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EDITORIAL / Editorial

RELACION MEDICO-PACIENTE EN EL TERCER MILENIO

Francisco Maglio*
Doctor en Medicina

Desde los tiempos hipocréticos, la relacién médico-paciente siempre estuvo constituida
como una diada donde una confianza (paciente) se encontraba con una conciencia (médico).

Actualmente, esa relacién se ha transformado en otra diada, ahora compuesta por dos
“cosufrientes” encerrados en un triangulo cuyos lados son el modelo médico hegeménico, la
medicalizacion y la formacién enfatica.

Modelo médico hegeménico

No es la medicina como ciencia ni tampoco los médicos en si, se trata de una categoria
analitica descripta por Eduardo Menéndez' que es la articulacién del poder de la medicina con
otros poderes (politico, ideoldgico, econémico, etc.) cuyos dos objetivos principales son, por
un lado, subordinar otros saberes (por eso es hegeménico) y, por otro, instrumentalizar una
practica médica biologicista, positivista, deshumanizada, mercantilista, ahistérica y asocial.

De acuerdo con este modelo, los conflictos sociales se convierten en patologias individua-
les que hay que “controlar”: las drogas, por ejemplo.

De tal manera, con un sistema de atencién mercantilista que obliga a los médicos a no de-
dicar mas de diez o quince minutos a cada consulta, se canjean quejas sociales por recetas
(especialmente de psicofarmacos, los medicamentos de mayor “consumo” en la Argentina).

Medicalizacion?

No es una funcién de la medicina sino un requisito del sistema para el control social.

Se apropia de areas que no son propias de la medicina, o no totalmente propias, con
funciones de normalidad, disciplinamiento y estigmatizacién para efectivizar el mencionado
control social.

Un claro ejemplo son los llamados “factores de riesgo” para las enfermedades (tabaco,
alcohol, etc.): si una persona los consumid, ella es la Unica responsable y constituye la “culpa-
bilizacién” de la que, en verdad, es la victima.

Dichos factores no siempre dependen de decisiones exclusivamente individuales; por el
contrario, estan condicionados por la cultura y estructurados por el mercado, como se eviden-
cia claramente en la publicidad promocional de esos factores: cigarrillos, cervezas, etc.

Otro ejemplo es la medicalizacion de la sexualidad: se la “genitaliza” descontextualizandola
de la historia y del complejo deseo-placer. Con sentido moral de estigmatizacién, las enfer-
medades de transmisién sexual se construyen como enfermedades de “transgresién moral”.

* Direccidn electrdnica: redaccion@osteologia.org.ar
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El modelo médico hegemonico y la medicalizacidén (como su instrumento) tienden a “natu-
ralizar” la enfermedad y cuando algo se naturaliza, no se reflexiona, no se problematiza, no se
cuestiona (“pobres hubo siempre”).

El final es que el Estado se desresponsabiliza de su funcion primordial que es el cuidado de
la salud, en consecuencia, este entra en el mercado y la aplicacién de las leyes del mercado
en salud hace que los enfermos se vuelvan mas enfermos.?

Formacién enfatica

Cuando a un profesional se lo de-forma en uno solo de los polos de la profesién, queda in-
defenso frente al otro.

Por ejemplo, en el caso de los abogados, la formacién enfatica se centraria solamente en el
litigio, entonces un abogado no esta preparado para actuar en la armonia.

Otro ejemplo, un militar de-formado solamente en la guerra se siente desorientado en la paz.

En el caso de la medicina, cuando un médico es de-formado solamente en la enfermedad no
sabe qué hacer con la salud: es mas, revisa a alguien y si no le encuentra nada, es “decepcio-
nante”. Encerrado por la medicalizacién y con la presion (negativa) de la tecnologia comienzan
los exdmenes complementarios y, si son negativos, se siguen pidiendo mas y mas.

Cuando no se sabe lo que se busca, no se entiende lo que se encuentra, de alli los resultados
“falsos positivos” que no tienen nada que ver con la situacion del “presunto” enfermo, en realidad
un sano.

Cuando al principio definiamos esta nueva relacién médico-paciente como “dos cosufrien-
tes” nos referiamos a que, de seguir con este modelo y estas practicas, un sano se definira como
un enfermo “insuficientemente estudiado”.

Un sano que se “siente” enfermo y un médico que no “acepta” la salud.

¢COmo revertir esta situacion?
La Medicina Antropolégica* como concepcion holistica del ejercicio profesional considera a
las personas en general y a los pacientes en particular como seres bio-sdmato-psico-sociales.
Desde esta concepcidn, la relacion médico-paciente mas que una sumatoria de consultas
debe contextualizarse como un proceso, un “continuum?”, con tres caracteristicas fundamen-
tales:

1. Empatia

Comprender al paciente “desde” el paciente, ya que en esta relacién no hay una sola racio-
nalidad, la médica; también tiene importancia la otra racionalidad, la del paciente, igualmente
valida.

Para esta empatia es necesario el afecto. El paciente necesita ser querido (como cualquier
persona) y ademas, que se lo demuestren.

Sin embargo, hay que evitar los extremos, ya que si desubjetivizar al paciente nos lleva a
nuestra despersonalizacién, el sobresubjetivar nos conduce a una desestructuralizacion.

En el primer caso nos convertimos en médicos-robot y en el segundo perdemos la objeti-
vidad.

Se trata de estar con el paciente sin ser el paciente.

2. Aceptacion
Alude a la aceptacién “moral”: interesarnos por lo que el paciente hace y no por lo que es.
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La medicina debe sefalar lo beneficioso y advertir sobre lo dafino, pero no debe obligar a lo
primero ni condenar lo segundo.

La moral en medicina nos debe obligar a ser cada vez mas justos con los pacientes pero
Nno ser sus jueces.

3. Veracidad

No hay justificacion ética para la mentira. No obstante, se debe considerar que asi como el
paciente tiene derecho a saber, hay ocasiones que tiene derecho a no saber y esto debe ser
respetado (@ menos que ese no saber dafie a terceros, por ejemplo, un analisis positivo para
el VIH).

En todos los casos de severo prondstico la verdad tiene que ser expresada en forma esca-
lonada y soportable ya que es tan perjudicial una conspiracién del silencio como un “encarni-
zamiento” informativo (a veces hay diagnésticos que son “fusilamientos”).

Para el ejercicio de este tipo de relacion médico-paciente es necesario poseer ciertas vir-
tudes. En primer lugar, la integridad, esto es, ser fieles a esa confianza que se entrega a una
conciencia.

La otra virtud es la ecuanimidad. Todos los pacientes son iguales y debemos tratarlos en
consecuencia. En palabras de Petrarca: “un médico ecudnime es aquel que atiende al ultimo
de los siervos con la misma diligencia con que atiende al Papa”.’

La virtud del respeto: un paciente es ante todo una persona y como tal (en sentido kantiano)
tiene dignidad y no precio, es un fin en si mismo y no un medio, es sujeto y no objeto.

Sobre esta base, privilegiar la confidencialidad, la autonomia y la privacidad.

Cuando faltamos a la privacidad (por ejemplo, examinar a un paciente desnudandolo frente a
terceros) “violamos” a los pacientes; violaciones simbdlicas pero no por eso menos deletéreas.

Una forma de respetar al enfermo es escucharlo, estamos acostumbrados (mal acostum-
brados) al “interrogatorio” y esta es una palabra muy connotada de autoritarismo y castigo.
Para el imaginario social “interrogan los jueces, la policia y los médicos”. Los tres tenemos
uniforme y los tres “internamos”, somos aliados tacticos, aunque no conscientes, del control
social.

De alli que el hospital tiene una estructura “cuartelaria”: hay “pabellones”, “jefes de divi-
sion”, hacemos “recorridas”, estamos de “guardia”, hay “cabas” y “cabos”, etc.

Hay que desestructurar el interrogatorio y convertirlo en un “escuchatorio”, valga el neo-
logismo. Pero una escucha activa, esto es, ocuparnos y “preocuparnos” por lo que dice el
enfermo, escuchar (no simplemente oir) sus palabras desde su propia perspectiva mas que
desde la nuestra.

A este tipo de escucha se refiere uno de los aforismos hipocraticos cuando afirma: “muchos
pacientes se curan solamente con la satisfaccién que les produce un médico que los escucha”.

Pero esta forma de escuchar debe ir mas alla de lo biolégico, debe interesarse por lo bio-
grafico para conocer los proyectos de vida del enfermo.

Este conocimiento es fundamental porque se puede considerar que, en términos antropolé-
gicos, una persona se enferma cuando se ve interrumpido su proyecto de vida. En consecuen-
cia, si la ayudamos en ese proyecto, ademas de curar la estamos “sanando”.

Todo lo mencionado puede resumirse en el epitafio del Dr. Trudeau del siglo XI d.C.: “Curar
a veces, aliviar a menudo, confortar siempre”. Pero confortar no es simplemente la “palmadita”
en el hombro, a veces esto se parece mas a lastima.
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Confortar, en el sentido antropoldgico, es comprometerse a ayudar al enfermo en la bus-
queda del significado de su sufrimiento, porque cuando se tiene una idea sobre ese significado
se deja de sufrir; quiza siga el dolor, pero solamente el fisico y para este tenemos los analgé-
sicos.
Este acompanar al paciente en esa busqueda del sentido de su sufrir es nuestro gran com-
promiso, el arte supremo de la medicina; pero acompafarlo en la busqueda de su propio sig-
nificado, no del nuestro.
Dicho significado nos permitira conocer el modo como el paciente simboliza su enfermedad
Yy, en consecuencia, actuar con la “eficacia simbdlica” completando y enriqueciendo la eficacia
biol6gica.

En sintesis, desde Hipdcrates hemos estado al lado del paciente; llegé la hora de estar del
lado del paciente.
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EDITORIAL / Editorial

CAFEINA Y SALUD OSEA

Fernando D. Saravi 1,2

1. Servicio de Densitometria Clinica, Escuela de Medicina Nuclear, Mendoza; 2. Instituto de
Fisiologia, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cuyo.

En Actualizaciones en Osteologia 2014; 10(1):20-36 se ha publicado un articulo sobre el
efecto de la ingesta materna de cafeina durante el embarazo y la lactancia sobre la osificacion
endocondral de las crias. En él, Sena Reis y cols. informan efectos adversos con todas las
dosis estudiadas, con una intensidad dependiente de la dosis. Puede, entonces, ser oportuno
esbozar el estado actual del conocimiento acerca de la relacion entre xantinas y salud dsea.

Las xantinas —en particular la cafeina— son el grupo de farmacos estimulantes del sistema
nervioso central y modificadores de los mecanismos de transduccion de sefales en el acopla-
miento de algunas hormonas a su receptor, cuyo consumo estd mas difundido en el mundo.

Se sabe que la cafeina reduce la absorcién intestinal de calcio y aumenta su excrecion urinaria.
Aunqgue algunos investigadores no han hallado efecto adverso sobre el hueso en animales,' otros
sugieren que la cafeina aumenta la osteoclastogénesis.? Dada la coexistencia de una alta preva-
lencia de osteoporosis y un elevado consumo de cafeina en muchas poblaciones, desde hace
décadas existe preocupacion por un posible efecto deletéreo de la cafeina sobre la salud ésea.

Como en otras areas de la investigacidon médica en general, y de la osteologia en particular,
la demostracién de la existencia de efectos significativos es complicada por numerosos facto-
res de confusién —como la ingesta de calcio-y el empleo de diferentes indicadores; en el caso
que nos ocupa, por ejemplo, de la densidad mineral ésea versus el riesgo de fracturas.

El café, el té, el mate y, desde hace algun tiempo, las denominadas energy drinks son las
bebidas populares con mayores concentraciones de cafeina. La ingesta total depende de la
sumatoria del volumen ingerido de cada una de estas bebidas por la respectiva concentracion
de cafeina. Por esta razén, se ha estimado que, en nuestro pais, la principal fuente de cafeina
en adultos es el mate, seguida por el café y el té. En nifilos de hasta 10 afios, las gaseosas y el
chocolate son la principal fuente de metilxantinas. La importancia del mate y del café crece a
partir de los 11 afos.®

Un significativo factor de confusién en relacion con el posible efecto de las xantinas sobre la
salud 6sea se relaciona con el hecho de que las bebidas mas consumidas que contienen xanti-
nas también contienen concentraciones variables de polifenoles y otros compuestos organicos
que poseen un efecto favorable sobre la salud ésea. Por tanto, es probable que dichos compues-
tos atenulen, cancelen o hasta reviertan los supuestos efectos adversos de las xantinas.*

* Direccidn postal: Escuela de Medicina Nuclear, Garibaldi 405, Mendoza M5500CJI, Republica Argentina.
Correo electronico: fernando.saravi@hotmail.es
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En este sentido, diversos estudios indican que el té (negro o verde) no perjudica la salud
6sea y, de hecho, tiene un efecto favorable.> ¢ Otro tanto parece ocurrir con el mate,” aunque
en este caso se requieren mas estudios. En el caso del café, un metanalisis reciente de diez es-
tudios prospectivos, que colectivamente incluyeron mas de 200.000 participantes, indica que
el consumo de café se asocia con un riesgo leve pero significativamente mayor de fracturas
dependiente de la dosis, especialmente en mujeres.?

En cambio, otro estudio realizado en Suecia, cuyos participantes tenian una edad prome-
dio de 72 ainos, hallé que un consumo de café elevado (cuatro tazas/dia o mas) se asocié con
menor densidad mineral 6sea del fémur proximal en los varones, pero no en las mujeres.® Entre
los participantes con mayor consumo, el efecto negativo sobre la masa 6sea fue superior en
aquellos con genotipo de citocromo CYP1A2 que metabolizaban mas rapidamente la cafeina.
Esto plantea la posibilidad —que merece ser estudiada— de que el efecto negativo observado
no se deba a la cafeina en si misma, sino a uno o mas de sus metabolitos.

Por otra parte, la cafeina mostré un efecto favorable en un conocido modelo de menopau-
sia. Folwarczna y cols. administraron oralmente 20 mg/kg de cafeina o dieta sin cafeina a ratas
adultas intactas u ovariectomizadas. No hallaron efectos sobre el hueso en las ratas intactas,
pero en las ratas ovariectomizadas observaron que la administracién de cafeina durante 4 se-
manas se asocio con una atenuacion del efecto adverso de la deprivacion de estrogeno, tanto
en la mineralizacién como en la estructura y en la resistencia mecanica del hueso.!°

Otro aspecto para considerar es el umbral de dosis. Las investigaciones que hallaron efecto
adverso de la cafeina sobre la salud 6sea indican una relacion dosis-respuesta. Las autoras
del estudio citado al principio, publicado en Actualizaciones en Osteologia, emplearon dosis
de cafeina de 25 mg/kg, 50 mg/kg y 100 mg/kg administradas a las ratas prefiadas y durante
la lactancia. En una persona de 60 kg, la menor de las dosis citadas corresponderia a 1500 mg
de cafeina, es decir casi 2 litros de café de filtro por dia. Afortunadamente, es poco probable
que una mujer embarazada alcance semejante nivel de consumo, por aficionada que sea a
las bebidas que contienen xantinas. En nuestro pais, el percentilo 95 de ingesta de cafeina no
alcanza a 90 mg/dia en menores de 10 afos, ni supera 750 mg/dia en adolescentes y adultos.?

Es posible que los animales? o seres humanos en desarrollo sean mas susceptibles a los
efectos adversos de la cafeina, pero conviene notar que en una extensa y detallada revisiéon
dedicada a los riesgos de la cafeina para la reproduccion y el desarrollo, se concluye que: “Las
cantidades moderadas e incluso altas de bebidas y comidas que contienen cafeina no aumen-
tan los riesgos de malformaciones congénitas, aborto espontaneo ni retardo del crecimiento™."

En resumen, aunque no se ha dicho la Ultima palabra (si es que esto fuera realmente posible
en ciencia) y el tema merece nuevas investigaciones, el estado actual del conocimiento apoya
la idea de que, en la mayoria de los casos, el temor a un efecto adverso de las xantinas sobre
la salud 6sea se ha exagerado. Desde luego, es probable que el consumo excesivo pueda ser
perjudicial, en particular en individuos con bajo consumo de calcio, genéticamente predis-
puestos, o en etapas tempranas del desarrollo.

Conflicto de intereses
El autor declara no tener conflictos de intereses.
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17p5-ESTRADIOL AND TESTOSTERONE PROTECT MITOCHONDRIA
AGAINST OXIDATIVE STRESS IN SKELETAL MUSCLE CELLS
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San Juan 670, 8000 Bahia Blanca, Argentina

Summary

We have previously shown that
testosterone (T) and 17p-estradiol (E2)
protect C2C12 muscle cells against

apoptosis induced by hydrogen peroxide
(H,0,). Since we also showed the presence
of estrogen and androgen receptors in
mitochondria, this work was focused on the
effects of both steroids on this organelle,
which result in cellular survival. Specifically,
we evaluated the actions of T and E2 on the
mitochondrial membrane potential with JC-1
dye and on the mitochondrial permeability
transition pore (MPTP) by the calcein-
acetoxymethylester (AM)/cobalt method,
using fluorescence microscopy and flow
cytometry. We demonstrated that T and
E2 prevent MPTP opening and the loss of
mitochondrial membrane potential induced
by H,O,. In addition, it was observed that
H,O, increase voltage-dependent anion
channel (VDAC) protein expression levels and
induce translocation of Bax to mitochondria.
However, in the presence of the steroids Bax

translocation was abrogated suggesting that
members of the Bcl-2 family may be regulated
by E2 and T. The observed effects triggered
by E2 and T were reflected on mitochondrial
morphology. Microscopic analysis of C2C12
cells and primary cultures of mouse skeletal
muscle, with Janus Green and Mitotracker
staining revealed a protective effect of the
steroids against oxidative stress damage
which included mitochondrial redistribution
and pyknosis of the organelle.

Keywords: estradiol; testosterone; skeletal
muscle cell; mitochondria

Resumen

EL 178-ESTRADIOL Y LA TESTOSTERONA
PROTEGEN A LAS MITOCONDRIAS CON-
TRA EL ESTRES OXIDATIVO EN CELULAS
DEL MUSCULO ESQUELETICO

En trabajos previos demostramos que la
testosterona (T) y el 17p-estradiol (E2) pro-
tegen a las células musculares C2C12 de la

* Direccion Postal: Dra. Andrea Vasconsuelo. Depto. Biologia, Bioquimica y Farmacia. Universidad Na-
cional del Sur. San Juan 670. 8000 Bahia Blanca, Argentina. Correo electronico: avascon@criba.edu.ar
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apoptosis inducida por peréxido de hidrégeno
(H,0,). Conjuntamente evidenciamos la exis-
tencia de receptores de estrogenos y andré-
genos en las mitocondrias. El presente traba-
jo se ha centrado en caracterizar los efectos
de ambos esteroides en esta organela, que
conducen a la supervivencia celular. Especi-
ficamente, se evaluaron las acciones de T y
E2 sobre el potencial de membrana mitocon-
drial con el colorante JC-1 y sobre el poro de
permeabilidad transitoria mitocondrial (MPTP)
mediante el método de calceina/acetoximetil
éster (AM)/cobalto, utilizando microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo. Demos-
tramos que T y E2 previenen la apertura del
MPTP y la pérdida de potencial de membra-
na mitocondrial inducidas por H,0,. Ademas,
observamos que el H,O, aumenta los niveles
de expresion proteica del canal aniénico de-
pendiente de voltaje (VDAC) e induce la trans-
locacion de Bax a mitocondria. Sin embargo,
en presencia de las hormonas la transloca-
cién de Bax fue inhibida lo cual sugiere que
los miembros de la familia Bcl-2 pueden ser
regulados por E2 y T. Los eventos molecula-
res desencadenados por E2 y T a nivel mito-
condrial se reflejaron en la morfologia de las
organelas. El analisis microscépico de las cé-
lulas C2C12 y cultivos primarios de musculo
esquelético de raton, mediante tinciones con
verde de Jano y Mitotracker revelé un efecto
protector de los esteroides contra el dafio por
estrés oxidativo inhibiendo la redistribucién y
picnosis mitocondrial.

