas
dobles no son visibles o resultan difusas, de
muy baja intensidad. Las fracturas por fra-
gilidad son otra consecuencia clinica de la
afeccién.®°

Nota: existen otras formas de osteomalacia
no nutricional, cuya fisiopatologia y tratamien-
to son diferentes, y sobre las que no nos po-
demos extender aca.

1.3 Adultos jovenes, mujeres postmeno-
pausicas y adultos mayores

1.3.1 Hipovitaminosis en adultos jovenes
- Evidencia

Este grupo etario es uno de los menos es-
tudiados en cuanto a prevalencia de deficien-
cia de vitamina D.

El estudio NHANES IIl (1988-1994) evalud
varios grupos dentro de EUA. Uno de los eva-
luados fueron las mujeres de 15-49 anos en
edad reproductiva de diferentes razas, comu-
nicando que el 42% de las afroamericanasy el
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4,2% de las caucasicas tenian niveles inferio-
res a 15 ng/ml, siendo el color de la piel factor
de riesgo para tener niveles disminuidos de
vitamina D, ademas de residir en areas urba-
nas y tener obesidad.®® En el NHANES 2002-
2004, 29% de los hombres de 20-49 afos y
35% de las mujeres presentaban niveles de
250HD <20 ng/ml, y 73% de los hombres y
mujeres niveles <30 ng/ml, valores inferiores a
los observados en el NHANES IIl 1988-1994,
quizas por la tendencia a mayor uso de pro-
tectores solares, menor actividad al aire libre
y mayor indice de masa corporal.®®

En Buenos Aires se evalu6 un grupo de jo-
venes de edad promedio 29,8 afos, que al fi-
nal del invierno presentaban niveles promedio
de 250HD de 17,1 ng/ml (70,6% <20 ng/ml) y
en verano 32,5 ng/ml, con sélo el 15,6% por
debajo de 20 ng/ml.*° En un grupo de hom-
bres y mujeres de 24 a 52 afios de Buenos
Aires los niveles invernales eran de 20,7 ng/ml
(63% con <20 ng/ml).*!

- Recomendaciones

Recomendamos suplementar con dosis de
1.000-2.000 Ul diarias (1/@®®D).

1.3.2 Hipovitaminosis en mujeres postme-
nopadusicas

- Evidencia

Un estudio multicéntrico que incluyé 2.589
mujeres postmenopausicas de 18 paises de 5
continentes, la mayoria de ellas con fracturas
(50%) o T-score inferior a -2,5, hallé en pro-
medio niveles inadecuados (<30 ng/ml) en el
59%, con un rango entre 50,8 y 80,6%, co-
rrespondiendo este Ultimo a mujeres de Medio
Oriente, debido principalmente a que a pesar
de tener buena radiacion UV, por razones cul-
turales no se exponen al sol.*? Los factores
de riesgo con mayor asociacion con niveles
inadecuados eran, entre otros: raza asiatica,
indice de masa corporal mayor de 30 kg/m?,
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vivir en latitudes lejanas del Ecuador, tener
una salud delicada, no haber conversado pre-
viamente con su médico la importancia de la
suplementacién con vitamina D, poseer piel
mas oscura, no haber recibido suplementa-
cién con vitamina D o tenerla en dosis meno-
res a 400 Ul diarias. En Asia y Medio Oriente
se han publicado niveles promedio muy bajos
de 250HD (4-12 ng/ml) y en Africa los me-
nores niveles corresponden a los paises con
mayoria de poblacién musulmana (Argelia, Tu-
nez, Etiopia), principalmente en mujeres que
utilizan velos, o cobertura total (nigab).

En la Argentina diferentes trabajos —princi-
palmente en mujeres que consultaban en ser-
vicios especializados para evaluar la presen-
cia de osteoporosis— se estudiaron los niveles
de 250HD, reportandose en mujeres postme-
nopausicas de 40-59 afios niveles inferiores a
20 ng/ml en 35-43% al final del invierno y en
13-21% al final del verano.* En diferentes gru-
pos de mujeres de 60 afios de edad promedio
con densidad 6sea normal o disminuida, los
niveles al final del invierno estaban entre 12
y 15 ng/ml.** Un estudio reciente determind
que hay una curva dosis/respuesta en muje-
res postmenopausicas suplementadas con
vitamina D,. Una dosis diaria de 800 Ul pudo
elevar el nivel sérico de 250HD a mas de 20
ng/ml en 97% de las pacientes.®

- Recomendaciones

Recomendamos suplementar con dosis de
1.000-2.000 Ul diarias (1/@®®®).

1.3.3 Hipovitaminosis en adultos mayores
- Evidencia

Con el envejecimiento se producen varias
alteraciones en el metabolismo de la vitamina
D y el metabolismo mineral en general. Existe
una disminucién de la formacion de vitamina
D por disminucién del sustrato en la piel. Se
ha demostrado que ante el mismo estimulo de
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radiacion ultravioleta el individuo mayor (en-
tre 62-80 afos) produce aproximadamente un
73% menos de vitamina D que el adulto joven,
lo cual sumado a menor exposicién a la radia-
cién solar por disminucion de la movilidad, y
aun mas por internacién en geriatricos, lleva a
tener menores niveles circulantes de 250HD,
con una alta incidencia de insuficiencia/defi-
ciencia de vitamina D. Paralelamente los ni-
veles del metabolito activo, calcitriol, dismi-
nuyen, asi como el nimero de los receptores
intestinales de vitamina D, por lo que cae la
absorcion de calcio.

Los niveles de PTH aumentan en respues-
ta a estos cambios, lo mismo que la resor-
cién 6sea, causando una disminucién de la
masa O6sea. La insuficiencia/deficiencia tiene
efecto sobre la funcién muscular observan-
dose mayor numero de caidas, las cuales
favorecen (junto con los factores previamen-
te nombrados) las fracturas osteopordéticas.?
La prevalencia de deficiencia de vitamina D
en ancianos varia entre 40 y 90% en Europa
(Euronut-Seneca), siendo mayor en paises
con menor latitud que los escandinavos, pro-
bablemente por la mayor ingesta de vitamina
D en estos ultimos, tanto por la fortificaciéon
de sus alimentos como por la ingesta de pes-
cados grasos.

También se ha descrito alta incidencia de
deficiencia de vitamina D e hiperparatiroidis-
mo secundario en pacientes con fracturas os-
teoporéticas.*64

Un estudio realizado por la Asociacion Ar-
gentina de Osteologia y Metabolismo Mineral
en mayores ambulatorios sanos de 65 afios de
las zonas Norte, Central y Sur del pais mos-
traron porcentajes de deficiencia de 250HD
(<20 ng/ml) en 52, 64 y 87%, respectivamen-
te; y niveles inadecuados (<30 ng/ml) en 82,
90 y 98%, respectivamente.*®

En la ciudad de Buenos Aires los que te-
nian menores niveles de 250HD eran los de
menor ingreso, menor ingesta de alimentos ri-
cos en vitamina D y menor exposicion solar.*®

Otros estudios en ancianos ambulatorios
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de edad promedio 71 afos, hallaron nive-
les de 250HD de 17 ng/ml en invierno, con
<20 ng/ml en el 65%; en verano los niveles
promediaron 28.6 ng/ml, con <20 ng/ml en
47%. Los institucionalizados mostraron nive-
les promedio muy bajos de 250HD: 7-12 ng/mll
en invierno y 14 ng/ml en verano.%*!

- Recomendaciones

Recomendamos suplementar con dosis de
1.000-2.000 Ul diarias (1/@®®®).

2.0 GRUPOS CON RIESGO DE PRESENTAR
DEFICIT DE VITAMINA D

La “Guia de Evaluacién, Tratamiento y
Prevencion de la deficiencia de Vitamina D”
elaborada por los expertos designados por la
Endocrine Society y publicada en 2011 esta-
blece que no hay evidencia que justifique un
tamizaje masivo de la poblacion buscando
el déficit.®

Agregan que éste deberia investigarse en
los grupos de riesgo.

Sin duda, la lista de enfermedades y far-
macos asociados a hipovitaminosis D se fue
incrementando en las ultimas décadas:

1) Osteoporosis

2) Sindromes de malabsorcion: enfermedad
celiaca, enfermedad inflamatoria intestinal, en-
fermedad de Crohn, cirugia bariatrica, enteritis
postradiacion #?

3) Enfermedad renal cronica 5354

4) Insuficiencia hepatica

5) Hiperparatiroidismo

6) Farmacos: anticonvulsivantes, glucocorticoi-
des, ketoconazol, colestiramina, algunos trata-
mientos del SIDA

7) Adultos mayores con historia personal de cai-

das o de fracturas no traumaticas

8) Obesidad (definida por IMC >30 kg/m?)

9) Enfermedades neuroldgicas cronicas: parkin-
sonismos, esclerosis multiple, etc.

10) Cancer

11) Trasplantados
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Osteoporosis: durante muchos afos se
ha medicado a los pacientes osteoporéticos
sin realizar dosajes de vitamina D sérica, con
las dosis que tedricamente estaban indicadas.

El aporte de calcio en la dieta (0 mediante
suplementos farmacolégicos) para asegurar
1-1,5 g/dia de ese elemento, y la suplemen-
tacion con vitamina D (800-1.000 Ul/dia) es la
recomendacion corriente para pacientes con
osteopenia u osteoporosis que deban iniciar o
continuar un programa terapéutico o preventi-
vo. %57 Sin embargo, la comprobacioén de que
pacientes en teoria bien tratados tienen nive-
les de 250HD inferiores a 30 ng/ml hace pen-
sar que si el nivel basal previo es muy bajo,
nunca se llegara al nivel objetivo con las dosis
“usuales” de tratamiento. Por lo tanto, resul-
ta conveniente el dosaje en estos pacientes,
para permitir la adecuacion de la dosis. Re-
cordemos que los pacientes con osteoporo-
sis posmenopausica y senil son un grupo de
riesgo: en ellos la deficiencia de vitamina D es
comun,®®y deberia procurarse su diagndstico
y tratamiento adecuado.? %-¢' La suplementa-
cion con vitamina D contribuye a atenuar el
hiperparatiroidismo secundario, tan frecuente
en ancianos.

La administracién de vitamina D en ancia-
nos disminuye la frecuencia de caidas entre
13 y 22%.52 Se ha encontrado una asociacién
positiva entre los niveles de calcidiol y la fun-
cién muscular (velocidad de marcha, rapidez
en incorporarse desde la posicion sentada,
mejoria del balance corporal y de la funcion
de los miembros inferiores).%® La recomenda-
cién actual es favorable a la inclusion de vi-
tamina D en cualquier plan terapéutico anti-
osteoporédtico, y sobre todo en pacientes de
edad avanzada.546%

Insuficiencia hepatica crénica: los nive-
les de 250HD pueden ser bajos por alteracion
de su sintesis, pero seria necesario un com-
promiso severo de su funcion para que esto
ocurra. La enfermedad hepatica puede tam-
bién producir disminucion de su absorcion
por alteracién de la produccion de &cidos
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biliares o por edema intestinal asociado a la
hipertensiéon portal. Ademas, la hipovitamino-
sis D y la baja masa 6sea son complicaciones
conocidas de cualquier hepatopatia “coles-
tasica” que altere la produccién o el flujo de
bilis (la cirrosis biliar primaria es el principal
ejemplo).5® Un estudio de 118 pacientes con
enfermedad hepatica mostré una prevalencia
de hipovitaminosis de 92% en pacientes con
hepatitis C (la mitad con cirrosis).5¢¢

Se ha reportado que muy bajos niveles
de vitamina D pueden aumentar los efectos
colaterales del interferon, que se utiliza como
tratamiento en algunos casos; incluso existen
reportes de que pacientes con hepatitis C res-
ponden peor al tratamiento con interferon si
existe déficit de vitamina D.%®

Antiepilépticos: los anticonvulsivantes fe-
nitoina, fenobarbital y primidona tienen una
clara asociacién con densidad mineral 6sea
disminuida; la carbamazepina y el valproato
tienen un efecto similar.