Introduction

Sarcopenia refers to the decline in muscle
mass and strength with age'. This pathology
leads to a significant impairment in the ability
to carry out normal daily functions, increasing
the risk of falls and fractures, resulting in loss
of independence.? Although the molecular
mechanisms responsible for muscle fiber
loss and atrophy have not been completely

and oxidative stress in skeletal muscle cells

clarified, oxidative stress, mitochondrial
dysfunction and apoptosis play important
roles in age-dependent muscle atrophy.®®
These cellular events have been associated
to the age-related decrease in androgen
and estrogen levels, which have also been
postulated as a direct cause of sarcopenia.?
In agreement with these observations, it has
been shown that human skeletal muscle
contains both estrogen (ERs) and androgen
receptors (AR).-°

Although apoptosis may occur via several
mechanisms, mitochondria are the most
important regulatory centers for programmed
cell death™. In response to oxidative stress,
they are extensively damaged in aged skeletal
muscle of humans and rodents, releasing
cytochrome c into the cytosol, a key step
during apoptosis.’'? In previous studies, it
was shown that physiological concentrations
of 17p-estradiol (E2) and testosterone
(T) prevent apoptosis in skeletal muscle,
activating signaling cascades and in
turn abolishing the typical cytochrome c
release.'®' Although several models have
been proposed to explain cytochrome c
release from mitochondria, opening of the
mitochondrial permeability transition pore
(MPTP) has gained significance. This event
is generally associated with the organelle
membrane potential (A¥m)."®* Under normal
physiological conditions, the mitochondrial
inner membrane is impermeable to all,
except for a few selected metabolites and
ions. However, under stress conditions, the
MPTP can be opened in the mitochondrial
inner membrane allowing the free passage
of any molecule smaller than 1.5 kDa.'"®
MPTP comprises the voltage-dependent
anion channel (VDAC), the adenine nucleotide
translocator (ANT) and cyclophilin D in
association with other proteins.’®2?' It has
been shown that Bax and Bak can directly
open VDAC to induce cytochrome ¢ release
in a liposome system.?>2®> Moreover, it has
been proven using VDAC-deficient yeast
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mitochondria that this channel is required for
apoptotic Aym loss as well as for the release
of cytochrome c¢.% It has also been reported
that ANT may be a functional target of Bax.?':?°

Although we have demonstrated that
E2 and T exert antiapoptotic effects in the
C2C12 murine skeletal muscle cell line,3-15:26
the knowledge of the molecular mechanisms
underlying the antiapoptotic action of both
hormones has not been fully elucidated.
Here, we propose that these steroids protect
skeletal myoblasts regulating mitochondrial
events. To test this hypothesis, in the present
work, we investigate the effects of E2 and T
on specific mitochondrial parameters, which
in turn regulate apoptosis in C2C12 skeletal
myoblasts.

Materials and methods

Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit
secondary antibody (1:200) was obtained
from from Molecular Probes (Eugene, OR,
USA). Testosterone and 17f3-estradiol were
purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA). Anti-beta tubulin (1:1000) and anti-
Bax (1:1000) antibodies were obtained from
Thermo Fisher Scientific, Inc. (Rockford, IL,
USA). VDAC antibody (1:1000) was obtained
from Cell Signalling Technology, Inc. (Danvers,
MA, USA). Calcein AM (Calcein acetoxymethyl
ester) and Mitotracker Red were purchased
from Invitrogen. 5,5’,6,6’-Tetrachloro-1,1’,3,3’-
tetraethylben-zimidazolylcarbocyanine iodide
(JC-1) was obtained from Becton Dickinson
Biosciences (San Jose, CA, USA). The ECL
blot detection kit and protein molecular weight
markers were provided by GE Healthcare
Lifescience- Amersham (Pittsburgh, PA; USA).
All the other reagents used were of analytical
grade.

Cell culture and treatment
C2C12 murine skeletal muscle cells were

cultured in growth medium (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% heat-inactivated
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(30 min, 56°C) fetal bovine serum (FBS), 1%
nystatin and 2% streptomycin. Cells were
incubated at 37°C in a humid atmosphere
of 5% CO, in air. Cultures were passaged
every 2 days with fresh medium. Under
these conditions C2C12 myoblasts resemble
the activated satellite cells that surround
the mature myofibers and proliferate and
differentiate participating in the repair of the
tissue when a cellular injury exists. The assays
were performed with 70-80% confluent
cultures (120,000 cells/cm? which were
previously starved with medium without serum
for 30 min. Treatments were carried out adding
108 M 17p-estradiol, 10° M testosterone or
vehicle (control: 0.001% isopropanol) during
60 min before induction of apoptosis with 0.5
mM hydrogen peroxide (H,0,) for 4 h. Unless
otherwise noted, cells were cultured to 50% of
confluence in chamber-slides for microscopy.

Janus Green staining

The supravital Janus Green colorant is
a water-soluble dye that is absorbed by the
whole cell, staining it in a blue-greenish
coloration (oxidative state). Nevertheless, this
tint disappears in the cytoplasm a few minutes
later due to the reductive properties of the
cytosol, except in the mitochondria, where it
is seen as little dots, as a consequence of the
oxidative environment of the organelle which
maintains the Janus Green colorant in its
oxidative state (blue-greenish coloration).?”28
Janus Green staining can indirectly indicate
mitochondrial dysfunction, since any rupture/
disruption of the mitochondrial membrane
cause release of their content to the cytosol
inducing colorant oxidation in the cytoplasm.
After treatments, the cells were incubated with
0.1 % Janus Green in serum-free medium
(1:2, v/v) during 30 min at 37°C. Cells were
examined by bright field microscopy.

MitoTracker Red staining
After treatments, coverslips with adherent
cells were stained with MitoTracker Red,
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which was prepared in dimethyl sulfoxide and
then added to the cell culture medium at a
final concentration of 1 pmol/L. After 15 to 30
min incubation at 37°C, the cells were washed
with PBS (pH 7.4, 8 g/L NaCl, 0.2 g/L KClI,
0.24 g/L KH,PO,, 1.44 g/L Na,HPO,) and fixed
with methanol at -20 °C for 30 min.

Cells were examined using a fluorescence
microscope (NIKON Eclipse Ti-S) equipped
with standard filter sets to capture fluorescent
signals. Images were collected using a digital
camera. Additionally, samples were analyzed
with a confocal scanning laser microscopy
(Leica TCS SP2 AOBS microscope), using a
63X objective.

Immunocytochemistry

Semi-confluent monolayers were fixed as
before. After fixation, cells were rinsed three
times with PBS and non-specific sites were
blocked for 1 h in PBS 2% BSA. Cells were
incubated with appropriate primary antibodies
overnight at 4°C. The primary antibodies
were recognized by fluorophore-conjugated
secondary antibodies. Finally, the stained
cells were analyzed with a conventional
fluorescence  microscope or confocal
scanning laser microscopy. The specificity
of the labeling techniques was proven by the
absence of labeling when the primary or the
secondary antibodies were omitted.

Western blot analysis

Cells from 70-80% confluent cultures
(120,000 cells/cm?) were lysed using a buffer
made of 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM
NaCl, 0.2 mM Na,VO,, 2 mM EDTA, 25 mM
NaF, 1 mM PMSF, 20 pg/ml leupeptin and
20 pg/ml aprotinin. Lysates were collected
by aspiration and centrifuged at 12,000
X g during 15 min. The protein content
of the supernatant was quantified by the
Bradford procedure?®. Then lysate proteins
dissolved in Laemmli®® sample buffer (30
pug; ca. 2,000,000 cells) were separated
on 10% SDS-polyacrylamide gels and

and oxidative stress in skeletal muscle cells

electrotransferred to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes. Relative migration
of unknown proteins was determined by
comparison with molecular weight colored
markers (Amersham). Membranes were
blocked 1 h at room temperature in PBS-T
buffer (PBS 0.1% Tween-20) containing 5%
dry milk. Membranes were incubated with
different primary antibodies overnight at 4°C,
and then repeatedly washed with PBS-T prior
incubation with PBS-T containing 1% dry
milk with peroxidase-conjugated secondary
antibodies for 1 h at room temperature.
Next, membranes were visualized using an
enhanced chemiluminiscent technique (ECL)
according to the manufacturer’s instructions.
Relative migration of unknown proteins was
determined by comparison with molecular
weight colored markers (Amersham). Relative
quantification of Western blot signals was
performed using Image J software (NIH,
USA). For reprobing with other antibodies,
the membranes were incubated in stripping
buffer (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS
and 50 mM mercaptoethanol) for 30 min at
55°C, washed 10 min in PBS-T and then
blocked and blotted as described above.

Subcellular fractionation

C2C12 monolayers were scrapped and
homogenized in ice-cold Tris-EDTA-sucrose
(TES) buffer (50 mM Tris—HCI (pH 7.4), 1
mM EDTA, 250 mM sucrose, 1 mM DTT, 0.5
mM PMSF, 20 mg/ml leupeptin, 20 mg/ml
aprotinin, 20 mg/ml trypsin inhibitor) using
a Teflon-glass hand homogenizer. Total
homogenate free of debris was used in order
to obtain the different fractions. The nuclear
pellet was obtained by centrifugation at
300 g during 15 min. The supernatant was
further centrifuged at 10,000 g for 30 min to
pellet mitochondria. The remaining solution
was called mitochondrial supernatant.
Pellets were re-suspended in lysis buffer
(50 mM Tris—HCI, pH 7.4, 150 mM NacCl,
0.2 mM Na,\VO,, 2 mM EDTA, 25 mM NaF,
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1 mM PMSF, 20 mg/ml leupeptin, and 20
mg/ml aprotinin). Protein concentration of
the fractions was estimated by the method
of Bradford?®, using BSA as standard and
Western blot analysis were performed as
described above. Cross contamination
between fractions was assessed by
immunoblots using antibodies against
lamin B and COX (complex V), nuclear and
mitochondrial markers, respectively.

Flow cytometry

Mitochondria are critical organelles
involved in cell death.® During this process,
the mitochondrial transmembrane potential
(Aym) collapses.®? Therefore, to determine
the role of T and E2 against mitochondrial
dysfunction induced by H,O,, we evaluated
the Aypm in 10,000 C2C12 cells using the JC-1
(5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenz
imidazolcarbocyanine iodide) mitochondrial
transmembrane potential detection kit from
Becton-Dickinson Biosciences (San Jose, CA,
USA) with flow cytometry. Cells with functional
mitochondria incorporate JC-1 leading to the
formation of JC-1 aggregates, which show
a red spectral shift resulting in higher levels
of red fluorescence emission (FL-2 channel),
and green monomers (detectable in FL1
channel). Cells with collapsed mitochondria
contain mainly green JC-1 monomers and
exhibit fluorescence in the green end of the
spectrum®. Then, apoptotic cells, showing
primarily green fluorescence, are easily
differentiated from healthy cells that show
red and green fluorescence. The assays were
performed with 70-80% confluent cultures in
10 cm plates. After treatments, cells were

trypsinized, harvested, and incubated
with JC-1 probe in 5 ml polystyrene
round-bottom tubes (Becton-Dickinson

Biosciences), according with manufacturer’s
specifications, for 15 min at 37°C. Cells
were then washed twice and analyzed in
a FACS Calibur flow cytometer (excitation
wavelength of 488 nm).
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Measurement of MPTP opening

We assessed the MPTP opening using the
calcein-AM/cobalt method.** Calcein-AM is an
anionic, esterified fluorochrome that enters to
the cells freely and labels cytoplasmic as well as
mitochondrial regions following esterase removal
of the AM group. Because cobalt ions enter to
the cytoplasm but do not readily pass through
the mitochondrial membrane, mitochondria
can be specifically identified by the cobalt
quenching of cytoplasmic, but not mitochondrial,
calcein fluorescence. In consequence, MPTP
opening can be recognized by a decrease of
mitochondrial calcein fluorescence®. Briefly,
70-80% confluent cultures in 10 cm (flow
cytometry) or 3 cm (microscopy) plates were
loaded for 30 min with 1 mM calcein-AM at 37°C
in DMEM medium. The cytosolic and nuclear
calcein fluorescence was quenched using 1 mM
CoCl,. After attainment of quenching, cells were
washed twice with warm DMEM without serum.
Following the corresponding treatments, cells
were examined by fluorescence microscopy.
Image quantification was performed by
measuring the fluorescence intensity profiles (in
arbitrary units) using the Image J software 1.41.

Statistical analysis

Statistical treatment of the data was
performed using the Student’s t-test.®> Data
are shown as means = standard deviation
(SD) from three independent experiments. The
data were considered statistically significant
when p< 0.05.

Results

17p-estradiol and testosterone preserve
mitochondrial membrane potential (Aym)
in C2C12 muscle cells exposed to H,0,

We investigated the role of T and E2 against
mitochondrial dysfunction induced by H,O,,
evaluating the Aym in C2C12 cells. Myoblasts
were starved during 30 min, incubated with
108M E2, 10°M T or vehicle during 1 h prior
to induction of apoptosis with 0.5 mM H,0O,
during 4 h. Figure 1 shows that the percentage
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of depolarized cells increased in cultures
treated with H,O, compared with control/T or
E2-treated cultures, while the incubation with
T or E2 prior to H,O, exposure was capable of
reducing the percentage of depolarized cells.

17p-estradiol and testosterone regulate
MPTP opening in C2C12 muscle cells

As mentioned before, mitochondria
play a crucial role in apoptosis, releasing
several apoptosis-inducing factors into the
cytoplasm. This process requires the increase
of outer mitochondrial membrane permeability,
which probably depends on the activation
of MPTPR. This activation can be associated
to Aym loss™. To evaluate the effects of E2
and T on MPTP function in C2C12 cells, we
used a cobalt quenched calcein-AM method.
C2C12 cell cultures, loaded with calcein-AM/
CoCl,, were incubated with E2, T or vehicle
isopropanol (control) before induction of
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apoptosis with H,0, (4 h). The cells were
then analyzed by microscopy as described in
Materials and Methods. As shown in Figure 2
by microscopical analysis, the treatment with
H,0, resulted in a significant decrease on the
calcein fluorescence intensity due to CoCl,
quenching as a result of MPTP opening (from
~ 87.5 +12.6% in control, to ~28 + 10.2 % in
H,O, condition). However, when the cells were
previously treated with T (Figure 2A) or E2
(Figure 2B), the fluorescence was diminished
to a lesser extent (remaining ~70% of
fluorescent cells for both hormones), implying
a protective role of the steroids over this pore.

VDAC and Bax are involved in H,0,- induced
apoptosis in C2C12 muscle cells

The MPTP pore is a large multiprotein
complex, primarily composed of the adenine
nucleotide transporter (ANT), cyclophilin
D, and VDAC."836373% The VDAC has been
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Figure 1. 17p-estradiol and testosterone inhibit the mitochondrial membrane potential loss elicited
by H,0,in C2C12 muscle cells. Cultures were serum-starved during 30 min and then treated as described
in Materials and Methods. C: 0.001% isopropanol; E2: 108 M 17p-estradiol; T: 10° M testosterone; H,O,;:
0.5 mM H,0,; E2+H,0,: 108 M 17p-estradiol + 0.5 mM H,O,; T+H,O,: 10-° M testosterone + 0.5 mM H,O,
Then, cells were stained in vivo with JC-1 followed by flow cytometry analysis (Materials and Methods).
Percentages of depolarized cells from three independent experiments are shown. Averages + S.D. are

shown. *p<0.05 with respect to the control. #p<0.05 with respect to the H,O,.
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involved in mitochondrial-dependent cell
death by forming part of the permeability
pore.®40 In the present work we investigated
the expression of VDAC protein after
treatment with H,O, during different time
intervals (15 min — 4 h). As shown in Figure
3, VDAC protein levels increased in a time-
dependent fashion. It has been shown that
Bax translocates to mitochondria and interacts
with VDAC.?* Moreover, apoptosis can be
associated with translocation of cytosolic Bax
to mitochondria.*' In order to evaluate the
participation of Bax in the mitochondrial effects
studied above, we analyzed by Western blot
its localization in skeletal muscle cells after
treatments. C2C12 muscle cells were starved
for 30 min, followed by incubation with 0.5
mM H,0O, at different times (1, 3, and 4 h) or
with 108 M E2 or vehicle during 1 h prior to
the induction of apoptosis with 0.5 mM H,O,

and oxidative stress in skeletal muscle cells

during 4 h. Then mitochondrial and cytosolic
fractions were obtained to perform immunoblot
assays. It was observed that H,O, treatment
induced time-dependent Bax translocation
to mitochondria in C2C12 cells (Figure 4 A),
which was more evident after 3 h of induction
of apoptosis. However, pretreatment with E2
inhibited Bax translocation (Figure 4 B). A
similar protective effect was detected when
cells were pretreated with T (data not shown).

17p3-estradiol
mitochondrial
muscle cells

Mitochondrial morphology was evaluated
to ascertain whether the molecular events
described above affect it. To this end,
microscopic analysis was performed with
Janus Green and Mitotracker staining of
C2C12 cells and primary cultures of mouse

and testosterone protect
morphology in skeletal

&
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{arbritary units)
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Figure 2. 17p3-estradiol and testosterone prevents H,0-induced MPTP opening in C2C12 skeletal
myoblasts. Cells loaded with calcein-AM/CoCl, (Methods) were incubated with C: 0.001% isopropanol;
E2: 10®M 17p-estradiol; T: 10°M testosterone; H,0,: 0.5 MM H,0,; E2+H,0,: 10¥M 17f-estradiol + 0.5 mM
H,0,; T+H,0,: 10° M testosterone + 0.5 mM H,0, as described in Materials and Methods. MPTP opening
was analyzed using a fluorescence microscope. (A) Representative image of experiments performed with T.
(B) Quantification of the fluorescence from the experiments performed with E2. Experiments were repeated
at least three times with essentially identical results. Averages + S.D. are given. Image quantification was

performed using the Image J 1.46 software.
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skeletal muscle, as described in Materials and
Methods. C2C12 cellline and cells from primary
cultures were incubated with H,0,, E2, T or
vehicle isopropanol (control) or treated with
each hormone prior to induction of apoptosis
with 0.5 mM H,0, (4h). Figure 5 shows the
results obtained with E2, which were similar
to those obtained with T (data not shown).
C2C12 cells and primary cultures (columns
1 and 2, respectively) were stained with
Mitotracker. In panel B, cells exposed to H,0O,
(4h) showed mitochondria that were clustered

and oxidative stress in skeletal muscle cells

around the nucleus losing its characteristic
“spider web” or uniform cytosolic distribution
while in panel A cells treated with the hormone
showed a uniform cytoplasmic distribution. In
addition, mitochondria of cells treated with the
apoptosis inducer were piknotic and smaller.
These alterations could be prevented when
the skeletal muscle cells were incubated with
E2 (10-®M, 1h) prior to induction of apoptosis.
Moreover, functional changes of mitochondria
were evaluated using supravital Janus Green
staining. Column 3 shows that C2C12 cells

H;0;

c 15 min 1h

3h

- .-

4h

1000 -
900 -

700 -
600 -
500 -
400 -

300 -
200 -
100 -
0 -

Band intensity (pixels)

falll

Figure 3. H,0, increases VDAC expression in C2C12 skeletal myoblasts. C2C12 cells were incubated

with vehicle (control) or 0.5 mM H,0, during the times indicated, as described in Materials and Methods.
Lysates were subject to SDS-PAGE and probed for the expression of VDAC by Western blot analysis. The
blots are representative of three independent experiments with comparable results. *p<0.05 with respect

to the control.
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exposed to H,0, (panel B) exhibited a darker  were preincubated with the hormone prior to
blue-greenish coloration in all the cytoplasm  H,O, treatment (panel C).

when compared to E2-treated cells (panel A)

whereas mitochondria appear as little blue- Discussion

greenish dots with cytoplasmic distribution Although the classical site of action of
and around the nucleus. These results estrogens and androgens is the nucleus, it
indicate that the rupture of mitochondrial has been demonstrated that these hormones
membrane induced by H,O, caused the also target at mitochondria.*** This organelle
release of its content into the cytoplasm, is not only the powerhouse of the cell, but
inducing the oxidation of the colorant.?® This also participates in a large number of signal
effect was not observed when C2C12 cells transduction pathways for a wide variety of

A-
Mitochondrial fraction Cytosolic fraction
Bax |ee - ’ I - —_
COXAV | M e s s | | |
c 1h 3h 4h c 1h 3h 4h
H;0, H;0,
B-
C E2 H;0; E2+H;0;

| — -

COXIV | A —

Mitochondrial Fraction

Figure 4. E2 inhibits H,0,-induced Bax translocation to mitochondria in C2C12 muscle cells.

(A) C2C12 cells were incubated with vehicle (control) or 0.5 mM H,O, during the times indicated, or (B) with
E2: 10 M 17p-estradiol; H,0,: 0.5 mM H,0,; E2+H,0,: 10 M 17p-estradiol + 0.5 mM H,O,;
Materials and Methods. Lysates were obtained following different treatments and then subject to subcellular

as described in

fractionation. Enriched mitochondrial and cytosolic fractions were used to perform Western blots assays and
probed for Bax translocation. Experiments were repeated at least three times with essentially identical results.
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biologically active molecules. Moreover, it could
be considered as a cellular arsenal enclosing
a mixture of pro-apoptotic proteins. In fact,
mitochondria represent a control point of
apoptosis regulated by Bcl-2 family members
at two different levels: through the maintenance
of both ATP production linked to mitochondrial
membrane potential (Apm)*® and mitochondrial
membrane integrity.* Therefore, if mitochondria
are target of the sexual hormones, the protection
observed by E2 and T against H,0,-induced

and oxidative stress in skeletal muscle cells

apoptosis in C2C12 cells 31926 could be due
to hormonal regulation of the above mentioned
mitochondrial events. Accordingly, the data
obtained in this work using the C2C12 murine
cell line provide evidence that mitochondria play
a key role in the antiapoptotic effect, previously
observed, of E2 and T in skeletal muscle cells.
By means of an established method to evaluate
the operational status of the mitochondrial
permeability transition pore (MPTP) employing
calcein-AM/CoCl, loaded cells, it was found that
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& . ﬁ! i'
L

& Ny
A
8. ""-
-, .

b -- | 9 ' <

n

Mitotracker Red staining

Janus Green staining

Figure 5. Protective role of 173-estradiol and testosterone on mitochondrial morphology in skeletal
muscle cells exposed to H,0,. First and third columns correspond to C2C12 cells; the second column
stands for cells from primary cultures of mouse skeletal muscle. Panel A: 108 M E2 for 1 h; Panel B: 0.5
mM H,0, for 4h; Panel C: 10-* M E2 for 1h followed by exposure to 0.5 mM H,O, for 4h. Cells were stained
with Janus Green dye (column 3) or Mitotracker dye (columns 1 and 2). Experiments were repeated at least
three times with essentially identical results. Magnification: 40X.
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H,O, treatment induced its opening. However,
pretreatment of the cells with E2 or T abolished
this response. Bax is likely to play a role in these
effects since in the present work it is shown that
H,O, induces its translocation to mitochondria.
In mitochondria, Bax can interact with the MPTP
components VDAC or ANT.2"“¢ In agreement with
this observation, we found that after induction
of apoptosis, Bax as well as VDAC levels
augment in mitochondria, increasing thereby the
probability of interaction between both proteins
in C2C12 cells. Hence, Bax may regulate MPTP
function via direct molecular interactions with
these pore components. Further investigations
of protein associations are necessary to
evaluate whether these events occur in skeletal
muscle cells in response to H,0, treatment and
whether the steroids can regulate them. Thus,
the effects of E2 on MPTP could be in part
due to the hormonal action on Bax, since the
hormone inhibits its H,0O,-induced translocation
to mitochondria.

As mentioned before, the mitochondrial
inner membrane is impermeable except for a
few selected metabolites and ions. However,
under stress conditions, the MPTP can open in
the inner membrane allowing the free passage
of mitochondrial proteins to the cytosol.'”'® The
induction of apoptosis with hydrogen peroxide
in C2C12 cells triggers the loss of mitochondrial
components rendering morphological changes
of mitochondria. Microscopic analysis with
Janus Green and Mitotracker staining revealed
a protective effect of the steroids against
oxidative stress damage, which included
mitochondrial redistribution and pyknosis of
the organelle.’® Several interpretations can be
made of the physiological relevance of these
changes in response to H,O, treatment. It is
possible that clustering of mitochondria near the
nucleus could generate the high energy levels
required to maintain the machinery activated
by the apoptotic stimulus. Also, displacement
of the organelle could facilitate translocation of
mitochondrial endonucleases to the nucleus.*

and oxidative stress in skeletal muscle cells

Moreover, the mitochondrial modifications such
as size reduction could be related to the release
of mitochondrial proteins (e.g., AlF, cytochrome
c) observed in apoptosis.*®

In addition to the role of E2 and T on MPTR,
in this work, we also demonstrate that E2 as
well as T preserve the mitochondrial membrane
potential of C2C12 muscle cells from
depolarization promoted by H,0O,. Since an
increase of the outer mitochondrial membrane
permeability is a crucial event in apoptosis,*
these results potentiate the survival role of these
sexual hormones acting on mitochondria.

Finally, these studies are relevant to skeletal
muscle physiology since C2C12 myoblasts
resemble the activated satellite cells that
surround mature myofibers. As differentiated
adult skeletal muscle fibers have scarce ability to
repair and regenerate themselves when a cellular
injury occurs, satellite cells have the capacity
to proliferate and differentiate, vital properties
to repair the injured tissue.®® In this context,
satellite cells and their response to oxidative
stress are important to mature skeletal muscle
performance and function. Of significance for
our work, enhanced satellite cell apoptosis has
been related to compromised recovery potential
in skeletal muscle of aged animals.5"52 Additional
studies will allow deepening the knowledge of
the mechanisms by which T and E2 exert the
antiapoptotic effect in skeletal muscle cells and
its relationship with myopathies associated to
hormonal dysregulation.
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Resumen

La sarcopenia, disminucién de la masa y
rendimiento muscular, es un importante fac-
tor de riesgo para la salud en general e, in-
dependientemente de la densidad mineral,
aumenta el riesgo de sufrir fracturas no verte-
brales, especialmente en el hombre.

La masa muscular alcanza su mayor desa-
rrollo alrededor de los 40 afios y luego dismi-
nuye constantemente. Aun después de los 70
afios puede disminuir anualmente alrededor
del 1% en el hombre y 0,5% en la mujer.

Desde el punto de vista clinico, la mejor
valoracion es la medicion de la masa mus-
cular apendicular por DXA. El estudio debe
incluir prueba de fuerza (apriete del pufio),
potencia (pararse/sentarse, subir escalones)
y rendimiento (velocidad de la marcha) mus-
cular.

La deteccion/diagnostico de la sarcope-
nia deberia efectuarse en los sujetos mayores
de 65 afos e incluso en los menores de esa
edad, si sufren caidas frecuentes, fracturas
osteopordéticas o falta de fuerza manifiesta.

Las intervenciones destinadas a restaurar o
prevenir la pérdida de masa y rendimiento mus-
cular deben incluir ejercicios de resistencia, die-
ta con contenido proteico de 1,0 a 1,2 g/kg de
peso y administracion de vitamina D para

* Correo electronico: silvinamastaglia@hotmail.com

mantener niveles de 250HD mayores de 30
ng/ml. Los agentes terapéuticos en investiga-
cién incluyen, entre otros, a los anticuerpos
anti-miostatina y los SARM (moduladores se-
lectivos de los andrégenos).

Summary
SARCOPENIA: CLINICAL APPROACH

Sarcopenia, the diminution of muscular
mass and performance, is an important risk
factor for general health and specifically for
bone fractures independently of the bone mi-
neral density.

After reaching a maximal development
around 40 years of age, the muscular mass
(MM) diminishes constantly, even after 70
years of age at a rate of 1% per year in men
and 0.5% per year in women.

From the clinical approach the best mea-
sure of MM is accomplished by DXA measu-
ring the appendicular MM. The study of the
patient should include physical test to assess
strength (hand grip), power (sit/stand test and
climb stairs) and muscular performance (wal-
king speed).

Subjects over 65 years of age, or those
with frequent fall, osteoporotic fractures or
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manifest diminution of their physical perfor-
mance could undergo studies for sarcopenia
detection.

Medical interventions to restore or prevent
MM loss should include resistance exer-
cises, protein content of the diet between
1.0 to 1.2 g/kg and vitamin D administration
to keep 250HD over 30 ng/ml. Intensive re-
search of new agents include, among others,
antibodies anti-miostatin and SARM.

Introduccién

Rosenberg' propuso el nombre de sarco-
penia a la progresiva disminucién de la masa
muscular que acompafa al aumento de la
edad. La sarcopenia trae aparejada una dis-
minucion de la fuerza y de la funcién muscu-
lar, lo que es un importante factor de riesgo
para la salud: disminuye la movilidad, aumen-
ta el riesgo de caidas y por ende causa frac-
turas dseas, disminuye la capacidad de hacer
las labores diarias habituales, conduce a la
pérdida de la vida independiente y aumenta
el riesgo de muerte.?

La sarcopenia es el resultado de un con-
junto de procesos celulares que conducen a
una diminucién de la cantidad de fibras mus-
culares. Dentro de estos, se sefalan princi-
palmente: 1) la pérdida asociada a la edad
de la neurona motora, lo que deriva en una
denervacién de grupos de fibras musculares,
2) cambios hormonales como disminucién
de las hormonas sexuales y factor de creci-
miento insulino-simil (IGF-1), factor anabdli-
co, anticatabdlico y antiapoptético de las fi-
bras musculares esqueléticas, 3) incremento
de factores inflamatorios y estrés oxidativo
(ROS) que favorecen la mayor degradacion
de las fibras musculares. Estos, entre otros
factores asociados a la edad, conduciran in-
defectiblemente a la disminucién del nimero
de fibras musculares afectando la funcién y
fuerza muscular.

En los Ultimos tres lustros, un importante
caudal de investigaciones ha avanzado en el
estudio de la sarcopenia incluyendo los meca-
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nismos fisiopatolégicos que conducen a la pér-
dida de la masa muscular,® un tema imprescin-
dible para llegar a un tratamiento eficaz.

Por el contrario no se ha adelantado con
la misma velocidad en la aplicacion clinica de
las investigaciones efectuadas. Esta revision
se centra principalmente en los conocimien-
tos necesarios para el diagnostico y eventual
tratamiento de los pacientes afectados, con
los medios disponibles en la actualidad.

Evolucion de la masa muscular con la
edad en hombres y mujeres

Varios estudios transversales han mostra-
do que la masa muscular se mantiene estable
entre los 30 y 50 afios, iniciando, alrededor de
dicha edad, un descenso permanente.

Paralelamente se produce una mayor in-
filtracién del tejido adiposo intramuscular
(Figura 1).% La creciente infiltracion del tejido
muscular con grasa fue comprobada en un
estudio longitudinal de cinco afios de dura-
cién en un grupo de 1678 hombres y mujeres.
Mientras que la grasa subcutanea sufrié una
leve modificacion de acuerdo con la variacion
del peso corporal, el aumento de la infiltra-
cién grasa del musculo se observd en am-
bos sexos, tanto en los que habian perdido,
mantenido o ganado peso, aunque una mayor
infiltracién grasa del musculo se observé en
estos ultimos (Figura 2).5

La masa muscular apendicular (MMA) al-
canza un maximo alrededor de los 40 afos
y disminuye constantemente a partir ~ de 45
anos.®

Los estudios transversales pueden cues-
tionarse por la posible influencia de cambios
en la nutricién y la actividad fisica de las ge-
neraciones mas jévenes. Sin embargo, varios
estudios longitudinales mostraron una acen-
tuada pérdida anual de la masa muscular en
personas de ambos sexos mayores de 70
afnos. La revisidon de tres de esos estudios,
mostré pérdidas anuales de MMA entre 0,8
y 1,1% en los hombres y 0,4 y 0,7% en las
mujeres (Figura 3).”°
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Valoracion de la masa muscular

En los trabajos de investigacion iniciales
se valoraba la masa muscular por tomografia
computarizada (TC) o resonancia magnética
(RM). Estos métodos, si bien son valiosos
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para investigacion, por la radiacién y el costo,
limitaban su utilizacién clinica.

Actualmente se puede valorar la masa
muscular por DXA (densitometria por absor-
cién de rayos X) con los equipos avanzados

45 anos

70 anos

Figura 1. Comparacién de la masa muscular de un hombre joven y uno de 70 afios. Aumenta la infiltra-
cién de grasa y disminuye su volumen (Modificado de Ref. 4).

Hombres Mujeres
100
£
= 80 GS GIMm GS GIm
s
5 &0
2
- 40
o
0
e 0
o
: | |
S o
=20
Perdedores de peso (<3%) Peso estable Ganadores de peso (>3%)
| Hombres n=309 Hombres n=361 [Jj Hombres n=143
Mujeres n=354 Mujeres n=321 Mujeres n=190

Figura 2. Variacion de la grasa subcutanea (GS) y grasa intramuscular (GIM) en un estudio longitudinal

de 5 afios de duracién (Modificado de Ref. 5).
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Referencias 9

-0.71

-0.84

Mujeres

Bl Hombres

-1.11

Figura 3. Pérdida anual de masa muscular apendicular (MMA) en tres estudios longitudinales en sujetos

mayores de 70 afios.

que se utilizan para la evaluacién de la masa
Osea.

Al efectuar por DXA un rastreo de cuerpo
entero se puede valorar la composicién cor-
poral: masa 6sea, masa grasa y masa magra
(musculo, viscera y otros tejidos). Sin embar-
go, al evaluar los brazos y piernas, la masa
magra esta integrada principalmente por
musculo evitando otras interferencias.

La tabla 1 muestra los valores promedio
de la masa muscular apendicular en cuatro
estudios realizados en la poblacién blanca
joven de Estados Unidos, Australia y Esto-
nia.6,11—13

Los resultados obtenidos originalmente en
mujeres por Baumgarten' (basado en el es-
tudio Rosetta'® [adoptados asimismo en otros
estudios'*'®]) parecen demasiado elevados
a la luz de otros estudios mas recientes.®'"2
Los valores son definitivamente mas elevados
en la poblacién negra de Estados Unidos® y
mas reducidos en un estudio en la poblacion
china de Hong Kong.'®

Desde el punto de vista practico parece
adecuado utilizar los valores recientemente
descriptos por Gould y cols." con sus res-
pectivos valores de -1y -2 desvios estandar
(véase apartado Diagndstico de la sarcope-
nia).

Evaluacion de la fuerza y rendimiento
muscular

Es este un capitulo de suma importancia
en el diagnostico clinico de la sarcopenia. La
disminucion del rendimiento muscular es mas
rapida que la caida de la fuerza y esta a su
vez es mas abrupta que la disminucién de la
masa muscular.

1. Fuerza muscular

La evaluacion de la fuerza del pufio (hand
grip strength) es la prueba mas comun y mejor
estandarizada para el uso clinico. Se toman
con un dinamdmetro (existen varios equipos
comerciales), usualmente tres mediciones de
fuerza en cada pufo y se selecciona el va-
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Tabla 1. Valores promedio (+ 1DS) de la masa muscular apendicular (MMA) en sujetos jovenes obtenidos

en 4 estudios diferentes.

Autor Pais Ref Edad

Valores kg/talla2

Equipo

Hombres Mujeres
Gallagher et al E.U 13 18 - 40 Lunar 8,6 +/- 1,1 73 +/- 0,9
Kelly et al E.U 6 20-35 Hologic 9,3 +~1,3 6,9 +/- 1,1
Kull et al EST 12 25 -39 Lunar 8,8 +/- 1,1 6,7 +/- 0,9
Gould et al AUS ik 20 -39 Lunar 8,8 +/- 0,9 6,8 +/- 0,8

E.U: Estados Unidos; EST: Estonia; AUS: Australia

lor mayor para el registro. La figura 4 muestra
los valores promedio para ambos brazos en
hombres y mujeres. La fuerza es considera-
blemente mayor en el hombre pero asimismo
la velocidad de su disminucion con la edad es
mas rapida' (Figura 4).

Los valores limite serian 30 kg en el hom-
bre y 20 kg en la mujer. Uno de los inconve-
nientes de esta prueba es que no se modifica
con los tratamientos instituidos para mejorar
la sarcopenia.

2. Potencia muscular
a) Levantarse de una silla (sit-stand). Esta

prueba es facilmente aplicable en la clinica
y solo se necesita una silla recta sin apoya-
brazos y un cronémetro. El paciente debe le-
vantarse de la silla con los brazos cruzados
sobre los hombros cinco veces consecutivas.
Es muy util para evaluar la evolucion a largo
plazo. Los valores de referencia (limite infe-
rior) son los siguientes:®
Edad 60-69 afnos: 11,4 segundos
70-79 anos: 12,6 segundos
80-89 afos: 14,8 segundos

A su vez, Strassman y cols."® proponen
medir el nimero de movimientos efectuados

45 -

40 \
35 .~

L=}
L=
@ -
@
o 30 7 T L
o Derecho
2 25 4 T . Hombres
i lzquierdo
.l—l______‘
b
1 Derecho ]
20 a Y Mujeres
Izquierdo
15 L, T T
65 70 75 80

Edad (afios)

Figura 4. Fuerza del pufio (kg) en hombres y mujeres de 60 a 80 afios (Modificado de Ref. 19).
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en un minuto (una prueba mas exigente) y

proporciona estos valores promedio:
Edad 20-21 afios Hombres: 50, Mujeres 47
75-79 afios Hombres: 30, Mujeres 27

b) Subir escalones. Para esta prueba se
necesita un tramo de cuatro o cinco esca-
lones que, por razones de seguridad, debe
contar con un pasamanos.

Se debe cronometrar el tiempo que le lle-
va al paciente desde la orden de comenzar
hasta llegar con ambos pies al escalon mas
alto. Es también un estudio Uutil para evaluar la
evolucion del paciente.

3. Rendimiento muscular

a) Velocidad de la marcha. La prueba
mas utilizada es la medicién del tiempo
empleado para caminar 4 m con marcha
habitual. Solo es necesario contar con un
espacio despejado de unos 5 m y un cro-
németro. Se debe efectuar una prueba de
ensayo y tomar el tiempo empleado en la
segunda prueba.

Se considera que el resultado es anormal
si la velocidad de la marcha es inferior a 0,8
m/s. De hecho, es el valor limite fijado por el
Consenso Europeo sobre Sarcopenia para
comenzar el estudio del paciente.?°

b) Valoracién mas prolongada de la ve-
locidad de marcha. La prueba mas usada
consiste en medir los metros de marcha re-
corridos en 6 minutos. Tiene la ventaja de
su mayor precisién por ser mas prolonga-
dos los tiempos de medicién, por valorar no
solo la velocidad, sino también la resisten-
ciay por ser un muy buen indice para seguir
la evolucién del paciente. Se considera que
los aumentos mayores de 20 m en la totali-
dad de los metros recorridos tienen impor-
tancia clinica. La dificultad, sobre todo en
consultorios y clinicas en grandes ciuda-
des, es contar con un recorrido de 20 a 30
m como minimo y el tiempo prolongado del
estudio.
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Sarcopenia y fracturas 6seas

La relacién positiva entre masa muscular
y densitometria 6sea (DMO) ha sido descripta
con frecuencia. En principio, el factor deter-
minante seria la influencia de la sobrecarga y
actividad fisica sobre el hueso. Sin embargo,
Blain y cols.?! estudiando 160 hombres sa-
ludables entre 20 y 72 afios observaron que
la MMA era el principal factor asociado a la
DMO del cuello femoral (r = 0,39; p < 0,001)
independientemente de la actividad fisica, es-
tilo de vida, nutricién y factores hormonales.
Se especula que el factor comun no determi-
nado, posiblemente, sea el genético.

La relacién entre sarcopenia y (por lo me-
nos) las fracturas de cadera podria parecer
evidente aun sin efectuar estudios sobre el
tema. La fractura de cadera es precedida por
una caida. En condiciones normales, cual-
quier factor que desestabiliza la marcha es
inmediatamente contrabalanceado por una
respuesta correctiva fuerte, rapida y coordi-
nada que restablece el equilibrio. Esta res-
puesta requiere un sistema neuromuscular
adecuado. La sarcopenia disminuye dicha
capacidad, aumenta la frecuencia de caidas y
por ende las fracturas no vertebrales.

Evaluacion de la masa muscular posfrac-
tura de cadera

Di Ménaco y cols.?? en un estudio inicial
evaluaron por DXA a 313 mujeres, dentro de
las primeras tres semanas posfractura de ca-
dera. El 74% de las pacientes tenia osteopo-
rosis y el 58% sarcopenia, de acuerdo con las
definiciones habituales para estas patologias.

El mismo grupo publicé mas tarde una
extension del estudio inicial, incluyendo tam-
bién hombres con fractura de cadera. Con la
misma metodologia anterior, el 64% de las
mujeres y el 95% de los hombres posfractura
eran sarcopénicos. La mayor prevalencia ob-
servada en los hombres fue estadisticamente
significativa (p<0,001).23

Fiatarone y cols.?* en un estudio prospec-
tivo en Sidney, Australia, observd en un gru-
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po de 193 pacientes con fracturas de cadera
(edad 81+8 afos; mujeres 72%) que el 71% de
los pacientes eran sarcopénicos, el 58% des-
nutridos y el 55% deficientes en vitamina D.

Un afo después de una fractura de ca-
dera en un estudio longitudinal de un afio de
duracién se observé que en aquellas pacien-
tes sarcopénicas al inicio, la disminucién de
la DMO de la cadera contralateral era mayor
que en las no sarcopénicas.?

La posibilidad de sufrir una fractura de
cadera de acuerdo con los resultados de
la prueba de pararse de una silla esta des-
cripta en la Figura 5 (estudio prospectivo en
hombres).?® Los pacientes fueron divididos
en cuartilos (el 1° corresponde al que tiene el
mejor rendimiento y el 4°, el peor). Mientras
que el riesgo en el 1¢" cuartil es 1, dicho riesgo
aumenta progresivamente hasta ser 3 veces
mayor en el cuarto cuartil. En cuanto a los
pacientes que tenian imposibilidad fisica de
efectuar la prueba, el riesgo de fractura era:
8,15 veces mayor comparado con el grupo de
mejor rendimiento fisico.
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Evaluacion de la masa muscular posfrac-
turas vertebrales

Algunos estudios previos mostraron que
la disminucién de la densidad muscular del
torso (medida por TC) causa dolor e hiperci-
fosis. Anderson y cols.?” observaron que 44
pacientes con fracturas vertebrales vs. 223
controles tenian menor masa muscular (34,3
vs. 39,4 HU; p < 0,003) El riesgo relativo de
sufrir fracturas vertebrales fue de 2,16 por
cada disminucién de 1 DS en la densidad
muscular del torso. La densidad general de
toda la musculatura, fue mas sensible para
determinar el riesgo, que la de cada musculo
por separado.

Recientemente, lolascon y cols.?® evalua-
ron en un estudio preliminar la masa muscular
apendicular por DXA en mujeres con fractu-
ras vertebrales. Encontraron que el 23% de
las pacientes con una fractura y el 44% con
dos o mas fracturas vertebrales tenian sarco-
penia. La prevalencia de sarcopenia aumen-
taba con la severidad de las fracturas por os-
teoporosis vertebral.