Todas estas drogas pueden inducir osteo-
malacia posiblemente por induccién del cata-
bolismo de la vitamina D.%°

Glucocorticoides: un reciente estudio
comparé el nivel de 250HD entre usuarios de
corticoides y no usuarios, encontrando un ni-
vel menor de 10 ng/ml en 11% de los usuarios
frente a un 5% de los no usuarios.”™

Obesidad: La grasa corporal “secuestra”
la vitamina D. Wortsman y col. compararon
hace ya una década a sujetos con IMC mayor
de 30 con otros de menos de 25. Ante una
exposicion a rayos UV (UV-B) ambos grupos
aumentaron su nivel de 250HD a las 24 horas,
pero en los obesos el aumento fue la mitad
que en los controles. El contenido del precur-
sor en la piel y su transformacién en vitami-
na D fue similar en ambos grupos. También
administraron vitamina D, en alta dosis, y el
aumento observado en sangre no fue diferen-
te, aunque fue menor en los obesos, conclu-
yendo que éstos necesitan dosis mayores.”
Estudios en nifios y adolescentes también
confirmaron el déficit en la obesidad.” Re-
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cientemente se ha publicado un estudio na-
cional que mostré correlacion negativa entre
IMC y nivel de vitamina D.”

Enfermedades granulomatosas, linfo-
mas: El déficit de 250HD se produce por au-
mento de la sintesis de calcitriol.

Enfermedades neurolégicas cronicas:
se ha descripto una alta prevalencia de hi-
povitaminosis D en pacientes con esclerosis
multiple™ y con extrapiramidalismo.”

Trasplantes: todos los trasplantes de 6r-
ganos han sido asociados a osteoporosis y
fracturas. Cada uno de ellos presenta carac-
teristicas especiales, ya que la fisiopatologia
por la que presentan este problema pretras-
plante difiere segun la falla sea cardiaca, re-
nal, hepatica, etc. Se agrega luego la pérdida
inducida por los medicamentos inmunosupre-
sores que acompafan al trasplante, y el re-
poso posterior. El déficit de vitamina D debe
ser pesquisado y corregido previamente a la
intervencion.5?

3.0 SITUACIONES ESPECIALES

3.1 Sujetos que habitan en zonas con
poca irradiacién solar: esto ha sido expues-
to en la Seccion Epidemiologia, que antecede.
Pero conviene mencionar aca un particular
grupo de riesgo: el constituido por los inte-
grantes de las campanfas antarticas, que (par-
tiendo de zonas centrales del pais) presentan
adecuados niveles de 250HD al comenzar las
mismas, los que disminuyen un 50% durante
su estadia en la Antartida.”

3.2 Sujetos que requieren filtros solares
altos por patologia dermatoldégica: melano-
ma, lupus, entre otros.

4.0 NUEVAS ASOCIACIONES DE DEFICIT
DE VITAMINA D CON NUMEROSAS EN-
FERMEDADES

En los ultimos tiempos se ha reportado
asociacion de distintas afecciones con el défi-
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cit, tal el caso de hipertension, diabetes tipo 2,
cancer (especialmente de mama y de colon),
esquizofrenia, depresion, asma, enferme-
dades autoinmunes (diabetes tipo 1, artritis
reumatoidea, lupus), infecciones, esclerosis
multiple, enfermedad de Parkinson, y otras.’
No existen trabajos que muestren que la ad-
ministracion de vitamina D prevenga o mejore
la evolucién de estas enfermedades, aunque
es posible que esto ocurra en el futuro. En al-
gunas de ellas existen trabajos que muestran
que los sujetos con los niveles mas bajos de
vitamina D, seguidos por afos, desarrollan
con mas frecuencia esas afecciones que los
que tienen los niveles mas altos, que de esa
manera parecerian prevenir la enfermedad.
Esto se ha observado en cancer de colon y
otros canceres, esclerosis multiple, enferme-
dad de Parkinson, insulinorresistencia y dia-
betes tipo 2.

5.0 METODOLOGIA DE DOSAJE DE 25 HI-
DROXIVITAMINA D

El primer ensayo de 25 hidroxivitamina D
(250HD) fue desarrollado por Haddad y col.
en 1971.77

Ese ensayo usaba como ligando a la pro-
teina transportadora de vitamina D y requeria
de una purificacion de la muestra con croma-
tografia a baja presion.

Belsey y col.”®intentaron simplificarlo eli-
minando el paso cromatogréafico, generando
asi los llamados ensayos “directos”. Con el
tiempo se concluyd que estos ensayos tenian
muchos problemas de matriz y que informa-
ban resultados mas elevados por interferen-
cias de metabolitos que no eran purificados
en el proceso cromatogréfico.

El primer radioinmunoensayo utilizan-
do un anticuerpo coespecifico para 250HD,
y 250HD, fue publicado por Hollis y col. en
1985 usando como trazador 250HD tritiada.”
Luego este ensayo fue modificado en 1993
con la incorporacion del 250HD iodinado
como trazador. &

Sanchez y col: Guia sobre
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Este proceso de mejora continua fue
acompafnado por el desarrollo de técnicas
como HPLC y cromatografia liquida-espec-
trometria de masa (LC-MS). Ambos métodos
pueden cuantificar por separado la 250HD,
y la 250HD, pero no separan el isomero 3-epi-
250HD, de la250HD,. Requieren personal es-
pecializado, equipos que no estan al alcance
de todos los laboratorios, y en general la pro-
duccion de resultados es mas lenta. Durante
mas de una década se ha usado el radioinmu-
noensayo para reportar el estado nutricional
de vitamina D en todo el mundo y para defi-
nir niveles de corte clinicos.®’ Actualmente se
han desarrollado ensayos de 250HD adapta-
bles a varias plataformas automaticas de mas
facil acceso para los laboratorios.

La mayoria de estos ensayos comerciales
usan anticuerpos coespecificos para 250HD,
y 250HD,. A la fecha de escritura de estos co-
mentarios, se esperan mayores datos y expe-
riencia internacional para evaluar el desempe-
Ao de los mismos y concluir si estos datos son
comparables con ensayos anteriores.

Numerosos trabajos han sido publica-
dos y podemos concluir que es imprescin-
dible que cada método sea evaluado con
precaucion, ya que dos métodos pueden
ser comparables en ciertos rangos de con-
centracion de 250HD y no en otros rangos.?’

Las diferencias entre métodos publicados
hasta la fecha ponen en duda el uso de un
unico valor de corte y sugieren que la preva-
lencia de déficit es ensayodependiente.

5.1 Método de referencia

Se ha propuesto a la LC-MS con dilucién
isotdpica, con buena exactitud y precision y
baja susceptibilidad a la interferencia de otros
metabolitos.® Este método ha sido reconoci-
do por el Joint Committee for Traceability in
Laboratory Medicine y puede proveer la base
para que sean evaluados otros métodos. Mas
recientemente otro laboratorio ha publicado
su propuesta como método de referencia.®®
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5.2 Estandarizacion

Muchos trabajos publicados y compara-
ciones entre laboratorios han reportado enor-
mes discrepancias entre los datos de 250HD.
Una de las razones (no la Unica) de estas dis-
crepancias era la ausencia de un Estandar
de Referencia Internacional de 250HD que
pudiera utilizarse en la calibracion de los en-
sayos.? Se sabe que si distintos laboratorios
con igual metodologia (p. €j., LC-MS) utilizan
un mismo estandar, mejora significativamen-
te el desempefio de ese ensayo.® El Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia de los
Estados Unidos (NIST) ha desarrollado un
calibrador primario, el SRM 2972, que con-

5.3 Listado de ensayos comerciales disponibles

Sanchez y col: Guia sobre
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siste en soluciones de calibradores (tanto de
250HD, como de 250HD,) utiles para calibrar
los instrumentos que dosan 250HD. Estas so-
luciones estan en altas concentraciones, con
el fin de poder diluirlas y construir curvas de
calibracion.

El mencionado Instituto también ha de-
sarrollado un material de referencia para la
250HD. EI SRM 972 consiste en cuatro pools
de suero, cada uno con valores asignados
de 250HD,, 250HD,, de ambos y de 3 epi-
250HD, con el objetivo de ofrecer un punto
(reproducible) de comparacion y asi validar la
exactitud.® Cabe destacar que este material
presenta problemas de conmutabilidad por lo
que se esta desarrollando otro (SRM 972a).

%

%

%

%

reactividad reactividad reactividad reactividad
cruzada cruzada cruzada cruzada
Ensayo Empresa 250HDs 250HD2 24,250H2D C3-epi-250HD
RIA Diasorin 100 100 100 -
Liaison Diasorin 100 (100) 100 (100) - 1,3 (100)
Advia Centaur Siemens 97,4 (30) 106 (30) - 1,0 (100)
Elecsys total vitamin D  Roche 98 (50) 81 (50) 121 (50) 93 (50)
Architect Abbott 105 (100) 82 112 (20) 2,7 (100)
RIA coated tube Diasource 100 100 95 -
ELISA Diasource 100 83 100 0,2
ELISA Inmunodiagnostik 100 23,4 - -

Nota: los datos se extrajeron de los insertos de los equipos. Entre paréntesis figura la concentracion en
ng/ml del metabolito evaluado para reactividad cruzada. disponibles

5.3 Informe del laboratorio

Como en la Republica Argentina estan
aprobadas la vitamina D, (ergocalciferol) y la
vitamina D, (colecalciferol) para prescripcion
farmacéutica, se aconseja utilizar métodos
que cuantifiquen tanto la 250HD, como la

250HD,; es decir, convendria que los labo-
ratorios informaran la vitamina D total. Para
los laboratorios que puedan cuantificar indi-
vidualmente los dos metabolitos (250HD, y
250HD,), no se recomienda informarlos por
separado, ya que ello puede generar confu-
sion en el médico clinico no especializado.
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6.0 TRATAMIENTO
6.1 Niveles séricos adecuados de 250HD
- Evidencia

La correlacion inversa entre PTH y 250HD
ha sido observada en sujetos de toda edad,
incluso niflos y ancianos.?” 88

Se han publicado diversos niveles de cor-
te por debajo de los cuales se considera que
se produce un hiperparatiroidismo secunda-
rio, pero la mayoria se concentra entre 28 y
32 ng/m| .89 %0

No solo se ha considerado la concentracion
normal de PTH sérica para definir el nivel ade-
cuado de calcidiol sérico, sino que también se
hatomado en cuenta la mas efectiva absorcién
intestinal de calcio: comparando dos grupos
de mujeres postmenopausicas, Heaney y col.
hallaron que la absorcion de calcio era 65%
mayor en las que tenian un nivel sérico de 35
ng/ml que en las que tenian 20 ng/ml.*’

Otro indicador es la tasa de pérdida 6sea,
mayor en sujetos que tienen niveles de cal-
cidiol inferiores a 30 ng/ml," y la asociacion
de una mayor DMO con niveles superiores a
35-40 ng/ml.?? La suficiencia de vitamina D
asegura ademas una buena funcién neuro-
muscular, y contribuiria a disminuir las caidas
en poblacion afosa,® la que por otra parte
sufre una disminucién en el nimero de VDR
en el tejido muscular, mayor cuanto mayor la
edad e independiente de los niveles séricos
de calcidiol.®*

- Recomendaciones

Nosotros consideramos como dptimos los
niveles superiores a 30 ng/ml, tanto para las
acciones clasicas como para las no clasicas
(1/o20).

e |os niveles séricos se consideran “nor-
males” cuando superan los 30 ng/ml
(1/o000).

Sanchez y col: Guia sobre
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e Se consideran “insuficientes” cuando
estan entre 20 y 29 ng/ml (1/©®®).

e Se consideran “deficientes” cuando
estan entre 10y 19 ng/ml (1/@®®).

e La deficiencia se considera severa
cuando los niveles estan por debajo de
10 ng/ml (1/©©®).

6.2 Esquemas de administracion de vita-
mina D

Los esquemas terapéuticos son varios
y deben ser adecuados a cada paciente: la
suplementacion del calciferol puede ser dia-
ria, semanal, quincenal, mensual o trimestral,
y las dosis varian de acuerdo al intervalo de
administracion. El esquema semanal tiende a
favorecer la adherencia en personas ancianas
(p- €j., 5 gotas/semana de una solucién que
contiene 60.000 Ul/ml aporta un promedio
diario de 2.100 Ul de vitamina D, y es facil de
recordar).