1
1
Cuartilos 2
de potencia |
Muscular
{(Prueba sentarse- 3
pararse ) |
4
No puede
T

Riesgo de fractura de cadera en el hombre por categoria de rendimiento fisico

Riesgo relativo de fractura de cadera

Figura 5. Aumento del riesgo de fractura de cadera en hombres por cuartilos de rendimiento fisico (Mo-

dificado de Ref. 28).
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Estudio prospectivo sobre el riesgo de su-
frir fracturas no vertebrales en pacientes
con sarcopenia

Este estudio, recientemente comunicado
y de singular importancia, siguié durante un
periodo de 8-9 afios, a 1204 mujeres y 5279
hombres. Sobre la base de los resultados de
densitometria sobre DMO y MMA, pruebas de
la fuerza del pufio y la velocidad de la marcha,
los pacientes fueron clasificados como nor-
males, sarcopénicos, osteopénicos/osteopo-
réticos y finalmente con ambas patologias.

En los hombres, el riesgo relativo de sufrir
una fractura no vertebral fue respectivamente
de 1,6, 1,8 y 3,2 para los que sufrian solo sar-
copenia, osteopenia/osteoporosis o ambas
patologias, lo que demostré que la sarcope-
nia por si misma, sin estar necesariamente
asociada a la pérdida de masa 6sea, era un
factor importante para sufrir fracturas éseas
no vertebrales. La combinacién de ambas pa-
tologias duplicé el riesgo.

En las mujeres, los mismos riesgos relati-
vos fueron: 1,6, 3,0 y 3,0. Si bien la importan-
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cia de la sarcopenia por si misma desde el
andlisis estadistico no tuvo la misma impor-
tancia que en el hombre, se pudo observar un
aumento del riesgo a 1,6 comparado con 1,0
en los pacientes sin sarcopenia ni osteoporo-
sis (Figura 6).%°

Sarcopenia en el obeso

Con la edad, el aumento de la masa gra-
sa y la disminucién de la masa muscular son
dos procesos presentes en practicamen-
te la totalidad de la poblacién. El aumento y
redistribucién de la grasa se pueden dar sin
modificacién del peso corporal (y del IMC),
compensados por la disminucién de la masa
muscular.

En los estudios originales de Baumgart-
ner®® se observé que alrededor de los 15%
de los hombres y mujeres estudiados tenian
tanto obesidad como sarcopenia (de acuerdo
con los criterios habituales para definir obe-
sidad). En la evaluacion transversal, el riesgo
relativo de sufrir “discapacidad” era de 2,07
para los sarcopénicos; 2,33 para los obesos y

RR de sufrir fracturas no vertebrales

1.0 -
Sarcopenia

H Hombres

Osteopenial
Osteoporosis osteopenialosteoporosis

Mujeres

Sarcopenia y

Figura 6. Riesgo relativo de sufrir una fractura no vertebral en un estudio longitudinal de 8-9 afios en suje-

tos que solo tenian sarcopenia o solo osteopenia/osteoporosis 0 ambas patologias (Modificado de Ref. 31).
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4,12 para los que padecian ambas patologias.
En un seguimiento longitudinal de 8 afios, el
mismo grupo observo que los sarcopénicos-
obesos al inicio, tenian dos a tres veces ma-
yor probabilidad de desarrollar o agravar su
“discapacidad”.®

Aceptado el mayor riesgo para la salud,
que significa la asociacién de obesidad y sar-
copenia, nuevos estudios observaron que en
el obeso la fuerza y el rendimiento muscular
podian ser deficitarios a pesar de que la eva-
luacién de la masa muscular por DXA estaba
dentro de los valores normales. Aparente-
mente, el estimulo de la sobrecarga corporal
contribuye a mantener la masa muscular pero
no su eficacia.

Newman y cols.®? revisaron la definicion de
sarcopenia en el obeso, integrando la masa
grasa en la férmula para definir sarcopenia.
Observaron que el porcentaje de obesas sar-
copénicas aumentaban de 7,1% segun el cri-
terio de Baumgartner®® a 21,7% de acuerdo
con la nueva definicion propuesta. Sorpren-
dentemente, ningun sujeto era clasificado
como sarcopénico si su IMC era superior a
30, mientras que el 11,5% de los hombres y el
14,4% de las mujeres, en dicho rango de IMC,
eran sarcopénicos cuando la masa grasa en-
traba en la definicién de sarcopenia.

Desde el punto de vista clinico en los su-
jetos obesos —IMC mayor de 30- la definicion
de sarcopenia debe basarse en las pruebas
de fuerza y rendimiento muscular y en un um-
bral de masa muscular mayor que el de la po-
blaciéon general. Por ejemplo, utilizar un solo
DS estandar por debajo del promedio (véase
Sarcopenia clinica)

Sarcopenia clinica

Se puede distinguir la sarcopenia primaria,
aquella debida al aumento de la edad, de las
secundarias. Entre las numerosas causas se-
cundarias se sefialan:

- Sedentarismo excesivo

- Enfermedades crénicas cardiacas, pul-
monares, renales
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- Enfermedades malignas

- Enfermedades gastrointestinales que di-
ficultan la absorcion intestinal

- Dieta severamente restringida.

Las sarcopenias secundarias pueden
aparecer a cualquier edad. Ademas pue-
den sumarse al envejecimiento y acelerar
la pérdida de masa muscular debida a la
edad.

Deteccion o diagndstico de la sarcopenia

No hay un consenso universal sobre
este punto. Un esquema interesante es el
incluido en el Consenso Europeo.?? Los
sujetos mayores de 65 afios deben efec-
tuar dos pruebas de suficiencia muscular:
velocidad de la marcha y fuerza del pufo.
Si fallan en cualquiera de ambas, se debe
efectuar una medicion de la masa mus-
cular (se infiere que es la masa muscular
apendicular por DXA). El algoritmo indica
que, si la mediciéon de la masa muscular
es normal, el sujeto no tiene sarcopenia, a
pesar de haber fallado en las pruebas de
suficiencia muscular. Esta ultima conclu-
sion es cuestionable, especialmente en los
pacientes obesos.

Se sugiere para la deteccién/diagnéstico
de sarcopenia estudiar a:

e Sujetos mayores de 65 afios

¢ Sujetos de menor edad con las siguien-
tes caracteristicas:

- Autodetectada falta de fuerza o rendi-
miento muscular

- Caidas frecuentes

- Fracturas osteoporéticas

- Deseo de mantener la suficiencia muscu-
lar en forma prolongada.

Estudios para efectuar:

- Velocidad de la marcha

- Prueba de pararse-sentarse

- Fuerza del pufo

- Masa muscular apendicular por DXA.
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Los valores sugeridos para evaluar la MMA
son los siguientes:™

Promedio -1DS - 2DS
Hombres 8,8 79 6,9
Mujeres 6,8 6,1 5,3

Finalmente, el médico (que alguna impor-
tancia merece para no ser aplastado por los
algoritmos) decidira basandose en la informa-
cién obtenida si la suficiencia muscular del
sujeto es:

e Satisfactoria para la edad
e Sarcopenia subclinica
e Sarcopenia clinica

La periodicidad de los controles posterio-
res debe tener en cuenta la velocidad de re-
cambio de la masa muscular -1 a 2% diaria-y
la indicacion terapéutica efectuada.

Intervenciones

¢ Actividad fisica: los ejercicios de resis-
tencia contrarrestan la pérdida muscular aso-
ciada a la edad por incremento del nimero
de las fibras musculares esqueléticas y el
area transversal (CSA de su nomenclatura
en inglés cross-sectional areas).®® Los ejerci-
cios de resistencia son aquellos que aumen-
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tan la frecuencia cardiaca y respiratoria. Las
actividades de resistencia moderadas inclu-
yen actividades como nadar, bailar, caminar
enérgicamente, andar en bicicleta. Las acti-
vidades de resistencia rigurosa incluyen subir
escaleras, trotar, remar, nadar varias vueltas
continuas en la piscina y andar en bicicleta
cuesta arriba.

El desarrollo de una rutina de ejercicios
de resistencia realizada en forma gradual
produce un incremento del 3-9% en CSA,
duplica la fuerza muscular y mejora la per-
formance fisica.®® Otras de las ventajas que
se les reconocen a los ejercicios de resis-
tencia son: 1) no requieren ser realizados en
forma rutinaria;® 2) previenen de caidas y
pérdida de la movilidad; 3) el tiempo minimo
requerido para su realizacion con benefi-
cios sobre la salud es 30 minutos dos ve-
ces por semana; 4) no requiere un equipa-
miento sofisticado para su ejecucion; 5) son
bien tolerados por los adultos mayores aun
aquellos que presentan otras condiciones
clinicas tales como diabetes, osteoartritis,
osteoporosis, enfermedad cardiovascular y
depresién.

En la tabla 2 se muestran algunos de los
estudios que examinan los efectos de los
ejercicios de resistencia sobre diferentes pa-
rametros de los musculos esqueléticos.

Tabla 2. Estudios que evaltan el efecto de la actividad fisica sobre la pérdida de masa muscular rela-

cionada con la edad.

Estudio (Ref.) Género Edad (afios) Poblacién (n) Resultados
Trappe y col.®8 M 74+2 7 1F, TMHCA1
Trappe y col.®® F 74+2 7 F
Slivka y col.*° M 80-86 6 1F, 1CSA
Fiatarone y col.®® M 90+3 10 1F, 1CSA
Kryger y col.4! M,F 85-97 11 1F, 1CSA
Frontera y col.% F 68-79 14 1F, 1CSA

F: fuerza, CSA: cross-sectional areas, MHC1: cadena pesada de miosina tipo 1
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¢ Dieta: laingesta inadecuada de proteinas
influye sobre la masa muscular por reduccién
de la sintesis mas que por el incremento de
la degradacion de las proteinas musculares.*®
Varios estudios observacionales comunican
que los adultos mayores no alcanzan a cu-
brir las recomendaciones diarias de ingesta
de proteinas. Kerstetter y cols. comunicaron
que, en una poblacién de adultos mayores de
50 afos estadounidenses, el 32-41% de las
mujeres y el 22-38% de los hombres mues-
tran un consumo de proteinas inferior al que
figura en las Recomendaciones Dietéticas
Admitidas (0,8 g/kg de peso corporal).*!

Un estudio epidemiologico prospectivo
mostré que la ingesta de proteinas estuvo aso-
ciada a la prevencion de pérdida de la masa
muscular en mujeres y hombres con una edad
entre 70-79 afos. En este mismo estudio se
observé que los individuos que tenian una
ingesta mayor de 1,1 g/kg de peso corporal
perdieron menos masa magra corporal total
y apendicular comparados con aquellos con
una ingesta inferior o igual a 0,7 g/kg de peso
corporal.*? Esto sugeriria que el incremento de
la ingesta de proteinas por encima de 0,8 g/kg
podria reducir el riesgo de sarcopenia en adul-
tos mayores, proponiéndose un incremento en
los requerimientos diarios de 0,8 a 1,0-1,2 g/
kg de peso por dia de proteinas para alcanzar
una adecuada salud musculoesquelética en
adultos mayores.*

La ingesta de proteinas con la dieta debe
ser dividida en 3 o 4 tomas por dia, de acuer-
do con las costumbres del paciente. Una sola
ingesta proteica importante en el dia es mu-
cho menos util que la misma cantidad dividida
en tres tomas. Si es posible, la ingesta debe
ser seguida por una actividad fisica. Se estima
que la sintesis de fibras musculares posinges-
ta proteica se prolonga unas 3 horas, intervalo
que se extiende a unas cinco horas si es se-
guida de actividad fisica.** El incremento de la
ingesta de proteinas deberia ser realizada con
suma precaucion en pacientes con una clea-
rance de creatinina inferior a 30 ml/min.
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e Vitamina D: la vitamina D ejerce sus
efectos sobre el tejido muscular a través de
dos vias, gendmica y no genémica. Los efec-
tos gendmicos de la vitamina D en musculo
comprende la interaccion entre 1,25(0H), D,
y su receptor nuclear que deriva en cambios
en ARNm induciendo la sintesis proteica de
novo, regulando la proliferacion celular e in-
duciendo la diferenciacién de las fibras mus-
culares.*s Los efectos no gendmicos de la
vitamina D en el tejido muscular incluyen la
activacion de proteina quinasa C (PKC), que
origina un incremento del pool de calcio intra-
celular, lo cual es esencial para la contraccién
muscular. La activacién de PKC, ademas,
promueve la sintesis proteica de las células
musculares.*®4” Por lo tanto, la vitamina D es
un factor requerido para el desarrollo, integri-
dad y funcién del tejido muscular.

La relacion entre el estado de vitamina D
y la funcién muscular fue evaluado en el Na-
tional Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES).*® En este estudio se observé que
aquellos sujetos con mejores niveles séricos
de 25-hidroxivitamina D mostraron mayor ca-
pacidad para realizar la prueba de velocidad
de marcha y pararse y sentarse. El estudio
Longitudinal Ageing Study Amsterdam (LASA)
evalué funcién muscular y vitamina D. En este
estudio se observd que aquellos sujetos con
niveles de 25(0OH)D por encima de 20 ng/ml
presentaron mejor rendimiento fisico.*

Por otro lado, existe evidencia biolégica
y clinica que avalaria la indicacién de suple-
mentar a los adultos mayores con vitamina D
con el fin de mejorar la funcién y fuerza mus-
cular. Basados en estudios que incluyen revi-
siones sistematicas del tema, la suplementa-
cién con vitamina D seria eficaz para mejorar
la fuerza muscular en sujetos con niveles in-
feriores a 10 ng/ml pero no en aquellos con
niveles superiores a estos.®® Se requieren fu-
turos estudios para establecer el efecto de la
suplementacion con vitamina D en aquellos
sujetos con niveles de hipovitaminosis D (10-
30 ng/ml).
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En cambio, los efectos de la vitamina D
para la prevencion de fracturas y caidas son
mejor conocidos.®" %2 La reduccién en la tasa
de caidas y fracturas fue observada después
de la suplementacion con vitamina D. Se pos-
tula que dicho efecto se alcanza porque tanto
el tejido muscular como el cerebro expresan
el receptor de vitamina D (VDR),5® permitiendo
mejorar el balance y en consecuencia redu-
ciendo la tasa de caidas (~13-49%).54 Desde
el punto de vista practico, para la salud tanto
ésea como muscular, es aconsejable que se
administre la dosis necesaria de vitamina D a
fin de alcanzar niveles de 25(0OH)D entre 30 y
50 ng/ml.

La tabla 3 muestra los resultados de al-
gunos estudios sobre el efecto de la suple-
mentacién con vitamina D sobre la funcién
muscular.

¢ Tratamiento médico de la sarcopenia.
Terapia hormonal: existe una relaciéon entre
la declinacion de los niveles séricos de tes-
tosterona asociados a la edad y la pérdida
de funcién y fuerza muscular en los hombres
adultos mayores.5® En las mujeres, la reduc-
cién de los niveles de estrégenos durante la
menopausia produce también una disminu-
cién de la funcion y fuerza muscular ya que
los estrégenos son convertidos a testoste-
rona, la cual tiene un efecto anabdlico so-
bre la sintesis proteica.®® Ambas hormonas
sexuales, ademads, suprimen a las citoquinas
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inflamatorias que ejercen un efecto catabdli-
co sobre el musculo. Por todo lo expuesto, la
terapia hormonal de reemplazo siempre ha
sido considerada como posible tratamiento
para la sarcopenia.

Sin embargo, los resultados son contro-
vertidos. En hombres adultos mayores con
hipogonadismo, el efecto anabdlico de la tes-
tosterona es escaso, pues se observan mini-
mos cambios en la composicidén corporal, sin
incremento en la fuerza muscular. Estos resul-
tados deben ser interpretados en el contexto
de que las dosis administradas de testostero-
na en los hombres adultos mayores son me-
nores que aquellas administradas a hombres
jovenes por el riesgo de cancer de prostata.
En mujeres, la administracién de estrégenos
y testosterona no mostré un incremento sig-
nificativo de la fuerza muscular.®!

La hormona de crecimiento (GH) ejerce un
efecto anabdlico indirecto sobre el musculo
a través de la estimulacion de la produccién
de IGF-1. Se ha postulado que GH podria ser
eficaz para el tratamiento de sarcopenia en
adultos mayores. Sin embargo, la administra-
ciéon de GH en adultos mayores no ha sido
exitosa para incrementar la masa y fuerza
muscular pero si la IGF-1/IGFBP-3, como lo
demostraron Boonen y cols., quienes obser-
varon un incremento de la fuerza del pufio en
mujeres afosas con fractura de cadera re-
ciente después de la administracién de IGF-1/
IGFBP-3.52

Tabla 3. Estudios clinicos sobre los efectos de la suplementacion con vitamina D sobre fuerza muscular.

Estudio (Ref.) Tratamiento Dosis Poblacion(n) (ng;g) Duracion Comentario
Glerup y col.*” Ergocalciferol 100.000Ul/mes 55 32 6 meses Con efecto
Bischoff y col.%® Colecalciferol 800 Ul/dia 122 84 6 meses Con efecto
Kenny y col.%® Colecalciferol 1000Ul/dia 65 76 6 meses Con efecto
Pfeifer y col.® Colecalciferol 800Ul/dia 242 77 12 meses Con efecto
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¢ Nuevos agentes terapéuticos: la investi-
gacién y desarrollo de nuevos agentes tera-
péuticos para la prevencion y tratamiento de la
sarcopenia ha avanzado en los ultimos afos.
El desarrollo de anticuerpos antimiostatina es
uno de los tratamientos en investigacion mas
promisorios. La miostatina es un regulador ne-
gativo del musculo esquelético; se observan
niveles elevados en individuos con sarcope-
nia.®® La inhibicién de miostatina promoveria la
diferenciacion y proliferacion de miocitos. Los
anticuerpos antimiostatina producirian incre-
mento en la masa y fuerza muscular en mode-
los animales experimentales.4-%6

En 2013, la Food and Drug Administration
(FDA) acepté a bimagrumab, un anticuerpo
monoclonal antimiostatina, como una tera-
pia de gran avance para el tratamiento de la
miopatia esporadica por cuerpos de inclusién
(sBMI, de su nomenclatura en inglés: spora-
dic inclusion body myositis). Esta es una rara
enfermedad degenerativa muscular del adulto
mayor de 65 afios caracterizada por una lenta
y progresiva atrofia muscular. El bimagrumab
ilustra el gran avance alcanzado en los Ulti-
mos afnos en la terapéutica de las enfermeda-
des musculares degenerativas atroficas.

Los moduladores selectivos de los recep-
tores de andrégenos (SARM, de su nomen-
clatura en inglés Selective Androgen Recep-
tor Modulators) son agentes no esteroides
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NIVELES NORMALES DE VITAMINA D PREVIENEN / ATENUAN
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Resumen

En la actualidad, la deficiencia de vitamina
D, que alcanza proporciones de epidemia in-
cluso en paises muy desarrollados, constituye
un reconocido factor de alto riesgo de muerte
por todas las causas que podria corregirse
a muy bajo costo. Esta revision presenta los
mecanismos fisiopatolégicos y moleculares
que determinan que, en la poblacién general,
la deficiencia de vitamina D y su consecuen-
cia inmediata (defectos en la activacion del
receptor de vitamina D), contribuyan no solo a
alteraciones de la homeostasis fosfocalcica,
hiperparatiroidismo y pérdida de masa 6sea,
sino también a una mayor incidencia y grave-
dad en patologias asociadas con el envejeci-
miento acelerado, como la hipertensién, dia-
betes, ateroesclerosis, enfermedad cardio-
vascular, dafio renal, o con alteraciones del
sistema inmunitario como infecciones virales
y bacterianas, inflamacién sistémica, enfer-
medades autoinmunes y cancer. Una mejor
comprension de las ventajas y limitaciones de
las recomendaciones actuales para la suple-
mentacion con colecalciferol, ergocalciferol,
o hidroferol es imprescindible para el disefio

de nuevas estrategias para la correcciéon de
la deficiencia de vitamina D, con riesgos mi-
nimos para el paciente, y de maxima eficacia
tanto en la prevencién de cada una de estas
patologias, como en atenuar su avance.
Palabras clave: calcitriol, vitamina D, recep-
tor de vitamina D, calcidiol.

Summary

NORMAL VITAMIN D LEVELS PREVENT/
ATENUATE CARDIOVASCULAR AGING,
AUTOIMMUNE DISEASES AND CANCER:
FACT OR FICTION?

Vitamin D deficiency, a highly prevalent
condition among otherwise healthy individuals
even in Western countries, is a well recognized
risk factor for higher mortality for all causes,
which can be inexpensively corrected. This
review presents the current understanding
of the pathophysiological and molecular
mechanisms responsible for the cause-effect
relationship between vitamin D deficiency,
defective activation of the vitamin D receptor
and a higher prevalence and severity of

* Direccidn Postal: Division de Nefrologia Experimental. IRB Lleida. Universidad de Lleida.
Avda. Rovira Roure 80. 25198 Lleida. Espafia. Correo electrénico: adusso@irblleida.cat
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Dusso AS: Vitamina D, envejecimiento

cardiovascular, enfermedades autoinmunes y cancer

health disorders that compromise survival.
Such disorders extend beyond abnormal
calcium and phosphate homeostasis and
bone loss to include disorders of accelerated
aging, responsible for the development of
hypertension,  diabetes, atherosclerosis,
renal and cardiovascular damage, and also
abnormalities inimmune function that increase
the propensity to viral and bacterial infections,
systemic inflammation, autoimmune disease
and cancer. An analysis of the advantages
and limitations of current recommendations
for supplementation with cholecalciferol,
ergocalciferol or calcidiol should help improve
therapeutic strategies to correct vitamin D
deficiency and reach circulating levels that
safely prevent the onset of these disorders or
attenuate their progression.

Key words: calcitrol, vitamin D, vitamin D
receptor, calcidiol.

Historicamente, la contribucién mas reco-
nocida de la vitamina D a la salud de la pobla-
cién ha sido la erradicacion del raquitismo en
los anos 30 del siglo pasado. En la actualidad,
la vitamina D ha sido identificada como la mo-
lécula responsable de los multiples mecanis-
mos fisiopatoldgicos que sustentan la veraci-
dad del dicho popular “donde entra el sol no
entra el médico”. De hecho, en la poblacién
general, la deficiencia de vitamina D se asocia
a un incremento en el riesgo de muerte por
todas las causas.'?

Aunque ninguna correlacién constituye
una prueba de causalidad, sabemos hoy que
los beneficios para la salud del mantenimien-
to de la integridad del sistema endocrino de la
vitamina D resultan, en parte, de una relacién
causa-efecto entre el déficit de vitamina D y
un desarrollo acelerado de patologias del en-
vejecimiento. Estas patologias no se limitan a
la osteoporosis o la propension a fracturas,
sino que incluyen también trastornos que cur-
san con tasas elevadas de morbilidad y mor-
talidad, como la hipertension, diabetes, fallo

renal y cardiovascular, mayor susceptibilidad
ainfecciones respiratorias, enfermedades au-
toimunes y cancer.'?

Indudablemente, si la deficiencia de vita-
mina D aumenta el riesgo de morbimortalidad,
la correccidn de la deficiencia podria proveer
una estrategia econdémica y, “en teoria”, sin
riesgos, para prevenir, o al menos para po-
der reducir, la incidencia de estas patologias
responsables de una severa disminucion en
la calidad de vida en la creciente poblacion
afiosa del mundo occidental y que, en conse-
cuencia, esta drenando recursos de los siste-
mas sanitarios en todo el mundo. Una alerta
importante de posibles riesgos debidos a una
suplementacién con vitamina D inadecua-
damente controlada, provino de un estudio
epidemiolégico en mujeres normales.® Este
estudio ha demostrado que la progresiva re-
duccion de las tasas de mortalidad, conforme
se corrige la deficiencia, es solo la primera
fase de una tipica curva en U. De hecho, las
tasas de mortalidad comienzan a aumentar
levemente en lugar de disminuir, para niveles
de vitamina D superiores a 60 ng/ml, inclu-
so por debajo del limite superior del rango de
normalidad.

Esta claro, entonces, que la implementa-
cién de ensayos clinicos prospectivos para
obtener recomendaciones basadas en la evi-
dencia de estrategias seguras y eficaces de
correccién de la deficiencia de vitamina D en
la poblacién general requiere una cuidadosa
reevaluacion de los conocimientos actuales
acerca del sistema endocrino de la vitamina D
y de su interaccién causal con el desarrollo/
progresién de cada patologia. El objetivo de
esta revisidon es actualizar los siguientes co-
nocimientos indispensables para optimizar
los beneficios de las acciones del sistema en-
docrino de la vitamina D en la prevenciéon de
patologias del envejecimiento:

1. Validez de la evidencia epidemiolégica
de una asociacién inversa entre niveles bajos
de vitamina D y mayor riesgo de morbimor-
talidad.
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2. Mecanismos de accién de la vitamina D
que maximizan sus acciones bioldgicas.

3. Patofisiologia subyacente en el impacto
severo de la deficiencia de vitamina D sobre
la morbimortalidad.

4. Consideraciones esenciales para el di-
sefo de estrategias seguras y eficaces para
la correccion de la deficiencia de vitamina D.

Validez de Ila evidencia epidemioldgica de
una asociacion inversa entre riesgos de mor-
bimortalidad y niveles bajos de vitamina D

En la Ultima década, varios metandlisis de
estudios retrospectivos de alta potencia han
demostrado que la deficiencia de vitamina D
se asocia a un aumento marcado del riesgo
de mortalidad por todas las causas."? Re-
cientemente, sin embargo, la validez de es-
tas asociaciones ha sido severamente cues-
tionada por Autier y col.,* basandose en los
resultados de un metanalisis que sugiere que
los procesos inflamatorios subyacentes en el
desarrollo de patologias del envejecimiento
son la causa, y no la consecuencia, de la defi-
ciencia de vitamina D. Es importante enfatizar
que, en franca oposicion a estas afirmacio-
nes, existen hoy evidencias experimentales y
clinicas crecientes de la eficacia de la vitami-
na D en atenuar la severidad de la inflamacién
y sus efectos adversos. Mas importante aun,
un riguroso metanalisis posterior al trabajo de
Autier, en mas de 900.000 participantes de 26
naciones, ha corroborado no solo una asocia-
cién inversa entre niveles bajos de vitamina D
y aumentos en el riesgo de mortalidad, sino
también la eficacia de la administracién de
colecalciferol en disminuir las tasas de mor-
talidad.?

La alta rigurosidad de este reciente me-
tandlisis radica, fundamentalmente, en los
criterios de inclusion de los estudios retros-
pectivos. Solo fueron analizados aquellos es-
tudios que examinaron la asociacién entre ni-
veles de 25-hidroxivitamina D circulantes con
causas especificas de muerte, o con muerte

por todas las causas, solo en adultos de la
poblacién general que no presentaban ningu-
na patologia. Los resultados mas relevantes
de este metanalisis han sido: a) la demostra-
cién de una prevalencia de insuficiencia de
vitamina D, definida como niveles séricos de
25-hidroxivitamina D inferiores a 30 ng/ml, del
69,5% en los Estados Unidos y del 86,4% en
Europa, y con una prevalencia de deficiencia
severa (<10 ng/ml) de un 15% y un 4%, res-
pectivamente; b) la confirmacién de una mo-
derada pero significativa asociacién inversa
entre los niveles circulantes de vitamina D y
las tasas de mortalidad por todas las causas,
y que asignan a la deficiencia de vitamina D
la responsabilidad del 9,4% de muerte por to-
das las causas en Europa y de 12,8% en los
Estados Unidos. El mayor riesgo de muerte
se asoci6 a enfermedad coronaria, linfoma,
cancer del tracto digestivo y trastornos res-
piratorios. Si se tiene en cuenta que en los
Estados Unidos el riesgo de muerte en fuma-
dores es del 20%, del 11% en individuos sin
actividad fisica alguna y del 9% en alcohdli-
cos, el hallazgo de una tasa de mortalidad del
13% atribuible exclusivamente a la deficiencia
de vitamina D enfatiza la necesidad de imple-
mentar estrategias publicas de correccion de
la deficiencia de vitamina D dirigidas a reducir
las altas tasas de muertes prematuras que,
obviamente, podrian evitarse.

Un aporte adicional muy valioso de este
metanalisis se obtuvo de los estudios alea-
torizados de suplementacién con ergocalci-
ferol o colecalciferol, exclusivamente. Al es-
tratificar por el tipo de vitamina D utilizado,
se demostré un descenso de la mortalidad
de un 11% solo en individuos suplementados
con colecalciferol, pero no en los tratados
con ergocalciferol. Estos resultados podrian
explicar, en parte, las discrepancias vigentes
en cuanto a la eficacia de la correccién de la
deficiencia de vitamina D en disminuir morta-
lidad, que han surgido de la comparacién de
metanalisis en los que no se discriminé por el
tipo de vitamina D utilizada en la suplementa-
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cion. Indudablemente, se necesitan estudios
prospectivos aleatorizados de alta potencia
para establecer la dosis 6ptima, la frecuencia
de administracion y la duracién de la suple-
mentacién, asi como también para verificar
las posibles desventajas del uso de la vita-
mina D, en disminuir eficazmente el riesgo de
mortalidad. Para el disefio de estos estudios
es imprescindible conocer en profundidad los
mecanismos de accién de la vitamina D que
aumentan la supervivencia.

Mecanismos de accion de la vitamina D
que maximizan sus acciones bioldgicas

La mal llamada vitamina D es en realidad
una prohormona, la precursora de la potente
hormona esteroidea 1,25-dihidroxivitamina D
o calcitriol. No es una vitamina ya que, como
se indica en la Figura 1, el organismo puede
generarla simplemente por la accion de la luz

ultravioleta del sol sobre su precursor en la piel,
el 7-dehidrocolesterol. Es una prohormona por-
que cualquiera de sus dos formas, el ergocalci-
ferol (o vitamina D, presente en los vegetales) o
el colecalciferol (o vitamina D, presente en los
animales) son inactivas en el momento de su
sintesis y deben ser convertidas por el organis-
mo a la forma hormonal para ejercer sus impor-
tantes funciones biolégicas como la de aumen-
tar la supervivencia. Este proceso de activacion
requiere dos hidroxilaciones sucesivas, ambas
esenciales para maximizar los beneficios en la
salud del sistema endocrino de la vitamina D.5
La primera hidroxilacién ocurre mayorita-
ria pero no exclusivamente en el higado, don-
de la vitamina D se convierte en 25-hidroxivi-
tamina D (también llamada calcidiol), el me-
tabolito que circula en mayor concentracion
(de 30 a 100 ng/ml). Dos 25-hidroxilasas, los
citocromos P450 CYP27A1 y principalmente
el CYP2R1 en seres humanos, son los res-
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Figura 1. Sintesis de vitamina D, bioactivacion y catabolismo sistémico y celular. Eficacia relativa del

complejo ligando/receptor en promover supervivencia (véanse detalles en el texto).
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ponsables del mantenimiento de niveles cir-
culantes adecuados de 25-hidroxivitamina
D.® De hecho, mutaciones en la CYP2R1 y no
en la CYP27A1 derivan en deficiencia severa
de vitamina D.® Debido a las dificultades me-
todologicas para las mediciones de los nive-
les de vitamina D y, también a que no existen
mecanismos de regulacion estrictos de la
expresion o de la actividad de las 25-hidro-
xilasas,® toda la vitamina D disponible en el
organismo se convierte en 25-hidroxivitamina
D, de modo que la medicion de los niveles sé-
ricos de 25-hidroxivitamina D se utiliza para
estimar el estado de vitamina D del individuo.

La segunda hidroxilacién, que convierte a
la 25-hidroxivitamina D en la 1,25-dihidroxi-
vitamina D (también llamada calcitriol), la vi-
tamina D hormona y, por tanto, el metabolito
natural mas activo del sistema endocrino de
la vitamina D, tiene lugar predominante pero
no exclusivamente en el rifdn, y también en
numerosas células no renales.’ A diferencia
de la falta de control descripto para las 25-hi-
droxilasas, y debido a las potentes acciones
del calcitriol en la movilizacién de calcio y fos-
foro, la actividad de la 1-hidroxilasa renal esta
rigurosamente controlada. Esta enzima es
también un citocromo P450, el CYP27B1, que
se induce en respuesta al bajo calcio y bajo
fésforo o a aumentos en la parathormona
(PTH) y es fuertemente inhibida por la podero-
sa hormona fosfaturica, la FGF23, el gen de la
longevidad: el klotho, y el propio calcitriol.” El
calcitriol también controla estrictamente sus
propios niveles en la circulacién induciendo
la expresion de la enzima CYP24A1, respon-
sable del catabolismo tanto de la 25-hidroxi-
vitamina D como del calcitriol.5”

De modo que el rifidn es esencial para las
acciones biolégicas de la vitamina D que au-
mentan la supervivencia, por ser el sitio prin-
cipal de produccion del calcitriol circulante.®
De hecho, en individuos normales, las hidro-
xilasas no renales contribuyen muy poco al
calcitriol sérico, pero son sumamente impor-
tantes para proveer localmente el calcitriol

necesario para las acciones autocrinas y/o
paracrinas en la misma célula productora de
calcitriol o en células de su entorno, con un
impacto minimo en la homeostasis mineral y
en la remodelacién 6sea. De hecho, a diferen-
cia de la 1-hidroxilasa renal, la regulacion de
la actividad de las hidroxilasas extrarrenales
se ajusta a la funcién local de la activacién
de la vitamina D. Por ejemplo, en monocitos-
macroéfagos, la produccioén de calcitriol, que
aumenta eficazmente la capacidad antibac-
teriana o antiviral, esta altamente estimulada
por citoquinas.! Es importante destacar tam-
bién que un mismo modulador puede contro-
lar la actividad de la 1-hidroxilasa de manera
diferente segun el tipo celular. De hecho, la
FGF23, que suprime la 1-hidroxilasa renal y la
de monocitos-macréfagos, estimula en cam-
bio la 1-hidroxilasa de la glandula paratiroi-
dea, en la que la FGF23 suprime la sintesis y
secrecion de PTH.®

Tal como ocurre con otras hormonas es-
teroideas, la unién del calcitriol al receptor
de vitamina D (VDR) es el paso inicial nece-
sario para activar la maquinaria genética de
las células diana para inducir o reprimir genes
involucrados en las multiples acciones biol6-
gicas de la vitamina D. Se trata de una unién
calcitriol/VDR de alta afinidad y especifici-
dad, y que origina un cambio en la estructura
tridimensional del VDR que es esencial para
favorecer la formacion de heterodimeros con
el receptor del acido retinoide, RXR. Esta es
la primera de una serie de interacciones del
VDR tanto con elementos de respuesta a la
vitamina D en el ADN de los genes diana, asi
como también con un gran nimero de corre-
guladores nucleares que aumentan marcada-
mente la induccion o la represion de genes
por el complejo calcitriol/VDR.® Un hallazgo
reciente de gran importancia para aumentar
la eficacia del sistema endocrino de la vitami-
na D en promover supervivencia, y que se re-
sume en la Figura 1, se obtuvo de estudios en
ratones que carecen de CYP27B1 y que por
lo tanto no pueden convertir la 25-hidroxivi-
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tamina D en calcitriol. Se demostré de ma-
nera concluyente no solo que la 25-hidroxi-
vitamina D es capaz de activar al VDR direc-
tamente para regular la maquinaria genética
de la célula, sino también que aumenta mar-
cadamente la eficacia del complejo calcitriol/
VDR para inducir una respuesta biolégica.®'"°

Indudablemente, la magnitud de una res-
puesta biolégica a la vitamina D dependera
no solo de los niveles circulantes de calcitriol,
o del contenido intracelular de calcitriol y de
VDR, sino también de los niveles circulantes
e intracelulares de 25-hidroxivitamina D tanto
para estimular la conversiéon local a calcitriol
para acciones intracrinas, autocrinas/para-
crinas con poco impacto en la homeostasis
fosfocalcica sistémica, como para inducir la
sinergia de la 25-hidroxivitamina D con las
acciones biolégicas del complejo calcitriol/
VDR.%10

Es importante destacar que en células
que expresan tanto la 1-hidroxilasa como la
25-hidroxilasa, la suplementacién con vita-
mina D podria ser suficiente para promover
una accion sinérgica entre la 25-hidroxivita-
mina D y el calcitriol producidos localmente
para aumentar la supervivencia sin modifi-
car en absoluto la homeostasis fosfocalci-
ca sistémica. De hecho, se han observado
recientemente elevaciones significativas en
los niveles de CYP27A1 y de CYP2R1 en el
cancer de endometrio humano,'" que se aso-
cian con menor proliferacion celular a pesar
de las disminuciones en el contenido de VDR,
muy comun en carcinomas de cualquier tipo
celular. Mas aun, algunos estudios en lineas
celulares de cancer de endometrio demostra-
ron que la produccién local de 25-hidroxivi-
tamina D contribuye, al menos en parte, a la
disminucion de las tasas de proliferacion en
respuesta al tratamiento con colecalciferol."
Esos estudios sugieren una contribucion de la
produccién local de 25-hidroxivitamina D en
el menor riesgo de cancer en individuos con
niveles normales de vitamina D.

La alta incidencia de deficiencia/insufi-

ciencia de vitamina D en el curso de la en-
fermedad renal crénica (ERC)™? ha sido una
alerta reciente sobre el papel critico del rifion
en el mantenimiento no solo de los niveles sé-
ricos de calcitriol sino también de 25-hidroxi-
vitamina D. De hecho, la Figura 2 muestra que
la 25-hidroxivitamina D unida a su transpor-
tador en el plasma, la proteina trasportadora
de vitamina D (DBP), ingresa en las células
del tubulo proximal para producir calcitriol
no desde la circulacién sino desde el filtra-
do glomerular a través de un proceso activo
de endocitosis mediado por la megalina.’® El
reciclado de la 25-hidroxivitamina D intrace-
lular desde el tubulo proximal a la circulacion
es critico para mantener niveles séricos nor-
males de 25-hidroxivitamina D. De hecho, el
raton knock out para la megalina desarrolla
una deficiencia severa de vitamina D aun con
funcién renal normal.”® De modo que el rifién
es también esencial para mantener los nive-
les séricos de 25-hidroxivitamina D necesarios
para la produccién local de calcitriol en nume-
rosos tejidos diana, para promover acciones
intracrinas, autocrinas o paracrinas que au-
mentan la supervivencia sin cambios detecta-
bles en la homeostasis mineral que pudiesen
comprometer la integridad del esqueleto o in-
crementar la deposicidn ectépica de calcio. De
hecho, todas las patologias asociadas con el
envejecimiento acelerado en la poblacién ge-
neral estan exacerbadas en la ERC, en la cual
la prevalencia y la severidad de la deficiencia
de vitamina D y de calcitriol progresan en pa-
ralelo a la pérdida de funcién renal.**

Es importante destacar también que la de-
ficiencia de vitamina D, y no la de calcitriol,
es un factor de riesgo de progresion de dafio
renal’® y de mortalidad cardiovascular'® en el
enfermo renal, y, ademas, que las asociacio-
nes entre el déficit de vitamina D y las altas
tasas de mortalidad en la poblacién general
ocurren con niveles normales de calcitriol.""”

De modo que para maximizar una res-
puesta biolégica a la vitamina D minimizando
riesgos para el individuo, deben tenerse en
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cuenta también: a) las probables anomalias
en la capacidad de una célula diana de inter-
nalizar 25-hidroxivitamina D tanto para la sin-
tesis local de calcitriol como para potenciar la
eficacia del calcitriol/VDR; b) la actividad de
las 25-hidroxilasas para activar localmente la
vitamina D a 25-hidroxivitamina D y, finalmen-
te, c) la expresidén y/o actividad de la enzima
CYP24A1, responsable del catabolismo tanto
de la 25-hidroxivitamina D como del calcitriol.

Las alteraciones en cada uno de estos me-
canismos demostradas en la ERC,"* enfatizan
la necesidad de considerar que anomalias si-
milares en individuos deficientes en vitamina
D pero con funcién renal normal podrian re-
ducir la eficacia para mejorar la supervivencia
de estrategias vigentes para la correccion de
la deficiencia. En la ERC, ademas de la dismi-
nucién progresiva de la filtracion glomerular
que causa una reduccién paralela en la dis-

ponibilidad de 25-hidroxivitamina D en el fil-
trado glomerular para sintetizar calcitriol y/o
para su reciclado a la circulacién, el conteni-
do renal de megalina esta también reducido.®

La megalina también desempefia un papel
critico en la reabsorcion tubular de albumina
y otras proteinas de bajo peso molecular del
filtrado glomerular. Como el complejo calci-
triol/VDR induce la expresion de la megalina
renal,’”® la deficiencia de vitamina D, aun en
individuos con funcién renal normal, podria
limitar la produccion de calcitriol en el tu-
bulo proximal para mantener los niveles re-
nales de megalina. Esto generaria un circulo
vicioso con deterioros progresivos tanto en
la produccion renal de calcitriol como en la
proteinuria y en el mantenimiento de niveles
normales de 25-hidroxivitamina D para fun-
ciones autocrinas/paracrinas dentro y fuera
del rifién. De hecho, en la poblacion general,

Filtrado glomerular Sangre 1 25D/RVD 01(}?5%
S v |
/ \ 12501087 PTH (%]}
1-hidkpxilasa
1.zsnma'l==__: 125::-:%::- ' 00 ¢ ¢ |® f © Q%
=, oo
Secremun zs?.nt%p {&;. 25
o ,f' | egalina m 4] g
SEONOEIP _— 1-h\droxylasa & Célula paratiroidea
o i EF O
o [ | Endocitosis QOQO @ Reglcladn
e Yo L
TR Ue e P [0 ook
i -
- > & | Qndronlsa
Albamina \ DI0BF | isosoma / ¢ (ﬂ.{ﬂ)
'S ~ 1,250/RVD & >
Célula de tabulo proximal 1)
Inflamacian
Monocito-macréfago

Figura 2. Papel esencial del rifiédn en el mantenimiento de niveles normales de 25-hidroxivitamina D y

calcitriol (véanse detalles en el texto. 25D=25-hidroxivitamina D, 1,25D=calcitriol; DBP=Vitamin D Binding

Protein).
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si bien los niveles séricos de calcitriol des-
cienden solo cuando los niveles de 25-hidro-
xivitamina D son inferiores a 4 ng/ml,! se ha
demostrado que la proteinuria se agrava en
proporcién directa con la disminucién de los ni-
veles de vitamina D de insuficiencia (<30 ng/ml)
a deficiencia (<16 ng/ml) de vitamina D.2° Esto
sugiere que niveles de 25-hidroxivitamina D
en el limite inferior de lo normal son insufi-
cientes para mantener funciones autocrinas/
paracrinas en el rifién, tales como la induc-
cién de megalina para prevenir proteinuria.