El aumento del calcidiol sérico parece ser
inversamente proporcional al nivel basal del
sujeto suplementado.® Deberian considerarse
dos etapas en el tratamiento con vitamina D
para un sujeto cuya concentracién sérica de
250HD es inferior a 30 ng/ml:

e Unafase de correccion del déficit, que duran-

te untiempo utiliza dosis altas de vitamina D;*
e Una etapa de mantenimiento, donde las

dosis administradas tienen como objeti-

vo mantener la concentracion sérica de
250HD en el rango deseable.

Durante estas dos fases, con frecuencia es
necesario administrar dosis mayores que las
ingestas recomendadas (ver el Apéndice 1).

La ventana terapéutica de la vitamina D
es amplia, y el riesgo de intoxicacion es bajo;
casi nunca ocurre con niveles de 250HD infe-
riores a 150 ng/ml.®

Diversos estudios han demostrado que
dosis de hasta 4.000 Ul/dia no tienen conse-
cuencias sobre la calcemia o la calciuria.®”
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Las dosis para corregir el déficit seran
2.000-5.000 Ul/dia, 50.000 Ul/semana, o
100.000 Ul cada 15-30 dias, hasta alcanzar ni-
veles adecuados, lo que generalmente ocurre
en un lapso cercano a 2-3 meses. (1/@@DD)
Se sugiere controlar los niveles alcanzados a
los 3 meses, por la variedad de repuesta indi-
vidual.® En pacientes urémicos en hemodiali-
sis, una dosis eficaz es la de 100.000 Ul men-
suales, por tiempo indefinido.®® (2/®®). Para
mantener un nivel sérico de 250HD superior a
30 ng/ml se puede administrar una dosis dia-
ria (800-2.000 Ul), o 1 frasco de 100.000 UI
cada 1-3 meses (1/@®®) dependiendo de la
preferencia del paciente y de lo que indiquen
los analisis durante el seguimiento (1/3 de los
pacientes logran el objetivo con la dosis men-
sual, 1/3 con la dosis bimestral, y 1/3 con la
dosis trimestral).

% Algunos expertos consideran que 4.000
Ul diarias es una dosis de mantenimiento
aceptable.

Los niveles maximos de ingesta se han es-
tablecido segun el grupo etario: 1.000 Ul de 0
a 6 meses, 1.500 entre 6 y 12 meses, 2.500 de
1 a 3 afios, 3.000 de 4 a 6 afos y 4.000 de 9
afios en adelante.™®

En mayores de 19 afnos pertenecientes a
grupos de riesgo la dosis nunca deberia supe-
rar las 10.000 Ul diarias.? (1/@@®®).

Estas recomendaciones se aplican tam-
bién a hombres en riesgo de sufrir hipovita-
minosis D o que probadamente la tengan.®!

APENDICE 1

CONTROVERSIA SOBRE NIVEL OPTIMO Y
DOSIFICACION

La Endocrine Society publico en 2011
sus Guias de Practica Clinica sobre Evalua-
cion, Tratamiento y Prevencién del Déficit de
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6.3 {Debe administrarse vitamina D, o D,?

No hay ningun estudio que demuestre
un efecto diferente de estos isomeros sobre
el receptor de vitamina D. A los fines practi-
cos, tienen similar accion biologica. Desde el
punto de vista del seguimiento con dosajes
de 250HD sérica, como hay una tendencia
generalizada al uso de ensayos que miden
vitamina D sérica “total” (D, + D,), no debe-
ria haber problema en evaluar el impacto del
tratamiento. En todo caso, cuando se indican
intervalos largos entre dosis, conviene indicar
vitamina D,, ya que su vida media sérica es
mayor que la de D,."®

El Apéndice 2 enumera todas las especia-
lidades farmacéuticas que se comercializan
en el pais, y que contienen vitamina D, (ergo-
calciferol) o vitamina D, (colecalciferol) como
monodroga.

Agradecimiento: Los autores agradecen al
Dr. Claudio Gonzalez por sus valiosas suge-
rencias sobre la calificacién de la evidencia.

Conflictos de intereses: A. Sanchez ha re-
cibido honorarios de Spedrog Caillon como
disertante y de TRB Pharma como autor de
una monografia; J. L. Mansur ha recibido ho-
norarios de TRB Pharma como autor de una
monografia; B. Oliveri ha recibido honorarios
de TRB Pharma como disertante. Los demas
autores no declaran conflicto de intereses.

Vitamina D.% El Institute of Medicine (IOM) ya
habia publicado sus recomendaciones sobre
ingesta dietaria de calcio y vitamina D." Ha-
bia discrepancias con respecto a los niveles
séricos 6ptimos de 250HD y a las dosis con-
venientes de la vitamina. Después la polémica
continud, y los expertos de ambas institucio-
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nes han vuelto a exponer sus argumentos por
escrito. En abril de 2012 el Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism publicé en el
mismo numero los articulos de ambos gru-
pos, con puntos de vista contrapuestos. %3 104

El IOM no esta de acuerdo con el concepto
de que un nivel sérico de 250HD de 30 ng/ml
sea mas beneficioso para la salud que uno de
20 ng/ml, y menciona que considerar “en ries-
go” alos grupos enumerados por la Endocrine
Society ocasionaria estudiar a un nimero muy
amplio de personas con costos econémicos
considerables para la salud publica.

Por su parte, los expertos de la Endocri-
ne Society consideran que las opiniones del
IOM son incorrectas, y ademas dirigidas sélo
a politicas sanitarias y de fortificacion de ali-

APENDICE 2
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mentos, pero no aplicables para la atencion
de pacientes.

Considerando que el nivel “deseable” de
250HD se ha establecido en base a los efec-
tos bioldgicos sobre el metabolismo mineral
y 6seo (valor por debajo del cual la PTH se
eleva para compensar el déficit, con conse-
cuencias negativas para la DMO y el riesgo de
fractura), y que cada vez mas se ha asociado
a la vitamina D con efectos “no clasicos” (pre-
venciéon de enfermedad cardiovascular, hiper-
tensién, cancer, enfermedades autoinmunes,
esclerosis multiple, complicaciones del emba-
razo, infecciones, cancer, etc.), es posible que
en el futuro se establezcan dosis mayores de
vitamina D para la prevencién de algunas de
estas enfermedades.

PRODUCTOS COMERCIALES EN EL MERCADO ARGENTINO QUE CONTIENEN VITAMINA D

COMO MONODROGA
Vitamina D,
(colecalciferol)
Nombre Laboratorio Presentacion Concentracion
Oravil TRB Pharma Solucién oleosa bebible 2 ml 50.000 Ul/ml
Osteodyn Montpellier Solucion oleosa bebible 2 ml 50.000 Ul/ml
Sterogyl Spedrog Caillon Solucion oleosa bebible 2 ml 50.000 Ul/ml
Sterogyl 400 Spedrog Caillon Gotas, frasco 10 ml 400 Ul/gota
Sterogyl 1000 Spedrog Caillon Gotas, frasco 10 ml 1.000 Ul/gota
Sterogyl BC Spedrog Caillon Gotas, frasco 10 ml 100 Ul/gota
Trevix 400 Roux Ocefa Comprimidos x 30 400 Ul/comp
Trevix 2800 Roux Ocefa Comprimidos x 8 2.800 Ul/comp

(Existen asociaciones de vitamina D3 con otras vitaminas, con calcio, con alendronato, etc.)

Presentacion Concentracion

Vitamina D,

(ergocalciferol)

Nombre Laboratorio
Ostelin Potencia 100 Roemmers
Raquiferol Roemmers
Tanvimil D Raymos

Gotas, frasco 10 ml 500 Ul/gota
Gotas, frasco 4 ml 2.400 Ul/gota
Gotas, frasco 10 ml 300 Ul/gota

(Existen asociaciones de vitamina D2 con otras vitaminas, con calcio, con fluor, etc.)
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IMAGENES OSTEOCONDENSANTES: VALOR DE LA DENSITOME-
TRIA OSEA EN UNA PRESENTACION INUSUAL DE UN CARCINOMA

DE MAMA
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Resumen

Las lesiones osteoblasticas secundarias a
una enfermedad maligna son facilmente de-
tectables. En los carcinomas de mama, en
presencia de metastasis esqueléticas, la pa-
ciente suele estar muy comprometida clinica-
mente y los estudios complementarios acla-
ran rapidamente el diagnostico. Sin embargo,
existen casos en los cuales la presencia de
éstas, no es tan facil de diagnosticar.

Se presenta el caso de una paciente que
presenta una recidiva de un carcinoma de
mama, quién consulta 7 afios después del
diagndstico por dolores inespecificos y cam-
bios en su densitometria 6sea. Se observd
con interés el aumento de los valores de la
densitometria 6sea 21% en columna lumbar y
2,2% en cuello femoral desde el afio 2005 al
2012, sin mediar un tratamiento osteoactivo.
Ante la sospecha de lesiones de tipo osteo-
articular se solicita una Rx de columna y ca-
dera que mostraron imagenes osteoblasticas
dudosas. El centellograma éseo, no brindd
informacion, y los estudios de laboratorio,
fueron normales. En una Rx previa de pelvis
se observaron las mismas imagenes osteo-
condensantes pero en menor magnitud. Por
el aumento de los valores de su densitometria
en forma inexplicable y los cambios en las

imagenes radiologicas se realiza una puncion-
biopsia de cresta iliaca que confirmé metasta-
sis de un carcinoma de mama. El valor de la
presentacion radica en la sospecha del diag-
nostico final ante un aumento inesperado de
los valores densitométricos.

Palabras clave: imagenes osteoconden-
santes, carcinoma de mama, DXA.

Summary

OSTEOBLASTIC LESIONS: UTILITY OF
BONE DENSITOMETRY IN AN UNUSUAL
PRESENTATION OF BREAST CARCINOMA

Osteoblastic lesions secondary to ma-
lignant disease are easily detectable. In
breast cancers, when there are skeletal me-
tastasis, the patient tends to be very com-
promised clinically and additional studies
quickly clarify the diagnosis. However, there
are cases in which metastases are not easy to
diagnose. We report the case of a patient with
recurrent breast carcinoma, consulting seven
years later following changes in the DXA and
nonspecific pain. It drew our attention the in-
crease in densitometric values, 21% in lum-
bar spine and 2.2% in the femoral neck from

* Direccion postal: Instituto de Investigaciones Metabdlicas. Libertad 836, T1er piso, 1012 Buenos Aires.
Republica Argentina. Correo electronico: secger@idim.com.ar
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2005 to 2012, unusual data without osteoac-
tive treatment. Suspecting alteration in os-
teoarticular system we requested Rx of spine
and hip that showed suspicious osteoblastic
images. We requested a bone scan that was
negative and complete laboratory studies that
were normal. The same osteocondensing ima-
ges existed in a prior Rx of pelvis but in lesser
magnitude. While oncologists and gynecolo-
gists ruled out secondaries, unexplained in-
creases in DXA values and radiological chan-
ges inimages led us to perform a needle biopsy
of iliac crest that confirmed metastatic breast
carcinoma. The value of the presentation is the
suspicion of the final diagnosis due to an unex-
pected increase of densitometric values.

Key words: osteoblastic lesions, breast can-
cer, DXA.

Introduccion

Las lesiones 6seas originadas por un au-
mento de la densidad mineral se denominan
lesiones osteoblasticas. Estas pueden ser be-
nignas como las que se observan en la en-
fermedad de Paget,! sarcoidosis,? esclerosis
tuberosa,® osteopetrosis* o en la osteopoiqui-
losis;® mientras que entre las causas de le-
siones osteoblasticas malignas se describen,
entre las mas importantes, las metéastasis de
cancer de mama,® de pulmén,” de vejiga,®
de estébmago,® el neurofibroma,’® el medulo-
blastoma,'" o el linfoma.” En el caso de las
metastasis osteoblasticas por un carcinoma
(Ca) de mama, este tipo de presentacién rep-
resenta alrededor del 10%." Las causas ma-
lignas, en general, se acompanan de un cuadro
clinico sospechoso (dolor, anorexia, pérdida de
peso) o bien de alteraciones de los paramet-
ros bioquimicos (eritrosedimentacién elevada,
anemia, hipoalbuminemia, alteraciones en el
proteinograma o marcadores tumorales altera-
dos); en otros casos se sospechan por la hip-
ercaptacion centellografica difusa. Son raros
los casos en los cuales todos los parametros
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anteriores son normales y la sospecha diag-
nostica de un carcinoma de mama con me-
tastasis osteoblasticas surge por un aumento
de los valores de la densitometria 6sea (DXA).