Reducciones similares de megalina en
otros tipos celulares con capacidad de sinte-
tizar calcitriol, como las células paratiroideas
o de la glandula mamaria, limitarian acciones
autocrinas/paracrinas clave como la supre-
sion de PTH o el control de la proliferacion
celular. De hecho, en pacientes renales tras-
plantados, la supresion de PTH requiere la ad-
ministracién de 100.000 Ul de vitamina D, cada
14 dias.?’ Mas aun, en estadios 3 y 4, solo
el 50% de los pacientes que reciben 50.000
Ul de vitamina D, logran aumentar los nive-
les de la 25-hidroxivitamina D por encima de
35 ng/ml, el valor que se requiere para con-
seguir suprimir PTH.22 Por otra parte, otro
estudio en ERC estadios 3 y 4 con admi-
nistracion diaria de vitamina D, en dosis de
4.000 Ul durante un mes, y de 2.000 Ul por
dos meses adicionales, con las que se con-
sigue aumentar los niveles de 25-hidroxivita-
mina D de 14 ng/ml a 37 ng/ml en todos los
pacientes, aunque la disminucién de PTH,
albuminuria o de la presion diastélica no al-
canza a ser significativa.?® Es decir que ni la
correccion del calcitriol sérico ni alcanzar
niveles de 25-hidroxivitamina D superiores a
35 ng/ml, ambos eficaces en suprimir PTH,
son indicadores certeros de la eficacia de la
suplementaciéon en las acciones especificas
de los numerosos tipos celulares que contri-
buyen a aumentar la supervivencia.

También los monocitos periféricos de
enfermos en hemodidlisis internalizan ex
vivo un 50% menos de la 25-hidroxivitami-

na D disponible comparados con monoci-
tos provenientes de individuos normales,?* y
aunque esos efectos no pueden atribuirse a
defectos en los niveles de megalina, los de-
fectos de internalizacion se corrigen cuando
se suplementa al paciente con calcitriol para
normalizar los niveles circulantes.

En resumen, mientras que el déficit de 25-hi-
droxivitamina D sistémico contribuye a dismi-
nuir la produccion renal y extrarrenal de calci-
triol, disminucién que se traduce en defectos en
las acciones autocrinas y endocrinas, el déficit
de calcitriol en individuos vitamina D deficientes
podria causar defectos en la internalizaciéon de
25-hidroxivitamina D, con la consiguiente dismi-
nucion de la produccién extrarrenal de calcitriol
para mantener las funciones autocrinas/para-
crinas. Sin embargo, asi como niveles de 25-hi-
droxivitamina D superiores a 50 ng/ml podrian
causar eventos adversos fatales, con dosis no
hipercalcemiantes de calcitriol, como se ha re-
portado en mujeres normales, la correccion de
calcitriol a niveles normales® es suficiente para
suprimir la expresion de la 1-hidroxilasa en mo-
nocitos periféricos,?* y podria también inhibir las
25-hidroxilasas para la activacién local de la vi-
tamina D a 25-hidroxivitamina D.?®

Es de prever entonces que las altas dosis
de calcitriol y sus analogos que se han utili-
zado para compensar el bajo contenido tisu-
lar de VDR en la ERC y en el cancer, podrian
agravar no solo la deficiencia de vitamina D
por inducir su degradacion por la CYP24A1,
como se mencioné con anterioridad, sino
también las funciones autocrinas debido a
un efecto inhibitorio en la expresién tanto de
las 1-hidroxilasas extrarrenales y, por ende,
en la sintesis local de calcitriol, como de las
25-hidroxilasas responsables de la sinergia
25-hidroxivitamina D/calcitriol para controlar
los 200 genes involucrados en el control del
ciclo celular modulados por la vitamina D.
Este ultimo efecto podria explicar en parte la
reciente demostracién de que la vitamina D
es mas eficaz que el calcitriol en el control del
cancer en modelos experimentales.?®
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Indudablemente, el disefio de estudios
prospectivos para obtener recomendaciones
basadas en la evidencia de estrategias de su-
plementaciéon con vitamina D eficaces para
mejorar la supervivencia requiere identificar
los mejores biomarcadores de la relacion
causal entre la deficiencia/insuficiencia de vi-
tamina D y el desarrollo y la progresion de la
patologia diana.

Patofisiologia subyacente en el impacto
severo de la deficiencia de vitamina D so-
bre la morbimortalidad

Este apartado actualiza los principales
mecanismos fisiopatolégicos involucrados en
la asociacion entre la deficiencia de vitamina
D y el desarrollo de patologias del envejeci-
miento, como la pérdida de masa 6sea, la cal-
cificacion vascular, la hipertension, la inflama-
cién sistémica, la obesidad, la ateromatosis,
las infecciones respiratorias, las enfermeda-
des autoinmunes, y el cancer.

Induccidn de klotho y FGF23

Durante los ultimos 30 afos, la produc-
cién renal de calcitriol ha sido considerada
el eje central en un sistema endocrino alta-
mente integrado, compuesto por el rifién, las
glandulas paratiroideas, el intestino y el hue-
so, para el mantenimiento de la homeostasis
fosfocélcica. En este sistema multiorganico,
la glandula paratiroidea actiua como el sen-
sor de calcio para regular adecuadamente la
secrecion de PTH, la que a su vez induce la
produccién renal de calcitriol, para estimu-
lar la absorcién intestinal de calcio, normali-
zar la calcemia y prevenir pérdidas de masa
6sea.’ En la enfermedad renal, la pérdida de
la capacidad del rindn de producir calcitriol
para estimular la absorcién de calcio € inhibir
la hipersecrecion de PTH es un factor deter-
minante de la intensa resorcién ésea, con las
consiguientes elevaciones de calcio y fésforo
circulantes que predisponen a calcificaciéon
vascular.'42”

El descubrimiento reciente de que la vitami-
na D induce no solo la sintesis de la fosfatoni-
na FGF23 por el hueso, sino también la de la
proteina de la longevidad, klotho,” en el rifidn,
ha revelado un importante y complejo sistema
endocrino, donde el hueso actia como sensor
de fosforo secretando la potente hormona fos-
fatdrica FGF23. Las elevaciones de FGF23 no
solo impiden aumentos de fosforo que promue-
van hiperparatiroidismo y calcificacién vascular,
sino también inhiben la sintesis renal de calci-
triol por la CYP27B1 e inducen su degradacion
por la CYP24A1 para controlar estrictamente
los niveles de calcitriol circulantes.?

Los potentes mecanismos reciprocos de
regulacion tanto de la PTH como de la FGF23
por el calcitriol, sumados a la induccién por
el calcitriol de la expresion de klotho, un co-
rreceptor para las acciones de la fosfatonina
FGF23, no solo mantienen la integridad del
hueso y de la homeostasis mineral sino que,
al prevenir los aumentos de fésforo estimulan-
do fosfaturia, contribuyen a proteger de hiper-
paratiroidismo secundario y dafio renal?” y de
calcificacion vascular®® y a promover un enve-
jecimiento saludable.”?® De hecho, el complejo
FGF23/klotho protege del hiperparatiroidismo
secundario inhibiendo la secrecién de PTH y
la proliferacién de las células principales, indu-
ce la excrecion tubular de fosfato por el rifidn
a través de la induccion del cotransportador
NaPi2a y protege de ese modo a las células
de musculo liso vascular de la adquisicion de
un fenotipo osteoblastico inducido por el alto
nivel de fésforo y que predispone a la calcifi-
cacion. La pérdida de klotho en la glandula pa-
ratiroidea, el rindn y las arterias en curso de la
enfermedad renal genera una resistencia a las
acciones fosfaturicas del FGF23 ocasionando
el envejecimiento acelerado de la enfermedad
renal.??® La induccion del klotho renal en res-
puesta a una adecuada suplementacién con
vitamina D en el enfermo renal no en dialisis,
podria explicar la asociacion entre niveles de
25-hidroxivitamina D inferiores a 23 ng/mly un
aumento en el riesgo de desarrollo acelerado
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de enfermedad renal terminal.’®* De hecho en
modelos animales de ERC, las terapias géni-
cas dirigidas a sobreexpresar klotho atentan
marcadamente el desarrollo de dafo renal.®°
Dos factores que disminuyen marcadamen-
te los niveles renales de klotho, ademas del
envejecimiento, obviamente una variable no
modificable, son los aumentos de angioten-
sina y la inflamacion sistémica, ambos tam-
bién controlables por niveles adecuados de
vitamina D.3°

El otro rasgo clave de los procesos de en-
vejecimiento inducidos por la falta o la hipo-
funcién de klotho es la acumulacién de ADN
dafado,?® otro proceso que, como se descri-
bira a continuacién, es susceptible de regu-
lacién por adecuados niveles de vitamina D.
Es decir que el envejecimiento acelerado de
la enfermedad renal, podria atribuirse a los
defectos en el mantenimiento del klotho re-
nal debidos a la severa deficiencia de vitami-
na D y de calcitriol. También podria inferirse
que defectos en el mantenimiento adecuado
de los niveles renales de klotho por el siste-
ma endocrino de la vitamina D en individuos
deficientes, podria contribuir al desarrollo de
las patologias del envejecimiento que dismi-
nuyen la supervivencia.

Control de la inflamacion sistémica

Una de las funciones mas importantes
de la vitamina D en la prevencion de patolo-
gias del envejecimiento es el mantenimiento
de la integridad del sistema inmunitario para
prevenir el dafio multiorganico causado por
la inflamacién excesiva. Tanto el calcitriol
circulante como el producido localmente
atendan la severidad de la inflamacién por
multiples mecanismos que incluyen: a) re-
ducciéon de la antigenicidad en las células
presentadoras de antigenos; b) reduccién
de la sintesis de citoquinas profibréticas y
proinflamatorias del tipo Th1 e induccién de
la produccién de citoquinas antiinflamato-
rias del tipo Th2 que inclinan la diferencia-
cion de los linfocitos T a un fenotipo regula-

torio Th2; c) induccién del numero circulan-
te de linfocitos T regulatorios responsables
de atenuar las lesiones vasculares que ace-
leran los procesos de rigidez arterial, atero-
matosis y calcificacion vascular; d) inhibi-
cion de la diferenciacion de plasmocitos, de
la produccion de IgG e IgM y la generacién
de linfocitos B."*' De modo que, al favorecer
el mantenimiento de un fenotipo protector
en lugar de inflamatorio en los procesos de
infiltracioén linfocitaria, se protege a los 6r-
ganos diana de los efectos adversos de la
produccioén excesiva de citoquinas inflama-
torias y radicales libres que acompafia a la
inflamacién excesiva.

De hecho, en la enfermedad renal experi-
mental inducida por una obstruccién ureteral
unilateral, o por la administracion de adriami-
cina, la administracién de calcitriol o sus ana-
logos es suficiente para atenuar la infiltracion
inflamatoria al parénquima renal®?® y de re-
ducir la expresién de citoquinas inflamatorias
como RANTES, TNF-a y MCP1.% Estos ha-
llazgos en la enfermedad renal experimental
sugieren que la deficiencia de vitamina D, o
la de vitamina D vy calcitriol en el caso de in-
dividuos con funciéon renal normal pero con
deficiencia severa de vitamina D, podrian fa-
cilitar la invasiéon de monocitos no protectores
al parénquima renal y los vasos. Es posible
entonces que la medicién de cambios en la
proporcién de monocitos tolerogénicos/in-
munogénicos en la circulacién en respuesta a
la suplementacion con vitamina D pueda uti-
lizarse para estimar de modo personalizado
la eficacia de la suplementacién en atenuar el
dafo renal y vascular.

Induccidn de tolerancia

La eficacia de la vitamina D en mantener
un estado tolerogénico en las células presen-
tadoras de antigeno, reducir la inflamacién
e inducir la generacion de linfocitos T regu-
latorios explican en parte la asociacion entre
deficiencia de vitamina D y patologias autoin-
munes,'®' y también la eficacia de la adminis-
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tracién de analogos del calcitriol en el trata-
miento de la psoriasis. De hecho, la induccién
de tolerancia exponiendo a monocitos perifé-
ricos a la accién de activadores selectivos del
VDR se esta utilizando en este momento en
un estudio europeo multicéntrico para reducir
la autodestruccioén de los islotes p pancreati-
cos en diabéticos de tipo 1.

Reduccion de la propension a la ateromatosis

Los defectos en el control de la inflama-
cién se traducen también en excesos de
TNF-a soluble en la circulacién, una poten-
te citoquina inflamatoria responsable de la
autoagresion vascular, al iniciar no solo el
proceso ateromatoso sino también la calcifi-
cacion vascular a través de la induccion de
la infiltracién de macrofagos activados a la
pared vascular, su transformacién en células
espumosas y la progresiva transformacion de
las lesiones vasculares subclinicas en placas
de ateroma.?

El control del sistema inmunitario por el
calcitriol o sus analogos disminuye los niveles
de TNF-a en la circulacién y por tanto la pro-
pension a la ateroesclerosis. La medicién de
aumentos en TNF-a circulante podria proveer
un marcador mas temprano que las eleva-
ciones de proteina C reactiva en la severidad
del proceso inflamatorio en los tejidos diana
y también de la eficacia de la terapia de su-
plementacién con vitamina D para controlar la
inflamacioén y el dafio vascular.

Asimismo la produccién local adecuada
de calcitriol controla en parte el desarrollo
de ateromatosis por una inhibicién directa de
la adquisicién de un fenotipo aterogénico en
los monocitos-macroéfagos circulantes.® Sa-
bemos que los macréfagos cargados de lipi-
dos producen especies reactivas de oxigeno
y factores procoagulantes que amplifican la
inflamacién e inducen complicaciones trom-
béticas. Estudios ex vivo utilizando mono-
citos circulantes de individuos hipertensos,
vitamina D deficientes y con diabetes tipo |,
han demostrado que la exposicién a calcitriol

atenua significativamente la acumulacion de
lipidos estimulada por la LDL-oxidada o aceti-
lada.®® Estas acciones anti-anterogénicas del
calcitriol requieren un VDR funcional, ya que
el silenciado del VDR resulta en una marca-
da acumulacion lipidica aun en presencia de
calcitriol.

La importancia de niveles normales de vi-
tamina D y de las acciones autocrinas/para-
crinas en la prevencion de la adquisicion del
fenotipo aterogénico se demostré de modo
concluyente en estudios en el raton knock out
para el receptor de LDL, que reproduce la en-
fermedad ateromatosa humana cuando se lo
expone a una dieta alta en grasas.* El marca-
do fenotipo aterogénico presente en ratones
transgénicos deficientes en vitamina D des-
aparece en los ratones de idéntico genotipo
con niveles normales de vitamina D.

Sabemos también que la neovasculariza-
cion de la placa de ateroma agrava la atero-
matosis debido a que la mayor vulnerabili-
dad de la placa a posibles rupturas acelera
el desarrollo de enfermedad vascular sinto-
matica. La eficacia del calcitriol de inhibir la
neovascularizaciéon en la retina® sugiere que
el mantenimiento de la integridad del sistema
endocrino de la vitamina D podria atenuar los
trastornos cardiovasculares adversos que
resultan de una placa inestable. Indudable-
mente, las medidas del grosor intima-media
utilizando la ecografia carotidea, o una eva-
luacién del grado de neovascularizacion de
la adventicia (densidad de vasa vasorum) uti-
lizando la ecografia con contraste® podrian
constituir marcadores precoces de la eficacia
de la suplementacion con vitamina D para
atenuar el desarrollo de lesiones aterotrom-
béticas subclinicas y para prevenir la deses-
tabilizacién de la placa.

Disminucidn de la incidencia y/o severidad de
patologias respiratorias

El control del sistema inmunitario a tra-
vés de la produccién local del calcitriol por
el macréfago activado, que se traduce en un
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aumento de las propiedades antibacterianas
y antivirales en monocitos-macréfagos circu-
lantes, constituye un mecanismo importante
de prevencién de patologias respiratorias tan
severas como la propia tuberculosis."®' Sabe-
mos hoy que la mayor incidencia de tubercu-
losis en la poblacién afronorteamericana en
los Estados Unidos, o en los inmigrantes de
la India en el Reino Unido, se asocia al gra-
do de deficiencia de vitamina D que limita la
induccion de la sintesis de catelicidina, un
potente antibiotico, por el calcitriol generado
localmente en el macréfago activado por el
Mycobacterium tuberculosis.®® La simple co-
rreccion de la deficiencia de vitamina D es
suficiente para revertir los defectos en los
monocitos circulantes para ejercer una efec-
tiva actividad antituberculosa, ratificando la
importancia de los mecanismos autocrinos/
paracrinos de accién de la vitamina D.

Disminucidn del dafio renal y cardiovascular
inducido por la proteinuria

La disminucion de proteinuria por el cal-
citriol y sus analogos,?%333%4% tagmbién con-
tribuye a disminuir la inflamacién sistémica
a través de la reduccion de la formacion de
péptidos antigénicos que derivan de la albu-
mina urinaria. En nefropatias no inflamatorias,
la albuminuria causa un aumento en los frag-
mentos antigénicos de la albumina procesa-
da en las células del tubulo proximal que ac-
tivan a las dendritas asociadas a las células
tubulares a montar una respuesta inflamato-
ria.*' Debido a que tanto las células del tubu-
lo proximal como las dendritas son capaces
de producir calcitriol, la simple correccién de
la deficiencia de vitamina D podria disminuir
simultaneamente la albuminuria y la antige-
nicidad de las células dendriticas evitando el
desarrollo de una reaccion inflamatoria, re-
conocida causa de dafio cardiovascular. De
hecho, en pacientes con ERC estadio 4 que
recibian dosis estables de inhibidores de ECA
y ARA, la reduccion de la proteinuria por el
paricalcitol, un analogo del calcitriol, se aso-

cié a reducciones paralelas en la inflamacién
sistémica medida por niveles séricos de pro-
teina C reactiva.®®

Ademas del efecto antiproteinurico del
calcitriol a nivel del tubulo proximal atribuible
al mantenimiento de niveles adecuados de
megalina,’® la reduccién de la proteinuria por
el calcitriol o sus analogos también involucra
acciones directas en el mantenimiento de la
integridad de la funcionalidad de los podoci-
tos. El mantenimiento de los niveles de podo-
cinay nefrina, dos proteinas importantes para
mantener la barrera de filtracion glomerular,
por el calcitriol o sus analogos no solo evita
el desarrollo de lesiones sino también puede
revertir la proteinuria ya establecida, como se
demostrara en modelos de ERC en raton.

La inhibicién de la proteasa catepsina L
(CTSL)*? es un nuevo mecanismo que media
una parte de las acciones antiproteinuricas
de la vitamina D, ya que la CTSL degrada la
GTPasa dinamina y la molécula sinaptopodi-
na causando un desarreglo marcado del es-
queleto de actina que afecta la integridad de
las barreras de filtracién del podocito causan-
do proteinuria.*3

Los resultados del estudio VITAL confir-
man el efecto de dosis de 2 pug de paricalcitol
en disminuir la proteinuria en enfermos rena-
les con niveles de 25-hidroxivitamina D infe-
riores a 16 ng/ml.*°

La contribucién de la produccién local de
calcitriol para disminuir proteinuria®® y riesgo
de enfermedad cardiovascular'® en individuos
normales sugiere que la simple correccion de
la deficiencia de vitamina D en los pacientes
del estudio VITAL podria haber mejorado los
observados efectos antiproteinuricos del pa-
ricalcitol.