El objetivo de este trabajo es presentar un
casoenelcuallos valores densitométricos des-
empefaron un papel central en el diagndstico.

Caso clinico

Una mujer de 61 anos, consulta, en julio
de 2011, por dolores leves osteoarticulares
difusos y osteopenia. Este cuadro de dolo-
res inespecificos se presentd en la columna
lumbar y cervical, las caderas y en la mano
izquierda con leve rigidez en ésta, de solo
algunos minutos de duracion durante la ma-
fnana. Por DXA se detecta osteopenia y es
derivada. Entre los antecedentes personales
se jerarquiza un carcinoma de mama izquierda
diagnosticado en 1997, por lo cual se le realiza
una mastectomia parcial. Este tumor recidiva
en 2004 y se completa el tratamiento con la
mastectomia total, asociado a quimioterapia
y radioterapia. Entre otros antecedentes se
destacan: hepatitis B compensada, jaqueca
cronica, menarca a los 13 afios, ningun em-
barazoy menopausia a los 49 afos. Consume
lacteos abundantes (alrededor de 1,2 g/d), se
expone poco al sol y realiza escasa activi-
dad fisica. No tiene antecedentes de fracturas
ni de litiasis renal. La abuela materna sufrid
una fractura de cadera y sus Unicas dos her-
manas presentan osteoporosis. Como medi-
cacion, consumia ibuprofeno y anti-jaquecosos.

El examen fisico mostraba: talla: 1,62 m,
peso: 58 kg. Muy buen estado general, con
leve dolor a la presién en columna cervi-
cal y lumbar, sin especificar un sitio preciso.
FC: 72pp min. TA: 125/78. Se le realizaron tres
DXA, en 2005, 2010 y 2012 respectivamente, to-
das en el mismo equipo Lunar donde se consta-
ta un incremento progresivo de la DMO del 21%
en columna lumbar (L2-L4) y del 2,2% en cuello
de fémur derecho (CFD), del 2005 al 2012, sin
mediar ningun tratamiento osteoactivo (Tabla 1).

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 11 - N° 2 - 2015

173



Tabla 1. Incremento de las densitometrias éseas
lumbar y femoral sin mediar ningun tratamiento os-
teoactivo

DMO L2- L4 T CFD T
g/cm? score g/cm? score
12/05 1,146 0,4 0,726 -2,1
08/10 1,227 0,2 0,731 -2,1
01/12 1,391 1,6 0,742 -2,0

Ante estos cambios densitométricos y sos-
pechando alteraciones de tipo osteoartrésico
en la columna lumbar que pudieran afectar los
valores de su DXA, se le solicitan una radio-
grafia de columna lumbar y otra de cadera,
que mostraron imagenes osteocondensantes
diseminadas de diferente tamafio, menores de
10 mm. En los analisis de laboratorio no se ob-
servaron alteraciones de interés; VSG 14, cre-
atinina: 0,73 mg/dl, hepatograma y proteino-
grama: normales. TSH: 2,5 mU/I. Se completé
la evaluacion mediante estudios realizados
en nuestro laboratorio: calcemia: 9,6 mg/dl
(VN: 8,8-10,5 mg/dl, método ISE), fosfatemia:
4,0 mg/dl (VN: 2,7-4,5 mg/dl, método ciné-
tico), crosslap sérico: 619 pg/ml (VN: 556+226
pg/ml, método electroquimioluminiscencia),
osteocalcina: 424 ng/ml (VN: 11-43 ng/ml,
método electroquimioluminiscencia), fosfatasa
alcalina (FAL) 193 UI/L (VN: 90-280 Ul/,
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método cinético), isoenzima o6sea (FAIO):
56,5% (VN: 20-48% método precipitacion
con lectina), PTHi: 55,3 pg/ml (VN: 10-65
pg/ml, método electroquimioluminiscencia),
25(0OH)D: 12,6 ng/ml (VN: mayor de 30 ng/dl,
método radioinmunoensayo), calcio urinario:
177 mg/24 h. Se le indicé, como tratamiento,
suplementos de calcio y ergocalciferol para
corregir el déficit de vitamina D. Los diag-
nosticos iniciales fueron: osteopenia en cuello
de fémur, jaqueca cronica, antecedente de
carcinoma de mama con recidiva y un cuadro
de imagenes osteocondensantes difusas, de
etiologia no aclarada.

Durante su evolucion, la paciente se en-
contré en todo momento en muy buen estado
general, con apetito y peso conservados y
sin variantes en el examen fisico. Los analisis
realizados 2 meses después mostraron: he-
matocrito: 38%, hepatograma: normal, FAL:
254 Ul/I, TSH: 1.0 mU/I, calcemia: 9,6 mg/dl,
fosfatemia: 4,2 mg/dl, PTHi: 51 pg/ml, 25(OH)D:
30,3 ng/ml. Dado el buen estado general, los
estudios bioquimicos normales y el control
ginecoldgico de rutina negativo, se sospechd
una enfermedad osteocondensante benigna.
Una nueva radiografia de pelvis mostré dife-
rencias con otra previa de 2009 (Figura 1), en
donde se observa progresion marcada de las
imagenes osteoblasticas.

Figura 1. Comparacion de Rx de pelvis entre 2009 y 2012. Se advierte incremento de lesiones osteo-
condensantes.
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La Rx de columna lumbar también presenté marcadas imagenes osteoblasticas (Figura 2).

Figura 2. Radiografia de columna lumbar, frente y perfil. Se advierte en las vertebras lesiones osteocon-

densantes.

El centellograma 6seo no mostré lesiones hipercaptantes, excepto una imagen en hueco supra-

clavicular derecho, no facil de definir (Figura 3).

Figura 3. Centellograma éseo corporal total de una paciente con lesiones osteocondensantes y progre-

sivas visibles en las radiografias convencionales.

Se repitieron los estudios de laboratorio
de rutina y del metabolismo fosfocalcico, que
persistieron normales. Finalmente se decide,
ante la falta de diagnéstico, realizar una biop-
sia 6sea de hueso iliaco, que confirmé la pre-
sencia de células neoplasicas, compatibles

con metastasis de carcinoma de mama.

Posteriormente a la biopsia se realiza el
estudio del marcador tumoral Ca15-3 cuyo
valor de 31,5 (VN: <25) avala el diagnéstico.
Se comienza tratamiento con anastrazol y
pamidronato IV.
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Discusion

El caso clinico de esta mujer de 61 afnos
fue considerado en principio como una forma
leve de osteopenia advertida en el cuello de
fémur, asociado a deficiencia de vitaminaDy
con adecuado contenido de calcio en la dieta.
Por tal motivo se decidié suplementar con vi-
tamina D. Despert6 nuestra atencion, el au-
mento de la DMO en columna lumbar del 21%
entre 2005 y 2012 y del 2,2% en cuello de
fémur, sin mediar ningun tratamiento especifi-
co. En consecuencia, se pidieron radiografias
de columna lumbar y cadera; se destaco la
presencia de imagenes osteoblasticas en
parches y difusas. Si bien se conocia el ante-
cedente del carcinoma de mamay su recidiva,
el buen estado general, el mantenimiento del
peso, los analisis de laboratorio normales y la
impresion de los ginecdlogos y oncologos de
una enfermedad benigna, no relacionada con
el tumor de mama, desconcertd a los médi-
cos tratantes.

Se sospechd entonces la posibilidad de
osteopoiquilosis, que es una rara enferme-
dad benigna, autosémica dominante, carac-
terizada por multiples y discretas densidades
redondeadas u ovoideas esparcidas por el
esqueleto axial y apendicular.’ Esta enferme-
dad (en general) no produce sintomas signifi-
cativos y el diagndstico se realiza, en forma
casual, por estudios radiograficos. Este di-
agnostico fue considerado también, teniendo
en cuenta los datos normales de laboratorio
y del centellograma éseo. Sin embargo, el
analisis comparativo de las radiografias actu-
ales de columna y cadera realizada compara-
da con otras de cinco anos previos-, en la cual
no se observaban esas lesiones-, nos permi-
tieron descartar esta entidad. Era de impor-
tancia el antecedente de las dos hermanas
que presentaban osteoporosis y una abuela
que sufrié una fractura de cadera- familia con
osteoporosis- al relacionarlo con la progresiva
mejoria de la DMO de la paciente. Se volvié
a consultar con los ginecdlogos tratantes

Spivacow y col.:
Imagenes osteocondensantes

quienes no consideraron la presencia de ex-
tension secundaria de su enfermedad de
base. Entre los diagndsticos diferenciales se
planted la posibilidad de descartar una am-
plia gama de patologias, entre ellas toxicos
como el flior y metales pesados; vitaminas A
y D; la accién de radiaciones sobre el hueso;
patologias hematolégicas como el linfomas
y la mielofibrosis, y otras como mastocitosis
sistémica, enfermedad de Paget, esclerosis
tuberosa o bien una condromatosis sinovial,
pero la clinica de la paciente no cumplia con
los criterios diagndésticos para dichas enti-
dades.’®'® Finalmente y a pesar de la discrep-
ancia entre los médicos tratantes y consul-
tores, se planteo el diagndstico de metéastasis
osteoblasticas producidas por el carcinoma
de mama; se considerd, que estas lesiones
tienen predileccion por el esqueleto axial y
suelen provocar destruccion ésea, dolores
severos, reaccion peridsticas y generalmente
son positivas en el centellograma 6seo.™®

Por tal motivo se decidié realizar una pun-
cién-biopsia ésea a nivel de la cresta iliaca,
cuyo resultado fue positivo para células
neoplasicas de un carcinoma de mama. Si
bien existen otros estudios de imagenes,?*?!
que hubieran contribuido a aclarar la presen-
cia de metastasis, la biopsia ésea confirmo el
diagnostico de multiples metastasis en el es-
queleto y comenzar el tratamiento acorde con
esta grave complicacion.

Considerando la forma infrecuente en la cual
se llegd al diagnéstico, es importante aclarar
como concepto que, en todo paciente con ima-
genes osteoblasticasy antecedentes de un carci-
noma productor de lesiones osteoformativas, lo
primero que debe descartar el médico asistente,
es la existencia de metastasis esqueléticas.

El interesante valor que presenta este caso
se adscribe a la sospecha diagnéstica sugerida
por el aumento inexplicable de los valores de la
DMO, y la progresiéon en poco tiempo de las
lesiones osteoblasticas visibles en las radio-
grafias, que determinaron la realizacion de una
puncién-biopsia 6sea que aclaré el diagnostico.
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CONTROVERSIAS EN LA MEDICION DE PARATHORMONA

Erich Fradinger*
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Resumen

La parathormona es una proteina de 84
aminoacidos, muy importante en el diagnos-
tico de hipocalcemia o hipercalcemia, hiper-
paratiroidismo e hipoparatiroidismo y en el
seguimiento de la patologia 6sea en pacien-
tes renales, etc. Si bien el primer ensayo fue
publicado en 1963, aun hoy su medicion en
el laboratorio es un desafio parcialmente re-
suelto. Entre los tantos problemas podemos
mencionar los fragmentos circulantes que son
reconocidos por ensayos de segunda gene-
racién, la distinta especificidad de los anti-
cuerpos ante estos fragmentos, la falta de
un método de referencia, de estandarizacion
de los ensayos y de definicién de cual debe
ser la poblacién ideal para definir un rango de
referencia. Se requiere un avance en todos
estos aspectos para que los ensayos sean
comparables. A su vez, es muy importante
que los médicos conozcan estos problemas
y los usen como herramientas para la inter-
pretacién de un resultado. Es esencial que
los laboratorios implementen estrictos proce-
dimientos de control de calidad interno y su
participacién en un control de calidad externo
para evaluar su performance con respecto a
sus propias metodologias en relacion a otras.
Palabras clave: controversias, medicién, pa-
rathormona.