Inhibicidon del sistema renina angiotensina

La activacién del sistema RAS es un con-
tribuyente esencial al dafio renal, la rigidez
vascular y también a la inflamacién que inicia
el proceso aterotrombdético. La vitamina D in-
hibe directamente la expresién del gen de la
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renina.** De hecho, en la ERC, los aumentos
en los niveles de renina en suero se asocian
directamente con la disminucion del calcitriol.
Esta inhibicion directa del gen de la renina por
la vitamina D le confiere a la suplementacion
con vitamina D una ventaja de proteccién car-
diovascular adicional a individuos hiperten-
sos que reciben tratamiento con inhibidores
del receptor de angiotensina, los llamados
ARA I, porque bloquearia el conocido efec-
to compensatorio de elevaciones en la renina
inducido por los ARA Il. De hecho, en un mo-
delo experimental de diabetes inducida por
estreptozotocina en el ratén, la administra-
cién de paricalcitol no solo disminuye marca-
damente los niveles de renina, sino también
atenua los aumentos en renina inducidos por
el losartan, un ARA I, causando una mayor
reduccion de los niveles de angiotensina.*

El paricalcitol también potencia el efecto
antiinflamatorio de la inhibicién del sistema
renina-angiotensina con enalapril, un inhibidor
de la ECA (enzima conversora de angiotensi-
na),*¢ en un modelo de enfermedad renal en la
rata, y las acciones anti-TACE (tumor necro-
sis alpha converting enzyme) de la vitamina
D podrian explicar en parte esta sinergia. Los
estudios pioneros de Lautrete y col.*” demos-
traron que la angiotensina Il causa dano re-
nal e inflamacion sistémica después de haber
activado a su receptor AT1 por mecanismos
no relacionados con la hipertensién sino, pre-
cisamente con aumentos en la actividad de
TACE. Esta enzima es la responsable de libe-
rar a la circulacion la forma madura del factor
transformador de crecimiento TGF-a, a partir
de su precursor en la membrana de la célula
renal. La activacién por el TGF-a de su re-
ceptor, el EGFR, es la causa del desarrollo de
proteinuria, glomeruloesclerosis, hiperplasia
tubular, infiltracion de células mononucleares
y fibrosis.*” Estos aumentos de TACE y TGF-a.
en respuesta a la exposicidén prolongada a
angiotensina, inicialmente descriptos por
Lautrete en la enfermedad renal en el ratén,*
han sido confirmados recientemente en la en-

fermedad renal humana.*® De modo que, una
vez iniciados los aumentos renales de TACE
y de TGF-q, el dafo inflamatorio se hace sis-
témico, ya que la activacién de la TACE renal
también libera a la circulacién moléculas ta-
les como TNF-a, ICAM-1 y el VCAM, todas
potentes citoquinas proinflamatorias y profi-
bréticas. De hecho, mientras que el ICAM y
VCAM nos proveen mejores marcadores que
la proteinuria para evaluar el avance de lesio-
nes renales en pacientes transplantados,*
los aumentos de VCAM también marcan de
modo muy temprano la disfuncion endote-
lial,%° ya que preceden tanto a la infiltracion
de macréfagos en la pared vascular como a
la formacion de células espumosas.

Como se explico previamente, la liberacién
de TNF-a, es suficiente per se para causar
dafio vascular. Un agravante es que también
induce la expresion de la TACE, generando un
circulo vicioso que aumenta la propensién a
lesiones cardiovasculares.®’ De hecho, indivi-
duos normales con un polimorfismo en el gen
de TACE que deriva en la liberacién de canti-
dades ligeramente mayores de TNF-a, tienen
un mayor riesgo de muerte por enfermedad
vascular.’? Diversos estudios acerca de la en-
fermedad renal en la rata demostraron que
la correccion simultanea de la deficiencia de
vitamina D nutricional y activa deriva en una
eficaz supresion de la expresién de TACE en
el rindn y en los monocitos-macroéfagos circu-
lantes, disminucién que se asocia a preven-
cién en la progresion de la proteinuria y de
calcificacion adrtica, para dosis que son in-
suficientes si se administran como terapia ex-
clusiva.®® Mas importante aun, intervenciones
con paricalcitol en enfermos en hemodidlisis
que reciben terapia anti-RAS y suplementa-
cién con vitamina D muestran que la vitamina
D hormona, el paricalcitol, puede reducir los
niveles de TACE en monocitos y también los
niveles circulantes de TNF-a, VCAM e ICAM.

Es de enfatizar que solo estudios pros-
pectivos pueden evaluar la certeza de medi-
ciones en suero de los niveles de estas mo-
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léculas proinflamatorias liberadas por TACE
como marcadores de la eficacia de la terapia
en reducir la actividad de TACE tanto en mo-
nocitos periféricos como en los tipos celula-
res involucrados en el avance del dafio renal
y cardiovascular en el enfermo renal. La efi-
cacia de la vitamina D para inhibir la actividad
de TACE y la de estimular la generacion de
linfocitos T regulatorios podria potenciar el
efecto protector a nivel renal y vascular. De
hecho, la simple inyeccion en el peritoneo de
linfocitos T en ratones sometidos a una ex-
posicién prolongada a angiotensina Il es sufi-
ciente para prevenir las lesiones graves en la
integridad estructural y funcional de la aorta
abdominal.%

Control de la obesidad

Las acciones antiobesidad de la vitamina
D incluyen la inhibicion de la adipogénesis a
través del control de la proliferacién de pre-
cursores de adipocitos, y también por induc-
cién de la apoptosis de los adipocitos.’® Am-
bos efectos ocasionan una disminucién de la
masa grasa visceral y de la masa grasa global
con la suplementacién con vitamina D.5¢

Los niveles normales de vitamina D tam-
bién se asocian a la correccion de los niveles
de adiponectina, una hormona producida por
el adipocito y cuya sintesis esta disminuida en
el obeso, que controla no solo la sensibilidad
a la insulina sino también la produccion de ci-
toquinas y adipoquinas inflamatorias como el
TNF-a y el MCP1.5” De hecho, los aumentos
de los niveles de vitamina D se asocian con
dosis menores de insulina requeridas para el
control metabdlico en nifios con diabetes de
tipo 1 %8 y en una disminucién de la glucemia
en ayunas y de la hemoglobina glicosilada en
la diabetes mellitus de tipo 2.%° Es importante
destacar que estos efectos de la suplementa-
cién con vitamina D podrian ser secundarios a
la inhibiciéon de PTH, ya que los aumentos de
PTH se asocian a inhibicién de la sintesis de
insulina y de su secrecion, como asi también
de disminuir los niveles de adiponectina.®®

Inhibicidon de la acumulacion de ADN dafiado
La acumulacion de ADN dafiado es un
determinante mayoritario del proceso de en-
vejecimiento celular en general y vascular en
particular, que acelera el desarrollo de cancer
y los procesos de calcificacion en las células
de musculo liso vascular,® respectivamente.

La inhibicién de CTSL desempefia un papel
clave en los efectos vasculoprotectores de la
vitamina D.*> Especificamente, sabemos hoy
que la acumulacion de prelamina A se ha iden-
tificado como un determinante de aumentos
en el dafo de ADN y de defectos en los meca-
nismos de reparacion de ADN que agravan los
mecanismos de calcificacion vascular.

En progerias y en laminopatias, la pérdida
de lamina A se asocia a elevaciones marca-
das en CTSL que degradan la proteina 53BP1,
responsable de reparar el ADN dafiado por un
proceso de recombinacion no homodloga. Va-
rios estudios en fibroblastos desprovistos de
lamina A han demostrado que el tratamiento
con calcitriol es suficiente para impedir la de-
gradacién de 53BP1 y mantener la capacidad
de reparar ADN danado. De modo que parte
de la proteccién vascular de niveles normales
de vitamina D podria atribuirse a su capacidad
de atenuar la acumulacién de ADN dafado
a través del mantenimiento de los niveles de
53BP1 por inhibicién de la actividad de CTSL.#?

En el cancer de mama triple negativo, el
tipo celular de peor pronéstico que se pre-
senta en mujeres jovenes, la inhibicién de la
actividad aumentada de CTSL nuclear en es-
tos tumores por parte de la vitamina D previe-
ne la degradacion de 53BP1, que es una pro-
teina esencial para evitar tanto la progresion
acelerada del crecimiento en tumores BRCAT1
positivos, como la resistencia al tratamiento.¢?
Como la prevalencia de deficiencia severa de
vitamina D es superior al 90% en pacientes
con cancer de mama triple negativo, la sim-
ple correccién de la deficiencia de vitamina
D desde el momento del diagnéstico podria
modificar la biologia tumoral para aumentar la
capacidad de respuesta al tratamiento.
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Inhibicion de la progresion tumoral

La sdlida evidencia epidemiolégica de una
asociacion directa entre el grado de deficien-
cia de vitamina D, no solo con una mayor pro-
pensioén al cancer de todo tipo sino también
a un peor pronéstico, se puede explicar en
parte por la activacion endocrina, autocrina
o paracrina del VDR para ejercer alguna de
sus numerosas funciones antitumorales entre
ellas: a) acciones antiproliferativas (regula-
cién de mas de 200 genes que controlan el
ciclo celular); b) proapoptéticas; c) antiangio-
génicas; d) induccién de la diferenciacion de
precursores mieloides inmaduros a células
circulantes con funcién leucocitaria normal,
€) disminucién del componente inflamatorio
y aumento del potencial antitumoral de las
células inmunes; f) reduccion de las tasas de
invasion y metastasis, e) reparaciéon de ADN
dafado; f) control de la expresion de micro-
RNA involucrados en la regulacion de RNA
mensajeros para oncogenes y supresores tu-
morales, o micro-RNA que modulan la repli-
cacion de células madre cancerosas (véase el
excelente resumen de Feldman).2®

Todas estas posibles acciones antitumo-
rales de la suplementacién con vitamina D
estan marcadamente disminuidas debido a
severas reducciones en VDR, CYP27B1 y a
aumentos en CYP24A1 con la progresién del
tumor.

La estimulaciéon ain mayor de la CYP24A1
ocurriria tras la administracion de altas dosis
de vitamina D hormona en el intento de com-
pensar por la disminucién del VDR. La recien-
te demostracién en cancer de endometrio' de
aumentos marcados en las enzimas CYP27A1
y CYP2R1 sugiere que la conversién local de
vitamina D a 25-hidroxivitamina D y su pos-
terior sinergia con el complejo VDR-calcitriol
impedirian la progresion tumoral con ries-
gos minimos en cambios en la homeostasis
calcica sistémica. Indudablemente, ciertos
tumores hacen factible un seguimiento histo-
l6gico que permitiria evaluar la magnitud de
la respuesta local a la estrategia de suple-

mentacién con vitamina D, especificamente,
mediciones concretas de los cambios en la
expresion de genes diana antitumorales criti-
cos, y también los cambios en las principales
proteinas del metabolismo intratumoral de la
vitamina D y su receptor. Estas mediciones
constituirian una valiosa herramienta para de-
linear la patofisiologia causal de la asociacion
entre deficiencia de vitamina D y crecimiento
tumoral.

En sintesis, aunque indiscutiblemente re-
sulta imposible proveer una unica recomen-
dacién de correccién de la deficiencia de vita-
mina D que impida eficazmente la progresion
de todas las alteraciones funcionales des-
encadenadas y en todos los tipos celulares
adecuados, la utilizacién de los marcadores
mas sensibles para cada patologia permiti-
rian evaluar de modo personalizado la efica-
cia de la estrategia de suplementacién adop-
tada. En el caso de individuos sanos existen
las siguientes consideraciones para tener en
cuenta a fin de optimizar las estrategias de
suplementacién:

Consideraciones esenciales para el disehno
de estrategias seguras y eficaces para la
correccion de la deficiencia de vitamina D

La principal fuente de vitamina D es la ex-
posicién a la luz solar, ya que el contenido de
vitamina D en la mayor parte de los alimentos
es muy pobre, excepto en aquellos expresa-
mente enriquecidos. En la actualidad, el tiem-
po de exposicién a la luz solar se ha redu-
cido marcadamente por los cambios en los
habitos laborales en la poblacion adulta y en
los de recreacion, tanto en adultos como en
nifios, asi como también por el uso de protec-
tores solares, que impiden la accién de la luz
ultravioleta del sol para convertir al precursor
de la piel en vitamina D,.”

Las necesidades de una suplementacion
adecuada para compensar las menores ta-
sas naturales de conversion del precursor
de la piel en vitamina D por accion de la luz
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solar aumentan también por razones: a) geo-
graficas, como la inclinacion particular de la
radiacién ultravioleta en paises alejados del
Ecuador o durante el invierno, independien-
temente de la localizacion geogréfica; b) cul-
turales, como el uso de vestimenta que cubre
totalmente la piel; c) raciales, como la inhibi-
cién de la sintesis de vitamina D causada por
la hiperpigmentacion de los melanocitos en
individuos de raza negra, o d) nutricionales,
como la creciente prevalencia de obesidad en
la poblacién mundial que causa una disminu-
cién de los niveles de vitamina D circulantes
debido a que el 80% de la vitamina D sinteti-
zada en la piel o ingerida en la dieta se diluye
en la mayor masa grasa del obeso.

Es importante senalar que el Instituto de
Medicina®® y la Sociedad Americana de En-
docrinologia®* discrepan aun, y con argumen-
tos vélidos de ambas partes, con respecto al
valor de 25-hidroxivitamina D que define “de-
ficiencia” en la poblacién general en 20 o 30
ng/ml, respectivamente, y por lo tanto estas
instituciones disienten también en sus reco-
mendaciones para la suplementacion diaria
con vitamina D.

Mas importante aun: para lograr niveles
circulantes superiores a 20 o a 30 ng/ml se
debe elegir una frecuencia de suplementacion
con colecalciferol o ergocalciferol que tenga
en cuenta las diferencias significativas en la
vida media biolégica de estos metabolitos.
De hecho, en individuos normales, la eficacia
de una dosis bolo de 100.000 Ul de ergocalci-
ferol para mantener un aumento sostenido en
los niveles séricos de 25-hidroxivitamina D es
menor que la del colecalciferol, aun cuando
los niveles séricos de ergocalciferol y cole-
calciferol fluctian en paralelo durante los tres
dias posteriores a la administracion.®® Especi-
ficamente, mientras que los aumentos séricos
de la 25-hidroxivitamina D, se mantienen por
1 mes, los niveles séricos de la 25-hidroxivi-
tamina D, retornan a los valores basales en
menos de 14 dias.5®

La menor vida media biolégica de la vita-

mina D, podria explicar, en parte, los resul-
tados del metanalisis en el que solo la su-
plementacion con D,, pero no con D, redujo
la mortalidad en un 11%.2 Seria importante
examinar si una estrategia de suplementa-
cion con D, que contemple una frecuencia
semanal que consiga mantener niveles séri-
cos normales de 25-hidroxivitamina D, deri-
va también en una reduccion significativa de
la mortalidad. De hecho, no se requiere mas
que un simple cambio a dosis diarias para eli-
minar toda diferencia entre la vitamina D, y D,
para una correccion sostenida del nivel sérico
de 25-hidroxivitamina D, .. En el caso de in-
dividuos obesos, la suplementacion tanto con
D, como con D, debe adecuarse también al
peso corporal. La recomendacién actual es
de 70-80 Ul/kg de peso/dia para alcanzar ni-
veles de 30-40 ng/ml.

La ventaja adicional del uso de dosis dia-
rias de vitamina D, o D, inferiores a 4.000 Ul
es una mayor eficacia de conversién a 25-hi-
droxivitamina D, , que la que se obtiene tras
la administracién de dosis bolos semanales o
mensuales.®”

Las dificultades sefialadas en la enfermedad
renal crénica para conseguir que la suplementa-
cion con vitamina D sea suficiente para suprimir
eficazmente la sintesis de PTH o la proteinuria
sugieren que, en la poblacion general, deberian
examinarse de manera mas personalizada y
también de modo patologia-dependiente tan-
to la eficacia de conversion de vitamina D en
25-hidroxivitamina D, como la vida media de la
25-hidroxivitamina D circulante.

Como se enfatizara en la introduccion,
una consideracién importante es el cuidado
en las dosis, la frecuencia y la via de admi-
nistracion de suplementos de vitamina D para
evitar excesos que podrian empeorar en lugar
de disminuir el riesgo de muerte, ya que en
mujeres normales suplementadas con vita-
mina D, la disminucién progresiva en las ta-
sas de mortalidad con los aumentos de los
niveles séricos de 25-hidroxivitamina D hasta
valores de 30-40 ng/ml, comienza a revertirse
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para niveles de 25-hidroxivitamina D superio-
res a los 50 ng/ml.2

La otra consideraciéon de importancia en
las estrategias de suplementacion poblacio-
nales es la de estimar anticipadamente los
casos muy excepcionales, pero posibles, de
hipersensibilidad a la vitamina D debidos a
mutaciones o polimorfismos en la CYP24A1
que impiden el freno de una respuesta exa-
gerada al complejo calcitriol VDR debido a la
incapacidad de degradar tanto la 25-hidroxi-
vitamina D como el calcitriol.

En Espafa, se cuenta con la 25-hidroxivi-
tamina D,, o calcidiol, para su administracion
oral bajo el nombre de hidroferol. Este com-
puesto, que permite una correccién inmedia-
ta de la deficiencia de vitamina D, podria ser
muy Util también para compensar los defec-
tos en la hidroxilacién hepatica de la vitamina
D en el carbono 25, en individuos que reciben
tratamientos antiepilépticos.%8°

Un cuidado importante para evitar efec-
tos téxicos con el uso del calcidiol es tener
en cuenta, al decidir la frecuencia de admi-
nistracion y la dosis, que este metabolito de
la vitamina D tiene una vida media de unos
15-18 dias, muy superior a la de la vitamina D,
y también que puede activar directamente al
VDR, mientras que la vitamina D, per se, es
inactiva. Es decir que tanto la dosis como la
frecuencia de administracion oral del hidrofe-
rol deben ser rigurosamente controladas para
evitar una activacién excesiva del VDR intes-
tinal para absorber calcio y fésforo, con los
conocidos efectos adversos de elevaciones
transitorias de la calcemia o la fosfatemia.

En cuanto a la validez de los métodos de
medida del estado de vitamina D del indivi-

duo, es importante puntualizar también que
es necesario asegurarse de que los radioin-
munoensayos y los Elisas ulitizados sean
capaces de reconocer tanto a la 25-hidroxi-
vitamina D, como a la D,. Una limitacién im-
portante, aun en aquellos ensayos capaces
de medir D, y D,, es una reactividad cruzada
del 100% con la 24,25-dihidroxivitamina D, un
producto de la degradacion de la 25-hidroxi-
vitamina D, cuya sintesis se estimula en la
ERC y también en carcinomas, en los que es
frecuente la sobreexpresion de la CYP24A1
asociada con los peores pronésticos.”®”" Es-
tos aumentos patologicos de los niveles de
24,25-dihidroxivitamina D sobreestimarian la
eficacia de la suplementacién dando lugar a
una inadecuada correccion de la deficiencia
de vitamina D.

La solucion a las dificultades para alcanzar
un balance entre minimizar los efectos adver-
sos y potenciar los beneficios de superviven-
cia con la suplementacién con vitamina D es
el disefio y la ejecucion de estudios clinicos
prospectivos utilizando los marcadores no in-
vasivos mas certeros de la severidad de la pa-
tologia en estudio y de su respuesta a la estra-
tegia de suplementacion. Indudablemente, la
implementacion de estrategias de correccion
de la deficiencia en individuos normales cons-
tituiria un vital primer paso en la prevencion de
patologias del envejecimiento.
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IMAGENES EN OSTEOLOGIA / Imaging in Osteology

RESORCION OSEA EN UN MODELO EXPERIMENTAL PARA EVA-
LUACION DE CEMENTOS ENDODONTICOS EN LA ZONA DE LA

FURCA DE MOLARES DE RATA

Rubén A. Dominguez Pérez*!, Manuel Lopez Rodriguez?, Graciela Letechipia Vallejo'

1. Laboratorio de Neurociencias, Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias
Meédicas y Biolégicas “Dr. Ignacio Chavez”. 2. Laboratorio de Histopatologia de la Unidad de
Servicios Auxiliares para el Diagndstico de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Morelia, Michoacan, México.

A continuacién se muestran cuatro microgra-
fias de cortes histoldgicos longitudinales de
molares de rata en la zona de la furca tefi-
dos por técnica histoquimica TRAP (fosfatasa
acida tartrato-resistente) y contrastados con
hematoxilina.

Las imagenes fueron tomadas con un siste-
ma conformado por un microscopio 6ptico
compuesto marca Leica modelo DM100, ca-
mara para microscopia DFC 295 y software
de andlisis de imagen Leica Aplication Suite
version 3.6.0.

En la imagen A (10x) se observa la morfologia
normal de un tejido periodontal intacto y la
ausencia total de osteoclastos tefiidos. En la

imagen B (10x) se observa la morfologia alte-
rada por pérdida 6sea, ademas de osteoclas-
tos adyacentes a la linea de resorcién, esto
estimulado por una perforacion intencional en
furca realizada para simular un proceso pato-
I6gico en estos tejidos antes de la implanta-
cién de cementos endodoénticos.

Esto es parte de un modelo experimental
para evaluacién de biocompatibilidad de ma-
teriales de reparacién endodéntica en tejidos
periodontales previamente afectados.

Las imagenes C y D son acercamientos en
40x y 63x, respectivamente, de la zona mar-
cada con el recuadro en la imagen B.

* Direccion Postal: Laboratorio de Neurociencias de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad
de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”. Calle: Dr. Rafael Carrillo esquina Dr. Salvador
Gonzélez Herrejon; Colonia Centro, C.P. 58000, Morelia, Michoacan. México.

Correo electrénico: rpdominguez1984@hotmail.com
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Las flechas indican la presencia de osteoclastos. D: dentina, CR: cemento radicular, LP: ligamento pe-

riodontal, H: hueso.