Summary

CONTROVERSIES IN MEASURING PARA-
THYROID HORMONE

Parathyroid hormone is a 84 aminoacid
protein very important in the diagnosis of hy-
pocalcemia and hypercalcemia, hyper and hy-
poparathyroidism and in the follow up of bone
disorders in renal patients. Although the first
assay was published in 1963, even today its
measurement in the laboratory is a partially-
resolved challenge. Common problems are
circulating fragments that are recognized by
second-generation assays, the different spec-
ificity of antibodies, the lack of a reference
method, the lack of assay standardization and
the lack of definition about which is the ideal
population to define a normal reference range.
Improvements in all of these aspects are re-
quired to make assays comparable. It is im-
portant that physicians know these aspects
and use them as tools to interpret one results.
It is essential that laboratories implement strict
internal quality control procedures and partici-
pation in external quality assessment schemes
to evaluate the performance among different-
methods.

Key words: controversies, measure, parathy-
roid hormone.

* Direccion postal: Instituto de Investigaciones Metabdlicas, Libertad 836, 1er piso, 1012 Buenos Aires,
Republica Argentina. Correo electrdnico: efradinger@idim.com.ar

178

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 11 - N° 2 - 2015



La parathormona (PTH) es una proteina de
84 aminoacidos codificada en el cromosoma
11p y producida por la glandula paratiroidea.
Se sintetiza como una preproPTH (115 ami-
noacidos) que por enzimas especificas, se cli-
va a una proPTH y finalmente a PTH. Su vida
media en circulacién es muy corta (2-4 min) y
su metabolismo es principalmente hepatico,
si bien el rindn también metaboliza la hormo-
na intacta y algunos fragmentos.

Son bien conocidas las acciones sobre
érganos clasicos del metabolismo fosfocal-
cico: en el rifdn es hipocalciurica, hiperfosfa-
turica y estimula la enzima 1-alfa-hidroxilasa
(CYP27B1) que sintetiza la 1,25-dihidroxivi-
tamina D.

En el hueso es una hormona osteoclasto-
génica por aumento de expresion de RANKL
osteoblastico y disminucién de la sintesis de
esclerostina en osteocito.

Fradinger E: Controversias en la
medicion de parathormona

Ensayos de primera generacion

El primer ensayo fue un radioinmunoensa-
yo (RIA) y data de 1963. Desarrollado por Ber-
son y Yallow,! usaron anticuerpos policlonales
de cobayo y conejo dirigidos contra PTH bo-
vina. En los siguientes afios se desarrollaron
otros ensayos con anticuerpos dirigidos prin-
cipalmente a fragmentos carboxilo terminal y
fragmentos medios de la molécula (Figura 1).
Tenian como principal desventaja la inespe-
cificidad (por el uso de un solo anticuerpo) y
la retencion de fragmentos en pacientes con
filtrado glomerular bajo. En nuestro medio fue
muy conocido el ensayo desarrollado por el
Dr. Slatopolsky con un anticuerpo (CH9) cuya
curva de calibracién se realizaba con el frag-
mento “molécula media” y fue muy utilizado
en la década de 1980 hasta la aparicién de los
ensayos de segunda generacion.

NH2-PTH RIA

ENSAYOS DE PRIMERA GENERACION

MM/C -PTH RIA

\ 84

ENSAYOS DE SEGUNDA GENERACION

ENSAYOS DE TERCERA GENERACION

Figura 1. Los distintos anticuerpos dirigidos a la molécula de PTH en los ensayos de primera, segunda

y tercera generacion. Modificado de Garrett G, Sardiwal S, Lamb EJ, Goldsmith DJ. PTH- A particularly

tricky hormone: why measure it at all in kidney patients? Clin Am Soc Nephrol 2013; 8:299-312.

Ensayos de segunda generaciéon

Estos ensayos inmunorradiométricos
(IRMA) incorporaron un segundo anticuerpo
que conferia mayor especificidad y sensibi-
lidad. El primer anticuerpo (de captura) fue
dirigido a la regién C-terminal (entre ami-
noacidos 34-84) y el segundo anticuerpo
(de deteccion) a la region N-terminal (entre

aminoacidos 15-32) (Figura 1). El primero
de estos ensayos comerciales fue el Allegro
PTH (Nichol’s Institute)?y luego distintos pro-
veedores desarrollaron sus anticuerpos y au-
tomatizaron sus plataformas con deteccion
por quimioluminiscencia primero y luego por
electroquimioluminiscencia. Es importante
destacar que con el ensayo Allegro se publicé
el rango de referencia de PTH (10-65 pg/ml)
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mas frecuentemente citado durante afos y
con el que también se desarrollaron las nor-
mas de la Kidney Disease Outcomes Quali-
ty Initiative (KDOQI), hoy reemplazadas por
las normas Kidney Disease Improving Global
Outcomes (KDIGO).

Durante décadas se utilizaron y aun se
utilizan los ensayos de segunda generacion,
comercializados con el argumento de mayor
especificidad para PTH intacta (1-84). Pero
en 1992 se publicé un importante trabajo que
mostré que el nivel de PTH en pacientes con
enfermedad renal crénica no se correlacio-
naba con la patologia que la biopsia 6sea re-
velaba en esos pacientes.® Es decir que, en
ciertos casos, la PTH de segunda generacién
sobrestimaba el problema 6seo que realmen-
te existia. Al poco tiempo, Lepage y cols.
demostraron que estos ensayos, ademas de
dosar PTH 1-84, también dosaban fragmen-
tos (entre ellos un fragmento inactivo 7-84).
Vale decir que los médicos recibian (y reciben
actualmente) en los informes de laboratorio un
valor numérico que representa PTH “intacta”
sumada a otros fragmentos.

Ensayos de tercera generacion

Para resolver el problema del cruzamiento
con el fragmento 7-84 desarrollaron el segun-
do anticuerpo dirigido a la porcién mas distal
del NH, terminal (entre aminoacidos 1-4). El
primer ensayo fue comercializado por Scan-
tibodies Lab Inc.5¢ Se lo llamoé “whole” PTH
(PTH bioactiva 1-84) y ademas con el kit se
podia también medir PTH con un ensayo de
segunda generacion. La diferencia entre las
PTH de ambos ensayos era aproximadamente
la cantidad de fragmento 7-84 que el paciente
tenia en circulacion. Los resultados del primer
ensayo de tercera generacion mostraron que
el cruzamiento con 7-84 oscilaba entre 40-
60%, por lo que el rango de referencia de este
ensayo cambid sustancialmente (rango 5-31
pg/ml). El cociente entre la PTH bioactiva/PTH
de segunda generacion en sujetos normales,

Fradinger E: Controversias en la
medicion de parathormona

hemodializados, con hiperparatiroidismo pri-
mario, siempre resulté menor de 1, hasta que
se descubrié una excepcion a estos casos:
los pacientes con carcinoma paratiroideo pre-
sentaban un cociente PTH bioactiva/PTH de
segunda mayor de 1.7 Esto se debe a una for-
ma molecular llamada “amino PTH” (modifi-
cada probablemente en serina 17) que se “so-
breproduce” en estos pacientes. Los ensayos
de tercera generacién cruzan con esta forma
molecular (no asi los de segunda), por lo que
la relacién esta invertida y es mayor de uno.®
Posteriormente, varias empresas desarro-
llaron sus anticuerpos propios y automatiza-
ron sus plataformas, primero con deteccion
por quimioluminiscencia y luego por electro-
quimioluminiscencia. Recientemente se ha
publicado un trabajo donde se comparan los
dos ensayos comerciales de tercera genera-
cién mas conocidos, en el cual se observa en
el grafico Bland-Altman una clara diferencia
entre ambos en distintas concentraciones.
Hasta 200 pg/ml, el sesgo es en promedio 20
pg/ml, mientras que en concentraciones ma-
yores de 200 pg/ml el “bias” aumenta signifi-
cativamente.® Si bien ambos ensayos son de
tercera generacion, estas diferencias pueden
deberse a la calibracién de los ensayos, los
efectos de matriz o la especificidad de los an-
ticuerpos, como se explica mas adelante.

¢Ensayos de cuarta generaciéon?

Es bien conocido el metabolismo de la
PTH. Se sabe que se oxida en la metionina-8
y 18 y que la PTH oxidada es inactiva ya que
no puede reconocer al receptor PTH1R. En un
elegante disefio, Hocher y cols.'® desarrollaron
un método para separar por cromatografia de
afinidad la PTH oxidada (inactiva) de la PTH no
oxidada (activa). Al medir la PTH no oxidada
(posterior a su separacién de la oxidada) con
ensayos convencionales resulté que esta cir-
cula en concentraciones muy inferiores a las
esperadas: 7,7+1,55 pg/ml (mediat1 desvio
estandar) con rango de 5 a 14 pg/ml).

180

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 11 - N° 2 - 2015



Quiere decir que la PTH activa circulante
es en promedio 4 veces menor que lo que
usualmente medimos en el laboratorio. Queda
preguntarse si realmente sera necesario me-
dir PTH activa mediante este método (incé6-
modo), ya que cada muestra debe ser pasada
por una columna cromatografica y después
ensayada por inmunoensayo.

Ensayos por cromatografia liquida/espec-
trometria de masa (LC-MS/MS)

Se han publicado dos métodos que utili-
zan esta técnica, con el fin de alcanzar la posi-
bilidad de desarrollar un método de referencia
para PTH."'? Estos métodos realizan extrac-
cién por inmunoafinidad y posterior digestion
y cuantificacion por LC-MS/MS. Son métodos
muy promisorios desde lo analitico pero aun
tienen algunos problemas: el tratamiento pre-
vio de cada muestra y las variantes molecula-
res de PTH (fosforilada en serina-17 y oxidada
en metionina-18) no pueden ser distinguidas
(separadas) con estos métodos.

Comparacion entre métodos

Durante dos décadas se han publicado
gran cantidad de trabajos en los cuales se
comparan distintos ensayos de PTH."*"° Las
discrepancias entre los ensayos no difieren
demasiado, independientemente del afio de
la publicacion, y enfatizan la importancia de
estas variaciones al evaluar pacientes con
enfermedad renal crénica: un paciente podria
ser evaluado de manera distinta con respecto
a las guias KDIGO dependiendo del ensayo
utilizado, y por ende recibir un tratamiento no
adecuado.”™ Los diferentes anticuerpos con-
fieren distinta especificidad ya que tienen dis-
tinto cruzamiento con el 7-84 y otros fragmen-
tos. Esto en pacientes renales se hace mas
evidente y los valores de un ensayo pueden
duplicar al de otro. Un tema para considerar
es la presencia de anticuerpos heterdfilos.
Los ensayos pueden interferir por presencia

Fradinger E: Controversias en la
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de anticuerpos (anticobayo u otros) en el sue-
ro humano. En general, estos dan interferen-
cias positivas y valores de PTH altos. Ante
muestras sospechosas, tal problema puede
resolverse con bloqueantes (comerciales) de
esos anticuerpos.

Los estandares que usan los proveedores
de reactivos difieren entre si. Existe un Estan-
dar de Referencia Internacional (IS 95/646)
que podria mejorar la comparabilidad entre
distintas marcas. Para esto es necesario que
las empresas calibren sus inmunoensayos
contra este estandar. Hasta la fecha de la es-
critura de este articulo, ninguna empresa tiene
el ensayo calibrado contra este estandar, con
excepcion de un ensayo de 32 generacion.®

Participo del Programa de Control Externo
NEQAS desde hace 10 afios y regularmente
se ven las diferencias entre los distintos en-
sayos, muy similares a las publicadas.' Este
Programa NEQAS envia rutinariamente prue-
bas de recuperacion con PTH sintética y con
el IS 95/646 y los resultados demuestran cla-
ramente los problemas de estandarizacién: se
observan en algunos ensayos porcentajes de
recuperacion mayores de 200% (observacion
personal). Un estudio reciente compara dos
ensayos de tercera generacion antes y des-
pués de una recalibracién con IS 95/646.%° La
variabilidad entre los ensayos disminuye sig-
nificativamente y, mas aun, los rangos de re-
ferencia entre ambos se hacen comparables.

Variabilidad bioldgica

La variabilidad intraindividual (CVi) cuan-
do se utilizan ensayos de segunda genera-
cion promedia un 25%.2' En algunos estu-
dios mas recientes con ensayos de tercera
generacion, el CVi promedia un 30%.22 Estos
valores son muy importantes ya que estable-
cen un minimo cambio significativo para la
PTH de mas del 70%, lo que dificulta la inter-
pretacidon de una sola medicion de PTH. En
pacientes hemodializados, los valores de CVi
son mas elevados.
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Rango de referencia

Es muy importante mencionar que al dia
de hoy no existe un consenso acerca de cual
debe ser la muestra poblacional ideal para
establecer el rango de referencia de PTH. El
rango de referencia del kit Allegro (Nichol’s
Institute) no tomd en consideracion el estado
nutricional de la vitamina D. Se ha sugerido
que el limite superior normal de PTH es hasta
un 35% menor si se excluyen los individuos
con 25-hidroxivitamina D bajos.? En un trabajo
mas reciente se comparan los rangos de refe-

Fradinger E: Controversias en la
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rencia propuestos en los insertos de 10 kits co-
merciales y los rangos de referencia obtenidos
en una poblacion de “referencia”: 25-hidroxi-
vitamina D mayor de 30 ng/ml, clearence ma-
yor de 60 ml/min, calcio y fésforo normales.*
Se demuestra de manera concluyente que,
con algunas marcas comerciales, el limite su-
perior normal de PTH es inferior al propuesto
en el inserto pero en otros no (Tabla 1). A pesar
de estas diferencias, usando el rango de refe-
rencia de la poblacién repleta de vitamina D se
mejora la clasificacion de los pacientes hemo-
dializados de acuerdo con las guias KDIGO.

Tabla 1. Rangos de referencia segun el proveedor y obtenidos en poblacién de referencia: vita-
mina D > 30 ng/ml, clearance mayor de 60 ml/min, calcio y fésforo normal. Adaptado de Ref. 24

Ensayo Rango de referencia del Limites de referencia (95% de IC)

proveedor (pg/mil) en poblacién de referencia (pg/ml)

1 15,0 - 68,3 16,3 (14,1 -18,5) - 64,7 (62,5 -67,0)
2 12 -88 10,1(8,4-11,8) - 47,4 (45,7 - 49,1)
3 13-54 7,2 (5,9 - 8,6) - 35,7 (34,3 -37,0)
4 17,3-72,9 21,3(19,4 - 23,2) - 68,2 (66,2 - 70,1)
5 7,5-53,5 10,8 (9,1-12,6) - 47,5(45,8 -49,2)
6 15-65 18,7 (12,0 -15,4) - 50,2 (48,4 - 51,9)
7 14 - 66 78(5,8-98) - 49,7 (47,8-51,7)
8 12-65 5,4 (3,0-8,1) - 57,1(51,1-74,6)
9 55-38,4 4,6 (3,6 - 5,6) - 25,8(24,8 - 26,8)
10 5-39 6,8 (5,7 -7,9) - 30,8 (29,6 - 31,9)

Avances importantes

La International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC)
ha establecido un Grupo de Trabajo (Wor-
king group) con objetivos de corto y largo
plazo: preparar recomendaciones O6ptimas
en la fase preanalitica, recomendar las uni-
dades en las que se debe expresar la PTH
(pg/ml o pM), sugerir de manera urgente a la

industria la calibracién de los ensayos contra
el IS 95/646, desarrollar procedimientos de
medicién de referencia para la PTH y preparar
un panel de muestras de referencia (en plas-
ma), entre otros.? Luego de una muy impor-
tante revision se sugiere como muestra 6ptima
para PTH la sangre recolectada en tubos con
EDTA ya que es mas estable que en suero.?®
Se recomienda la separacion del plasma den-
tro de las 24 horas de la extraccién y guardarlo
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a 4 °C con el proceso analitico dentro de las
72 horas de extraida la muestra. La gran des-
ventaja de estas recomendaciones es que la
muestra extraida con EDTA no sirve para me-
dir calcio. Y hay que tener especial cuidado
en el rango de referencia, ya que para algunos
proveedores es distinto para plasma que para
suero. Estas recomendaciones no implican
que el suero no se pueda utilizar. La centrifu-
gacion en estos casos debe ser inmediata y
no dejar el suero a temperatura ambiente por
mas de 2 horas.

Conclusiones

El proceso de mejora de los ensayos de
PTH es mas lento que el que se realiza para
otros analitos con problemas analiticos simi-
lares, como por ejemplo la 25-hidroxivitamina
D.?” Es evidente y légico pensar que en el fu-
turo se medira PTH solo con ensayos de ter-
cera generacion por el simple hecho de que
en estos ensayos ya no estamos midiendo
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IMAGENES EN OSTEOLOGIA / Imaging in Osteology

17(3-ESTRADIOL DISMINUYE LAS CONEXIONES INTERCELULARES
INDUCIDAS POR PEROXIDO DE H!DR()GENO EN CULTIVOS DE
CELULAS DE MUSCULO ESQUELETICO

Anabela La Colla, Lucia Pronsato, Lorena Milanesi, Andrea Vasconsuelo*

Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional del Sur.
San Juan 670, 8000 Bahia Blanca, Argentina

A CONTROL

La estructura del citoesqueleto es uno (E2) (Figura C)y luego tratadas con HxO estos
de los primeros target del estrés oxidativo. cambios morfolégicos se encuentran signifi-
El tratamiento con perdxido de hidréogeno cativamente disminuidos (flechas, Figura D).
(H202) promueve la polimerizacion/desorgani-  (Microscopia campo claro. 63Xx).
zacion del citoesqueleto de actina induciendo
la formacién de conexiones de tipo nanotubu-  Conflicto de intereses: Los autores declaran
lar entre las células de musculo esquelético no tener conflictos de intereses.
murino C2C12 (flechas, Figura B). Sin embar-
go, cuando las células son preincubadas con (Recibido: julio 2015.
concentraciones fisiolégicas de 17f3-estradiol Aceptado: agosto 2015).

* Correo electronico: avascon@criba.edu.ar
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CARTAS AL COMITE DE REDACCION / Letters to the Editor

MEDICINA BASADA EN LA EVIDENCIA'Y LAS ENFERMEDADES RARAS

En relacién con la editorial de Francisco Maglio sobre gerenciamientos de salud y medicina
basada en la evidencia (MBE) y los aspectos criticos y problemas éticos que enlista," a los que
adhiero en principio, quisiera resaltar que en la especialidad que nos ocupa, la osteologia, la pro-
blematica puede ser mas acuciante aun. En efecto, la gran mayoria de las condiciones moérbidas
del metabolismo fosfocalcico son de baja prevalencia y escaso interés para el desarrollo cientifico
integral, es decir, el que termina en la disponibilidad de un producto diagndstico o uno terapéutico
para aliviarlas. Son entonces enfermedades raras y huérfanas de recursos especificos. Cuando
los tienen, han sido consecuencia de un hallazgo fortuito, aislado, o porque los afectados han
sido estudiados como escalén a fin de producir conocimientos intermedios para aplicar luego en
enfermedades de mayor prevalencia. Esto hace casi imposible aprovechar la MBE en osteologia,
y la propuesta de Maglio se torna entonces mas interesante.

La lista de criticas a la MBE para enfermedades raras es larga pero, entre las principales, se
encuentra el origen monopdlico u oligopdlico de la informacion, que sesga cualquier intento de
equilibrio de intereses, si solo existen 2 o 3 estudios pivotales y estos provienen del mismo patro-
cinador o grupo de estudio pues no pueden considerarse como parte de una MBE balanceada.

Los disefos de los estudios clinicos, el tamafo de la muestra y la inferencia estadistica de los
datos idealmente deben ser discretos, es decir, ajustados a lo posible. Las autoridades regulato-
rias, salvo excepciones, no consideran aun normas para estudios discretos y no admiten estudios
para enfermedades raras simplemente porque no se parecen o no se encuadran en las normas
de los estudios de costumbre. Entonces, un valioso estudio discreto les parece calidad inferior a
la de un mal disefiado estudio habitual. Pero no son sino las unidireccionales normas regulatorias
las que conforman una barrera contra el desarrollo de investigaciones en enfermedades raras. La
ciencia, por el contrario, es diversidad e ingenio.

En el otro extremo, los comités de ética aprueban, compasivamente quizas, muchos estudios
incompletos, los que generalmente tienen destino de tesis de doctorado, publicaciones exdticas,
0 ensayos de técnicas arriesgadas en pacientes sin otras ofertas al alcance. Cada afectado por
una enfermedad rara es una persona vulnerable y muy valiosa para la ciencia y no deberia ser
incluido en estudios que no tengan finalidad traslacional. Para aprobarlos, los comités deberian
conocer si son parte de un programa integral o solo un ensayo ocasional y sin otro destino que el
despilfarro de informacion.

La evidencia justa, en su punto justo, es lo que necesita la gran mayoria de las enfermedades

del metabolismo 6seo. Emilio J. A. Rold4n

Fundacion GEISER
Cap. de Enfermedades Raras del Esqueleto-IOF.
Research Working Group-ICORD.
Conflicto de intereses:
Direccién Cientifica. Gador SA, Buenos Aires.
(Recibido: junio 2015.
Aceptado: junio 2015).
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COMENTARIOS BIBLIOGRAFICOS / Bibliographical Comments

THE p38a MAPK FUNCTION IN OSTEOPRECURSORS IS REQUIRED
FOR BONE FORMATION AND BONE HOMEQSTASIS IN ADULT MICE

Rodriguez-Carballo E, Gamez B, Sedé-Cabezén L, et al. PLOS One 2014; 9:e102032

Valeria Andrea Rodriguez*

Laboratorio “Dr. Cafias”, Catedra de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Meédicas, INICSA (CONICET-Universidad Nacional de Cdrdoba).

Durante el desarrollo, la osificacion depen-
de de la actividad de osteoblastos que deri-
van de las células madre mesenquimales. A
lo largo de este proceso de diferenciacién os-
teoblastica, los osteocondroprogenitores pro-
liferan y pasan por una serie de etapas antes
de convertirse en osteoblastos maduros.' Los
osteocitos son derivados de los osteoblastos
diferenciados que permanecen embebidos
en la matriz é6sea mineralizada. Muchos esti-
mulos extracelulares tales como tensién me-
canica, citoquinas inflamatorias y factores de
crecimiento, han sido descriptos como regu-
ladores de la diferenciacion de osteoblastos
mediados por p38 MAP quinasas (MAPK).2 En
células de mamiferos, se han descripto cua-
tro isoformas de p38 MAPK: p38a (MAPK14),
B (MAPK11), y (MAPK12) y & (MAPK13).2

La sefalizacion de p38 en el desarrollo 6seo
temprano también se ha estudiado en mode-
los de ratén. Un estudio del desarrollo de los
huesos largos de los ratones con la supresion
especifica de p38a en los osteoblastos mos-
tré una progresiva disminucion de la densidad
mineral ésea en el hueso cortical y trabecular.*
Aunque los trabajos existentes indican la par-
ticipacion de la sefalizacién de p38 en la for-
macién 6sea temprana y esqueletogénesis, su
contribucién especifica para la remodelacion
6sea de adultos aun es desconocida. En el
presente trabajo se evalud la delecién del p38a
especifico de osteoblastos para determinar si
participa en la esqueletogénesis temprana, asi
como en la homeostasis 6sea en el esqueleto
adulto. La eliminacién temprana de p38a reve-

* Correo electronico: valerod2003@yahoo.com.ar

|6 una defectuosa osificacion endocondral en
calvarie y huesos largos. Los ratones knockout
mostraron una reduccion del volumen de hue-
so trabecular en el fémur distal, asociado con
bajo espesor trabecular. Ademas, presentaron
disminucion del volumen de hueso cortical fe-
moral y del espesor. La supresion de p38a de-
teriora la osteoblastogénesis, la maduracion
de los osteoblastos y la actividad a través de
la disminucion de la expresion de los factores
de transcripcion especificos de osteoblastos,
pero no afecta la funcién de los osteoclastos.
La pérdida 6sea en los ratones knockout
se detecté a las 30 semanas de edad. Sin
embargo, a las 60 semanas, el volumen del
hueso cortical y el espesor fueron menores,
mientras que no se observaron diferencias en
volumen de hueso trabecular y el nimero de
trabéculas con respecto al de los ratones con-
troles. Este efecto refleja rasgos morfoldgicos
de osteoporosis en seres humanos.® En este
modelo, p38a tiene un efecto significativo en
la remodelacion 6sea después de 30 semanas
de edad. Se puede especular que, mas ade-
lante, esos efectos podrian ser atenuados por
la reduccion dependiente de la edad en el hue-
so trabecular, para mantener algunas de las
competencias biomecanicas (p. €j., disminuir
la fuerza cortical). Algunos mecanismos simi-
lares de compensacion en funcién de la edad
en ratones han sugerido la pérdida 6sea en
roedores.® Por lo tanto, ademas de su papel en
la esqueletogénesis temprana y la mineraliza-
cion, p38a también es esencial para la diferen-
ciacion de los osteoblastos y/o para mantener
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la funcidn osteoblastica en el hueso adulto mi-
neralizado. Como resultado de esto, los datos
muestran también que la eficacia de la remo-
delacion 6sea durante toda la vida requiere la
funcién de p38 y que la inhibicidon de esta via
de sefalizacion se traduciria en un mal fun-
cionamiento de los osteoblastos durante tra-
tamientos crénicos. Varios inhibidores de p38
MAPK se han considerado como potenciales
farmacos autoinmunes o antiinflamatorios, asi
como inhibidores de dolor neuropatico.” Por lo
tanto se deben tomar en cuenta los inhibido-
res de p38 quinasa altamente selectivos en los
efectos secundarios en la osteoporosis.

Del mismo modo, los efectos de senaliza-
cion de p38 en la actividad de resorcion 6sea
de los osteoclastos también deben ser anali-
zados. La inhibicién de la sefalizacién de p38
en los osteoclastos reduce su actividad de re-
sorcion y previene la pérdida de hueso trabe-
cular inducida por deficiencia de estrogenos.®

El remodelado éseo depende de un equili-
brio altamente acoplado entre osteoblastos y
osteoclastos. A pesar de que la funcién de los
osteoblastos era defectuosa, no hay diferen-
cias significativas en la relacion Rankl/OPG.
Estos resultados indican que la alteracién de la
funcién osteoblastica debido a la falta de p38a
no modificé severamente la funcién osteoclas-
tica. Por otra parte, los efectos de la supresion
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de p38a también fueron marcados durante la
diferenciacion de cultivos de osteoblastos in
vitro u osteoblastogénesis a partir de célu-
las madre mesenquimales, lo cual confirma
que los osteoblastos son células autébnomas.
La activacion de p38a se asocia normalmen-
te con funciones anti-proliferativas, ya que la
regulacion negativa de la proliferacion se ha
convertido en una funcién altamente conser-
vada de p38a en diversos tipos celulares.®

En resumen, este trabajo demuestra que
p38a es necesario tanto en la esqueletogéne-
sis temprana, asi como en el mantenimiento
de osteoblastos, la diferenciacién y la funcion
durante la remodelacion ésea en la vida adul-
ta. La pérdida de p38a en los osteoblastos
afecta la expresion y la fosforilacién de fac-
tores de transcripcion especificos de osteo-
blastos, bloqueando aun mas la maduracion
de los osteoblastos y la funcion. Estos datos
también ponen en evidencia que el desarrollo
clinico de los inhibidores de p38 deberia tener-
se en cuenta por sus posibles efectos sobre el
hueso.
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SECCION CULTURAL / Cultural Section

LA BANDERA DE LOS PIRATAS

Ariel Sanchez*

Centro de Endocrinologia, Rosario.

La bandera que identificaba a los barcos
piratas tenia una calavera blanca sobre fondo
negro, y debajo de la calavera habia dos hue-
sos largos cruzados en forma de equis. Una
variante era la que tenia dos sables cruzados
en vez de huesos (véase Figura). Los piratas
ingleses llamaban a este simbolo Jolly Roger.
El origen de este nombre es oscuro. Old Roger
era el apelativo del diablo. Otros hacen remon-
tar el nombre al primer hombre que presumi-
blemente iz6 la ensefia, el rey Rogerio Il de Si-
cilia (c. 1095-1154). Frente a la costa oriental
de Madagascar hay una pequefia isla, Santa
Maria, que gané fama en el siglo XVII como
refugio de piratas; el Capitan Kidd vivié en ella.
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La isla era un punto estratégico para in-
terceptar los navios que volvian del Lejano
Oriente hacia Europa cargados de valiosas
mercancias. En las afueras de la capital de la
isla, Ambodifotatra, hay un pequefo cemente-
rio de corsarios, y sus tumbas se caracterizan
por ostentar el famoso simbolo de la calavera
y los huesos cruzados.

Fuentes:

a) Wikipedia.

b) O’'Keeffe DT, Maraka S, Wermers R. The signifi-
cance of bone mineral density in the depiction of
Memento Mori. J Bone Miner Res 2014; 30: 747.

Dos variantes de la bandera que izaban los barcos piratas. Algunas tenian fondo rojo en vez de negro.

* Correo electrdnico: asanchez@circulomedicorosario.org
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FE DE ERRATAS

En el dltimo nuimero de Actualizaciones (pags. 47-56), la flecha impresa tapa la fractu-
en Osteologia, sobre la Figura 1C del arti- ra que debia marcar.
culo RETARDO DE CONSOLIDACION DE La imagen correcta de la Figura 1C es la
FRACTURAS, de A. Sanchez y H. Salerni siguiente:

Figura 1C. Tomografia computarizada de odontoides del axis, reconstruccion tridimensional, vista anterior
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ACTUALIZACIONES EN OSTEOLOGIA

El articulo podra ser redactado en castellano o en inglés y deberan ser enviados a:
actualizaciones@osteologia.org.ar.

Los trabajos remitidos deben estar incluidos en alguna de las secciones de la revista: Actuali-
zaciones, Articulos Originales, Comunicaciones Breves, Casuisticas, Imagenes en Osteo-
logia, Editoriales, Cartas al Editor, Comentarios Bibliograficos, Consensos y Educacion en
Osteologia, Controversias, Seccion Cultural.

GUIA DE PRESENTACION DE MANUSCRITOS

Los trabajos se prepararan en un procesador de textos (preferiblemente en una versién reciente
de Microsoft Word), en hoja A4, con margenes de al menos 25 mm, a doble espacio, en letra de
tipo Arial 10. Las paginas deben numerarse en forma consecutiva.

Abreviaturas, siglas y simbolos: sélo se utilizaran abreviaturas estandarizadas. Se evitara su
uso en el titulo y en el resumen. La primera vez que se use una abreviatura o sigla ira precedida
del término completo, salvo que se trate de una unidad de medida estandar.

Unidades de medida: se emplearan unidades del Sistema Internacional de Unidades (Sl), em-
pleando comas para los decimales. http://www.bipm.org/en/si/base_units/

La primer pagina debera contener la siguiente informacion: (a) el titulo del trabajo en castellano
e inglés; (b) un titulo abreviado para cabeza de pagina; (c) nombre y apellido de los autores;
éste ultimo debe estar subrayado; (d) nombre de las instituciones en que se desempenan;
(e) direccidn postal y correo electrénico del autor con quien se deba mantener correspondencia;
(f) seccion de la revista a la cual corresponde el trabajo; (g) Conflicto de intereses.

Los Articulos Originales estaran divididos en Introduccion, Materiales y métodos, Resultados
y Discusion, sin incluir numeracién de los mismos. Los titulos se escribiran en negrita. La ex-
tensién maxima recomendada del texto es de 5.000 palabras y se admitiran hasta 6 figuras y
6 tablas. Se sugiere no incluir mas de 45 referencias bibliograficas. Se presentara también un
Resumen en castellano y otro en inglés (Summary), precedido por el correspondiente titulo.
Cada resumen no debera exceder las 250 palabras, sin incluir tablas o figuras.

Las Actualizaciones y Consensos y Educacion en Osteologia tendran un extension maxima
recomendada del texto de 6.000 palabras y se admitiran hasta 6 figuras y 6 tablas. Se sugiere
no incluir mas de 60 referencias bibliograficas. Se presentara también un Resumen en caste-
llano y otro en inglés (Summary), precedido por el correspondiente titulo. Cada resumen no
debera exceder las 250 palabras

Las Comunicaciones Breves, Controversias y las Casuisticas tendran una extensién maxima
recomendada del texto de 3.000 palabras y se admitiran hasta 4 figuras y 4 tablas. Se sugiere
no incluir mas de 30 referencias bibliograficas.
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En todos los casos previamente descriptos debera presentarse un Resumen en castellano y
otro en inglés (Summary), precedido por el correspondiente titulo. Cada resumen no debera
exceder las 250 palabras, sin incluir tablas o figuras. Se requieren de 3 a 6 palabras clave en
inglés y en castellano; se sugiere incluir términos incluidos en la lista del Index Medicus (Medical
Subject Headings, MeSH). Para comprobarlo ingrese a la direccion siguiente y compruebe si las
palabras keywords existen: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/

Las Cartas al editor y Comentarios bibliograficos tendran una extension maxima recomen-
dada de 1000 palabras y se admitiran hasta 2 figuras o tablas. Se sugiere no incluir mas de 10
referencias bibliograficas.

Las Imdagenes en Osteologia se enviaran en formato de imagen (.jpg o .tif) con una resolucién
no menor de 300 dpi. No se aceptaran imagenes en archivos de Word. Se deberan acompanar
de un texto con una extension maxima recomendada de 500 palabras. Se sugiere no incluir mas
de 5 referencias bibliograficas.

Agradecimiento. Cuando se considere necesario se citara a las personas, centros o entidades
que hayan colaborado o financiado la realizacién del trabajo.

Conflicto de intereses. Los autores deberan indicar cualquier relacion financiera que pudiera
dar lugar a un conflicto de intereses en relacion con el articulo publicado.

Las Referencias bibliograficas. Se limitaran a aquellos articulos directamente relacionados
con el trabajo mismo, evitandose las revisiones bibliograficas extensas.

En el texto se numeraran consecutivamente mediante el formato “superindice”. Al final del
manusctrito se colocaran en el orden en que se las menciona en el texto. Se incluiran todos los
autores cuando sean seis 0 menos; si fueran mas, el tercero sera seguido de la expresion et
al. (et alia: y otros). Los titulos de las revistas seran abreviados segun el estilo empleado en el
Index Medicus como NLM Title Abbreviation (la lista puede obtenerse en http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/nimcatalog). Los nombres de las revistas deben ir en bastardilla.

En la lista de referencias, las revistas, los libros y los capitulos de libros, actas de reuniones
cientificas deben presentarse de acuerdo con los siguientes ejemplos:

Revistas
Schroeder JS, Hunt SA. Chest pain in heart transplanted recipients. N Engl J Med 1991;
324:1805-7.

Libros

Philips DJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM (eds). Hyper-
tension: pathophysiology, diagnosis, and management. 2" ed. New York: Raven Press, 1995,
p. 465-78.

Congresos
DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an unrela-
ted MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R (eds). Proceedings of the third annual meeting
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of the International Society for Experimental Hematology. Houston: International Society for Ex-
perimental Hematology; 1974: 44-6.

Sitios de internet
World Health Organization (WHO). The Stop TB Web Alert. (2000 December 6- 12, week 48)
http://www.stoptb.org/updates/index.html

Las Tablas se presentaran en hojas individuales al final del texto y numeradas con nimeros
arabigos; éstas deben ser indispensables y comprensibles por si mismas y poseer un titulo
claramente explicativo de su contenido. No se emplearan lineas verticales de separacion entre
columnas ni lineas horizontales, salvo, en general, tres: las que separan el titulo de la Tabla, los
encabezamientos del resto, y la que indica la terminacién de la Tabla.

En el texto se indicara el lugar aproximado de ubicaciéon con la leyenda “Inserte Tabla nimero
XXX en este sitio”.

Las Figuras deben enviarse en forma separada del parte del texto. Sélo se incluira en el ma-
nuscrito una leyenda explicativa. El formato de imagenes requerido es “.jpg o .tif” con una
resolucion no menor de 300 dpi. No se aceptaran imagenes en archivos de Word. En las micro-
fotografias se indicara la escala o el aumento utilizado. Considerar que, si bien en la version on
line la imagen se muestra en color, en la version impresa se presentara en escala de grises. En
el texto se indicard el lugar aproximado de ubicacion con la leyenda “Inserte Figura numero xxx
en este sitio”.

Todos los articulos que publica Actualizaciones en Osteologia son enviados a revision por
pares (peer-review). La revision esta a cargo del Editor y por lo menos dos revisores con am-
plia experiencia en el tema. La identidad de los autores y de los revisores se mantiene en forma
confidencial. El Editor devolvera a los autores, sin pasar por el proceso de arbitraje, aquellos
manuscritos que no se ajusten a las normas de preparaciéon o que no coincidan con los propo-
sitos y orientacion de Actualizaciones en Osteologia.

El tiempo de evaluacion durara entre 30 y 60 dias. Se notificara por correo electronico al autor
responsable sobre la aceptacién (con correcciones o sin ellas) o el rechazo del manuscrito. La
decision de este sera inapelable. El Comité de Redaccién se reserva el derecho de introducir,
con conocimiento de los autores, todos los cambios editoriales exigidos por las normas grama-
ticales y las necesidades de compaginacion. Los trabajos aceptados con modificaciones seran
devueltos a sus autores para eventuales correcciones y se les otorgara para la devolucién un
plazo no mayor de 30 dias. Luego de su aceptacion y diagramacién se otorgara a los autores
72 horas para revisar la prueba de galera.

Acordamos con los lineamientos expuestos por el International Committee of Medical Jour-
nal Editors (ICMJE, http:// www.icmje.org) éstos guiaran las resoluciones del Comité Edi-
torial en lo referente a Conflicto de intereses de revisores, autores y editores, relaciones
con la industria, apoyo financiero, confidencialidad de los manuscritos, relaciones entre
revistas médicas, los medios populares de difusion y otros aspectos no mencionados en
estas instrucciones.
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POLITICA EDITORIAL
Transferencia de Derechos de Autor

Una vez aceptado el manuscrito y antes de su publicacion, se debe enviar al editor una carta
de concesidn de los derechos de autor y consentimiento de publicacion, firmada por los auto-
res la cual puede obtenerse del sitio web www.osteologia.org.ar. En el caso de que los autores
certifiquen que el articulo arriba mencionado es trabajo original y no ha sido previamente publi-
cado excepto en forma de resumen, y sea aceptado para publicaciéon en Actualizaciones en
Osteologia, los derechos de autor seran transferidos a la Asociacidon Argentina de Osteologia
y Metabolismo Mineral.

Actualizaciones en Osteologia es una publicacién de Acceso Abierto, sin embargo los derechos
de propiedad intelectual deberan ser reconocidos. La transcripcién por cualquier medio de
los contenidos de la revista sera debidamente referenciado, indicando la autoria y la fuente
bibliografica. Asimismo, para la reproduccion escrita del material de la revista se solicitara la
autorizacion pertinente.

Autoria: La lista de autores debe estar conformada Unicamente por aquellas personas que ha-
yan participado en la concepcion y realizacion del trabajo, participado en la redaccion del texto
y que hayan aprobado la versiéon del texto que sera publicada.

Responsabilidades éticas. Cuando se describen experimentos realizado en seres humanos
se debe indicar si los procedimientos realizados siguieron las normas éticas del comité de ex-
perimentaciéon humana (institucional o regional), y de acuerdo con la Asociacién Médica Mun-
dial y la Declaracién de Helsinki. Asimismo se debe enviar el modelo de consentimiento infor-
mado utilizado para la realizacion del estudio. Cuando se describen experimentos en animales
se debe indicar si se han seguido las pautas de una instituciéon o consejo de investigacién sobre
cuidado y la utilizacién de animales de laboratorio.

La revista Actualizaciones en Osteologia apoya las politicas para registro de ensayos clinicos
de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y del International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE), reconociendo la importancia de esas iniciativas para el registro y divulgacion
internacional de informacién sobre estudios clinicos, en acceso abierto. En consecuencia, sola-
mente se aceptaran para publicacion, a partir de 2007, los articulos de investigaciones clinicas
que hayan recibido un numero de identificacion en uno de los Registros de Ensayos Clinicos
validados por los criterios establecidos por la OMS y el ICMJE, cuyas direcciones estan dispo-
nibles en el sitio del ICMJE (www.icmje.org). El nimero de identificacion se debera registrar al
final del resumen.
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS
ACTUALIZACIONES EN OSTEOLOGIA

Manuscripts may be written in Spanish or in English and should be sent to:
actualizaciones@osteologia.org.ar.

“Actualizaciones en Osteologia” contributions for publication in the following categories:
Original Articles, Reviews, Brief Communications, Case Reports, Images in Osteology,
Editorials, Letters to the Editor, Bibliographic Comments, Consensus and Education in
Osteology, Controversies, Cultural Section.

MANUSCRIPT SUBMISSION GUIDELINES

Manuscripts should be prepared in a word processor (preferably a recent version of Microsoft
Word), on A4 paper size, with margins of at least 25 mm, double-spaced, in an Arial 10 font.
Pages should be numbered consecutively.

Abbreviations, acronyms and symbols. Only standard abbreviations, acronyms and symbols
must be used. Their use in the title and abstract should be avoided. The first time an abbreviation
or acronym is used it will be preceded by the full name, except when it is a standard unit of
measurement.

Measuring units: Units of the International System of Units (SI) http://www.bipm.org/en/si/
base_units/ must be used; for decimals, use commas in Spanish, and periods in English.

The first page should contain the following information: (a) title of the work in Spanish and
English, (b) abbreviated title for running head, (c) author/s’ first and last name/s, the latter
must be underlined; (d ) name of the institutions in which they work, (e) address and email of
the corresponding author, (f) section of the journal to which paper corresponds; (g) conflict of
interest.

Original Articles will be divided into Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion,
without numbering them. Titles must be written in bold type. The recommended maximum text
length is 5,000 words and up to 6 figures and 6 tables will be accepted. It is suggested not to
include more than 45 references. A 250-word Abstract in Spanish and in English, not including
tables or figures, preceded by an appropriate heading, must also be included.

Reviews and Consensus and Education in Osteology have a recommended maximum text
length of 6,000 words and up to 6 figures and 6 tables will be accepted. It is suggested not to
include more than 60 references. A 250-word Abstract in Spanish and in English, preceded by
an appropriate heading, must also be included.
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Brief Communications, Controversies and Case Reports will have a recommended maximum
of 3,000 words of text extension and up to 4 figures and 4 tables will be accepted. It is suggested
not to include more than 30 references.

In all these cases, an Abstract must also be submitted in Spanish and in English, preceded by
an appropriate heading. Each abstract should not exceed 250 words, not including tables or
figures. Also, 3 to 6 key words in English and Spanish are required as listed in Medical Subject
Headings, MeSH. To check them go to the following link: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/.

Letters to the editor and Bibliographic Comments have a recommended maximum of 1000
words and up to 2 figures or tables will be accepted. It is suggested not to include more than
10 references.

Images in Osteology must be submitted in image format (.jpg or .tif) with no less than 300
dpi resolution. Images in Word files will not be accepted. They must be accompanied by a text
with a recommended maximum of 500 words length. It is suggested not to include more than
5 references.

Acknowledgments. \When necessary, people, institutions or organizations that have collaborated
or financed the work will be acknowledged.

Conflict of interest statement. Authors must disclose any financial relationship that could lead
to a conflict of interest in relation to the published article.

References. These will be limited to items directly related to the work itself, avoiding extensive
literature reviews. They will be consecutively numbered in the text using the “superscript”
format. They will be placed at the end of the manuscript in the order they are mentioned in the
text. All authors may be included when they are six or less; if there are more, the third name will
be followed by et al. (et alia: and others). Titles of journals must be abbreviated according to the
style used in Index Medicus as NLM Title Abbreviation (the list may be obtained at http://www.
ncbi.nim.nih.gov/nimcatalog). The names of journals should be in italics.

In the list of references, journals, books and book chapters, and proceedings of scientific
meetings should be submitted according to the following examples.

Journals
Schroeder JS, Hunt SA. Chest pain in heart transplanted recipients. N Engl J Med 1991;
324:1805-7.

Books
Philips DJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM (eds). Hypertension:
pathophysiology, diagnosis, and management. 2" ed. New York: Raven Press, 1995, p. 465-78.

Congresses
DuPont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an unrelated
MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R (eds). Proceedings of the third annual meeting
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of the International Society for Experimental Hematology. Houston: International Society for
Experimental Hematology; 1974: 44-6.

Websites
World Health Organization (WHO). The Stop TB Web Alert. (2000 December 6- 12, week 48)
http://www.stoptb.org/updates/index.html

Tables will be presented on separate pages at the end of the text and numbered in Arabic
numerals; they must be essential and understandable by themselves and have a clear explanatory
title of their content. No vertical lines between columns and horizontal lines will be used, except
in general three lines: one separating the Table title, another for the headings of the rest, and the
last one indicating the end of the Table.

The manuscript text will indicate the approximate location with the legend “Insert Table number
xXxx here.”

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

All articles published in “Actualizaciones en Osteologia” are subject to peer review. The review
is made by the Editor and at least two reviewers with extensive experience in the subject. The
identity of the authors and reviewers is kept confidential. The Editor will return to the authors,
without going through the arbitration process, those manuscripts that do not conform to the
standards of preparation or that do not match the purposes and orientation of “Actualizaciones
en Osteologia”.

Evaluation time takes between 30 and 60 days. The corresponding author will be notified by
email on the acceptance (with or without corrections) or rejection of the manuscript. This decision
is final. The Editorial Committee reserves the right to introduce, to the authors’ knowledge, all
editorial changes required by grammatical rules and layout needs. Accepted papers will be
returned with modifications to authors for any corrections and they will be granted a return
period of not more than 30 days. After acceptance and layout, authors will be given a period of
72 hours to review the galley proof.

We agree with the guidelines set out by the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE, http://www.icmje.org) to guide the resolutions of the Editorial Committee regarding
Conflict of interest of reviewers, authors and publishers, relations with the industry, financial
support, confidentiality of manuscripts, relationships between medical journals, popular media
and other aspects not mentioned in these instructions.
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PUBLISHING POLICY
Transfer of Copyright

Upon acceptance of the manuscript and prior to publication, a letter to the editor must sent to
grant copyright and publication consent, signed by the authors, which can be obtained from the
www.osteologia.org.ar website. In case the authors certify that the above mentioned article is
original work, it has not been previously published except in abstract form, and is accepted for
publication in “Actualizaciones en Osteologia”, copyright will be transferred to the Argentine
Association of Osteology and Mineral Metabolism.

Actualizaciones en Osteologia is an Open Access publication, however, intellectual property
rights must be acknowledged. Transcription by any means of the contents of the journal will be
properly referenced, indicating the author and the source. Also, for the written reproduction of
material from the journal proper authorization will be requested.

Authorship: The list of authors should be made up only by those who have participated in the
conception and realization of the work, been involved in drafting the text and have approved the
text version to be published.

Ethical responsibilities. When experiments performed in humans are described, indicate
whether the procedures performed followed ethical standards of the (institutional or regional)
committee on human experimentation, and in accordance with the World Medical Association
and the Declaration of Helsinki. You must also send the informed consent model used for the
study. When animal experiments are described, indicate whether you followed the guidelines of
an institution or research council on care and use of laboratory animals.

Actualizaciones en Osteologia journal supports policies for registry of clinical trials of the
World Health Organization (WHO) and the International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE), recognizing the importance of such initiatives for the registration and international
dissemination of information on clinical studies in open access. Therefore, since 2007, it only
accepts for publication clinical research articles that have received an identification number
in one of the Clinical Trials Registry validated by the criteria established by WHO and ICMJE,
whose addresses are available at the ICMJE site (www.icmje.org). The identification number
must be recorded at the end of the abstract.
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