Conflicto de intereses: Los autores declaran
no tener conflictos de intereses.

(Recibido: marzo 2014.
Aceptado: abril 2014)
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IMAGENES EN OSTEOLOGIA / Imaging in Osteology

ENFERMEDAD DE PAGET MONOSTOTICA

Maria Lorena Brance*
Centro de Reumatologia. Rosario.

Figura 1. Esclerosis de hueso iliaco derecho visualizado por tomografia computarizada. Hallazgo inci-
dental

* Correo electrénico: lorenabrance@gmail.com
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Figura 2. Radiografia de pelvis: hueso iliaco derecho con radiopacidad difusa.

Enfermedad de Paget monostética con
afectacion de hueso iliaco derecho descubier-
ta incidentalmente en una mujer de 67 afos
que realizé tomografia computarizada de ab-
domen y pelvis. Se observa importante escle-
rosis de hueso iliaco derecho, con marcada
asimetria respecto del lado izquierdo. En la ra-
diografia solicitada posteriormente se observa
radiopacidad difusa en el hueso iliaco carac-
teristico de osteitis de Paget. Los valores de
fosfatasa alcalina fueron elevados: 290U/L
(rango normal: 200 U/L). En algunos casos
con compromiso de la articulacion sacroiliaca

podria evolucionar a fusion de la articulacion
sacroiliaca debiendo realizar el diagndstico di-
ferencial con otras entidades como la espon-
dilitis anquilosante o la anquilosis vertebral
hiperostética.

Conflicto de intereses
La autora declara no tener conflictos de
intereses.

(Recibido: mayo 2014.
Aceptado: junio 2014)
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USO DE MARCADORES DE REMODELACION OSEA EN LA PRAC-

TICA CLINICA

Maria Josefina Pozzo*

Servicio de Endocrinologia. Hospital Aleman, Buenos Aires.

Resumen

Los marcadores bioquimicos del recambio
6seo son determinaciones analiticas que mi-
den enzimas sintetizadas por los osteoblas-
tos u osteoclastos o los productos generados
durante la degradacion o la formacion ésea y
que se liberan a la circulacion, proporcionan-
do un estimado de la remodelacién ésea.

Han demostrado su utilidad en diversas
enfermedades metabdlicas 6seas pero persis-
ten controversias en relacién con su utilidad
en el manejo de la osteoporosis en la practica
clinica. A pesar de que mucho se ha avanza-
do en el desarrollo de los ensayos, persiste la
variabilidad (analitica y preanalitica) y falta de
estandares de referencia que han limitado su
recomendacion.

Un mejor reconocimiento de los factores
preanaliticos ha permitido minimizar la varia-
bilidad bioldgica.

La densitometria mineral ésea (DMO),
a pesar de ser un método imperfecto e im-
preciso, se ha erigido como procedimiento
de eleccidén para el diagnéstico de osteopo-
rosis y la estimacién del riesgo de fracturas.
Los marcadores 6seos, con sus ventajas y
limitaciones, no pretenden hacer diagndstico

* Correo electronico: mjpozzo@fibertel.com.ar

de osteoporosis y tampoco sustituyen a las
pruebas de medicion de masa 6sea. Pero,
como pruebas complementarias, contribuyen
a identificar causas secundarias, a predecir
tempranamente la respuesta terapéutica a
un farmaco antirresortivo y probablemente a
identificar a la poblacién con mayor riesgo de
fractura. Ademas son utiles para controlar la
adherencia y decidir cuando reiniciar el trata-
miento después de un periodo de descanso
de bisfosfonatos.

Summary

BONE TURNOVER MARKERS IN CLINICAL
SETTING

A variety of biochemical assays that reflects
the activity of osteoblasts (the bone-forming
cells) and osteoclasts (the bone-resorbing cells)
called bone turnover markers (BTM), have been
developed for clinical use. Such tests do not
establish the diagnosis of a disease, but rather
they reflect the activity of the skeleton. BTM
are non-invasive, comparatively inexpensive
and, when applied and interpreted correctly,
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helpful tools in the diagnostic and therapeutic
assessment of metabolic bone disease. With
regard to osteoporosis, the usefulness of
BTM remains controversial. Technological
developments have greatly enhanced assay
performance producing reliable and rapid
assays with improved sensitivity and specificity.
Problems in the measurement and interpretation
of bone marker values continue to hamper the
optimal utility of this clinical tool. Most of these
difficulties originate from problems related to the
handling and control of analytical and biological
variability of bone marker measurements. These
sources of variability can be substantial and
need to be controlled.

Bone mineral density, in spite of its
imperfections and inaccuracy, has been
chosen as the goal standard for the diagnosis
of osteoporosis and prediction of fractures.
BTM do not intend to diagnose osteoporosis
or replace bone mass measurements.
But, as complementary tools, they help in
the management of osteoporosis in some
circumstances: prediction of bone loss and
fracture risk in untreated patients, identification
of secondary causes of osteoporosis,
monitoring response to treatment and
documentation of adherence. BTMs may also
be useful to decide when therapy should be
recommenced after treatment holiday.

Los marcadores bioquimicos del recam-
bio 6seo (MRO) son determinaciones analiti-
cas que miden enzimas sintetizadas por los
osteoblastos u osteoclastos o los productos
generados durante la degradacion o la forma-
cién ésea y que se liberan a la circulacion.

El hueso es un tejido metabdlicamente
activo que esta sometido a una continua re-
modelacién por dos procesos contrapuestos:
formacién y resorcién. Estos procesos depen-
den de la actividad de osteoclastos (resor-
cién), osteoblastos (formacion) y osteocitos
(mantenimiento). En condiciones normales,

en el esqueleto joven, los procesos de forma-
cion y resorcion estan altamente acoplados
uno con el otro, de manera que la cantidad
de hueso resorbido es similar a la de hueso
formado. Este balance se alcanza y regula a
través de factores mecanicos, de la accion
de hormonas sistémicas (PTH, vitamina D y
esteroides) y mediadores locales (citoquinas,
factores de crecimiento). Por el contrario, el
crecimiento somatico, el envejecimiento, las
enfermedades metabdlicas 6seas, los esta-
dos de aumento o disminucién de movilidad
y las intervenciones terapéuticas, entre otras,
se caracterizan por desequilibrios mas o me-
nos marcados en el recambio 6seo. Los re-
sultados de ese desacople se traducen en
cambios en estructura, fuerza y masa ésea.
Los dos primeros son dificiles de evaluar clini-
camente, mientras que la masa se mide por la
densitometria 6sea (DMO). En contraste con
esa medida estatica, los MRO son herramien-
tas utiles para detectar la dinamica del des-
equilibrio en si.!

A nivel microscoépico, el remodelado 6seo
se produce en pequefias areas de la cortical
o de la superficie trabecular, llamadas uni-
dades basicas multicelulares o BMU (basic
multicellular units). El proceso de resorcion
siempre precede al de formacion y es mas
rapido que él, por lo tanto todo aumento en
el ciclo de remodelacion lleva a una pérdida
de masa 0sea.

Dependiendo de su participacién en el
proceso de remodelacién éseo, los marcado-
res se categorizan en dos grupos (Tabla 1):

e Marcadores de formacion.

Son productos derivados de osteoblastos
activos y que se expresan en diferentes esta-
dios de la diferenciacion. Todos se miden en
suero o plasma.

® Marcadores de resorcion.

La mayoria de los marcadores de resorcion
son producto de la degradacion del colageno.
Pueden medirse en sangre o en orina. El resto
expresa actividad de enzimas osteoclasticas.
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Los MRO han demostrado su utilidad en la
evaluacién y el manejo de diversas enferme-
dades metabdlicas éseas como enfermedad
de Paget, raquitismo, osteomalacia, metasta-
sis 0seas osteoblasticas y osteodistrofia renal,
entre otras. No diagnostican una enfermedad
especifica. Reflejan aumento de la actividad
6sea y potencial pérdida 6sea. Sus niveles
elevados indican necesidad de profundizar la
evaluacion.

En relacién con la osteoporosis, los MRO
han sido muy importantes en el desarrollo y
en la determinacién de las dosis de los farma-
cos para tratar la osteoporosis. Sin embargo,
su utilidad en el paciente individual ha sido
muy controvertida.

El grupo de trabajo de la International Os-
teoporosis Foundation (IOF) y la International
Federation of Clinical Chemistry and Labora-
tory Medicine (IFCC) realizé una revision siste-
matica que incluyd en el analisis 22 estudios
de cohorte prospectivos relacionados con la
prediccion de riesgo de fractura y 5 estudios

Tabla 1. Marcadores bioquimicos de recambio éseo.

relacionados con la monitorizacion de la te-
rapia.?

Concluye que, a pesar de observarse re-
sultados promisorios, se hace dificil estable-
cer conclusiones claras que permitan reco-
mendarlos en la préactica clinica por los si-
guientes motivos:

¢ VVariedad de marcadores usados que difi-
cultan la comparacién entre estudios.

¢ Diferentes tipos de fractura como “outco-
me”.

¢ Manejo estadistico incorrecto.

¢ Inadecuada apreciacion de las causas de
variabilidad.

Otra revision que incluyé 43 articulos tuvo
como objetivo evaluar los MRO como predic-
tores de pérdida 6sea y riesgo de fractura a
nivel individual.®

Si bien reconocen la relacién entre MRO
(especialmente resorcién), pérdida de masa
Osea y riesgo de fractura, no recomiendan su
uso fuera de la investigacion clinica. Se enu-

Marcadores de formacién 6sea
Osteocalcina (OC)
Fosfatasa alcalina 6sea (FAQO)
N — propéptido del procolageno tipo 1 (PINP)
C - propéptido del procolageno tipo 1 (PICP)

Marcadores de resorcion 6sea
Productos de la degradacion del colageno

Derivado del colageno tipo 1 carboxiterminal CTX o crosslaps (s y u)
Derivado del colageno tipo 1 aminoterminal NTX (s y u)

Enlaces (crosslinks)
Deoxipiridinolina Dpyr (u)
Piridinolina urinaria Pyr(u)
Hidroxiprolina

Enzimas osteoclasticas

Fosfatasa acida tartrato resistente sérica (TRACP)

Catepsina K

S: sérico; u: urinarios.
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meran las principales limitaciones metodolo-
gicas para la interpretacion de los resultados:

¢ Horario de toma de la muestras.

e Fracturas recientes: son un distractor
muy importante.

¢ Falta de especificacidon en los estudios
acerca de la inclusién de tratamientos que
pueden afectar el metabolismo del calcio (por
ejemplo, niveles de vitamina D)

¢ Necesidad de establecer intervalos de
referencia y valores de corte.

Varios paises y/o regiones han expresado
su opinion a través de guias de practica clini-
cateniendo en cuenta fortalezas y debilidades
de los MRO. Un resumen de estos fue incluido
en la revision del grupo de trabajo previamen-
te citada.? Se observa que las recomendacio-
nes de distintas sociedades difieren en rela-
cioén con su uso en la practica diaria. Algunos
sugieren su uso de rutina, otros aceptan su
uso con limitaciones y algunos directamente
no los recomiendan.?* Por los motivos previa-
mente enumerados, tampoco han sido inclui-
dos en los algoritmos/calculadores de riesgo
de fractura.

La variabilidad es la debilidad mas impor-
tante de la que adolecen los marcadores:

e Variabilidad preanalitica (biologica). Tiene
un fuerte efecto sobre los MRO y puede llegar
hasta 20-30%. Incluye un numero importante
de factores que pueden coexistir en una mis-
ma persona.

- Factores controlables (Tabla 2)

- Factores no controlables (Tablas 3 y 4)

¢ Variabilidad analitica: intraensayo e inte-
rensayo. Persiste a pesar de haber disminuido
sensiblemente con los métodos automatiza-
dos.

e Falta de estandares de referencia.

En general, los marcadores de formacion
son menos variables que los de resorcion. Los
urinarios muestran mayor variabilidad que los
séricos. La determinacion de los derivados
del colageno tipo 1 carboxiterminal (CTX) en

sangre se desarrollé con el fin de eliminar las
limitaciones inherentes a los ensayos en orina,
la dificultad para la recoleccion de orina de 24
horas y la necesidad de corregir por la excre-
cion de creatinina.

Existe actualmente un mejor reconoci-
miento de la necesidad de controlar los fac-
tores preanaliticos, a los fines de minimizar la
variabilidad biologica.

El grupo de trabajo IOF-IFCC propuso pro-
péptido del procolageno tipo 1 (PINP) y CTX
séricos como marcadores de referencia de
formacion y resorcion 6sea, respectivamen-
te.® Estos marcadores fueron seleccionados
porque son los que mejor cumplen con las
condiciones que debe reunir un marcador
bioquimico: respuesta al tratamiento, baja va-
riabilidad intraindividual, clara caracterizacion
bioguimica y accesibilidad para laboratorios
en la practica asistencial. En nuestro medio,
el PINP no ha sido implementado probable-
mente por el costo.

A pesar de lo expuesto anteriormente y
teniendo siempre en cuenta los factores pre-
analiticos y analiticos en la interpretacién de
los resultados, abono la posiciéon de quienes
consideran que los MRO son herramientas
muy Utiles en el manejo de la osteoporosis en
la practica diaria, especialmente en las situa-
ciones que se desarrollan a continuacién.

e |dentificacién de riesgo de fractura.

Se ha observado que el alto recambio 6seo
se asocia con un mayor riesgo de fractura ver-
tebral y periférica en mujeres posmenopausi-
cas y de fracturas de fémur en mujeres ancia-
nas, y que esta asociacion es independiente
del riesgo analizado por la medicién de la den-
sidad mineral 6sea.”® Los niveles elevados de
recambio éseo indican un riesgo de fractura
similar al de tener un T-score <-2,5, con odds
ratio entre 2,4 y 2,8. Si el individuo tiene bajo
T-score y niveles elevados de marcadores, el
riesgo es mayor, con odds ratio de 4,1.° Por
ello, se ha sugerido que la combinacién de
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Tabla 2. Marcadores 6seos: factores controlables de variabilidad preanalitica 2°

Origen Importancia Efecto

Ritmo circadiano Muy importante Mas sn_gn|f|cat|vo para marcadores de
resorciéon

Avuno Importante para algunos CTX séricos disminuyen 20%

Y casos especificos posdesayuno

Ejercicio Importante Cambios dependen del gjercicio y la
edad

Ciclo menstrual No importante Pequefios cambios en fase luteal

. No importante en casos L o
Estacional oo Leve disminucién en invierno
individuales
Dieta No importante Pequefa disminucién

postsuplementacion con calcio

Tabla 3. Marcadores 6seos: factores no controlables de variabilidad preanalitica 9

Origen Importancia Efecto

Edad Muy importante ~ Aumentan con edad

Estado menopausico Muy importante Aumento rgpldo despues de la tltima
menstruacion

Sexo Importante Mas alto en mujeres que hombres

Fracturas Importante Aumento posfracturas

Embarazo y lactancia Importante Aumento maximo en 3¢ trimestre

Farmacos Importante Aumentan o bajan segun farmacos

Enfermedades Importante Depende de la enfermedad

. S g Disminuyen los de formacién

Reposo/inmovilizacion Importante .
Aumentan los de resorcion

Déficit vitamina D/HPT secundario Importante Aumentan

Zonas geograficas Poco importante  Pequefias diferencias

Etnias No importante Pequefias diferencias
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Tabla 4. Enfermedades que modifican la remodelacion ésea*

Caracterizadas por remodelacién acelerada
Hiperparatiroidismo primario
Hipertiroidismo
Acromegalia
Enfermedad de Paget
Metastasis 6seas

Caracterizadas por baja remodelacion
Hipotiroidismo
Hipoparatiroidismo
Hipopituitarismo
Déficit de hormona de crecimiento

Caracterizadas por disociacion en la remodelaciéon

Enfermedad de Cushing
Mieloma multiple

la medicion de la densidad mineral ésea y de
marcadores sensibles del recambio permite
identificar a las pacientes con alto riesgo de
fractura con mayor precisién que con cada
una de las de estas pruebas en forma aislada.

¢ Monitorizacién de la terapia.

Los MRO han demostrado su utilidad en
el manejo de los pacientes en la practica cli-
nica.’

La principal y mas aceptada utilidad de los
marcadores ha sido la monitorizacion del tra-
tamiento antirresortivo.

Los MRO se mueven en consonancia con
la medicacion utilizada: su actividad disminu-
ye con el tratamiento antirresortivo y aumenta
con el anabdlico. Esto ha sido demostrado
ampliamente en los estudios controlados y
aleatorizados de los diferentes farmacos uti-
lizados para el tratamiento de la osteoporosis
que incluyeron un gran nimero de pacientes.

La disminucioén de los marcadores de re-
sorcién con la terapia antirresortiva expresa
inhibicién de la actividad osteoclastica. La ra-
pidez y la magnitud de los cambios dependen
de la potencia y de la via de administraciéon

del antirresortivo usado (mayor y mas rapida
para denosumab y zoledronato).

El cambio de los marcadores es mucho
mas rapido y mayor que el cambio en la den-
sitometria 6sea. Algunos marcadores (CTX)
disminuyen entre 50 y 70% en pocas sema-
nas o meses, mientras que para observarse
un cambio significativo en DMO pueden nece-
sitarse 1-2 afos. La reduccién precoz de los
marcadores puede predecir mayor ganancia
Osea a largo plazo.

Con el tratamiento anabdlico (PTH) existe
un aumento temprano de los marcadores de
formacién, seguido de aumento posterior de
marcadores de resorcion.

La meta de todo tratamiento de osteopo-
rosis es la disminucién del riesgo de fracturas.
Esto puede lograrse en muchos casos antes
de que se logre un cambio significativo en
la medicién de la densidad mineral. Tampo-
co existe una relacion lineal entre aumento el
DMO vy reduccion de fracturas. Los cambios
en la DMO explican solo una pequefia propor-
cion de la reduccion de fracturas.

Existen datos que sugieren que la reduc-
cién temprana de los marcadores con trata-
miento antirresortivo, se asocia a un menor
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riesgo de fractura vertebral a largo plazo.!"?

Se ha sugerido que deberia considerarse
buena respuesta al tratamiento si los marca-
dores alcanzan los valores medios de la po-
blacion sana premenopausica.

Por otra parte, no todo paciente con os-
teoporosis tiene MRO elevados. En ese caso
es de utilidad considerar como significativos
los valores que excedan el cambio significati-
vo minimo. Los cambios que superan el cam-
bio significativo minimo (2,8 xCV interensayo
del marcador) en general exceden la variabili-
dad al azar del marcador y representan un real
cambio biolégico.

La no observancia del cambio esperado
debe alertar al médico a averiguar el motivo:
que existan otras patologias no diagnostica-
das, que el paciente esté tomando la medi-
cacion en forma inapropiada, o directamente
que no la esté tomando. En el caso de los
bisfosfonatos, la falta de disminucion de los
marcadores de resorcién (si se constata la co-
rrecta toma de la medicacién) puede indicar
necesidad de cambiar la via de administracion
(de oral a intravenosa).

e Documentar adherencia al tratamiento.

Es otra de las razones importantes para
considerar el uso de marcadores (medir entre
3-6 meses de tratamiento), ya que la falta de
adherencia es un problema mayor en el segui-
miento de una enfermedad asintomatica.

Algunos datos sugieren que los pacientes
que reciben informacion positiva sobre la re-
duccién de los marcadores tienen mayor ad-
herencia al tratamiento.31

¢ Decidir cuando reiniciar terapia con bisfos-
fonatos.

Después de un tratamiento prolongado
con bisfosfonatos, el farmaco es retenido en
el esqueleto por muchos afos. Esto es par-
ticularmente cierto con alendronato y zole-
dronato, que tienen la mayor afinidad por el

hueso.'3'® Los marcadores de resorcién pue-
den mantenerse suprimidos por varios afos
después de la suspension. El aumento de los
marcadores a niveles pretratamiento puede
indicar necesidad de reiniciar el tratamiento.

¢ Eleccién de tratamiento

En teoria pareceria l6gico usar antirresor-
tivos en pacientes con osteoporosis y recam-
bio acelerado y anabdlicos en aquellos con
recambio bajo. Este concepto por el momen-
to no ha sido validado.

Los médicos que usan los MRO deben es-
tar familiarizados con los factores que tienen
influencia en los resultados de los ensayos,
para evitar incorrectas interpretaciones.

Para ello son de ayuda algunas recomen-
daciones:

1. Recolectar y conservar las muestras
en forma correcta. La incorrecta recoleccion
pude afectar de manera importante la preci-
sion del ensayo. Debido a la variacion diurna
y a la disminucion de algunos marcadores po-
singesta, las muestras deben tomarse de la
siguiente manera:

a. Marcadores séricos: en ayunas por la
mafana

b. Marcadores urinarios: segunda muestra
de la mafana en ayunas.

2. Usar el mismo laboratorio para las medi-
ciones seriadas, ya que los resultados pueden
variar considerablemente entre laboratorios,
aun usando los mismos métodos.

3. Tener en cuenta los factores preanaliti-
cos no modificables para la interpretacion de
los resultados.

4. Solicitar un marcador de formacion vy
otro de resorcion.

En editoriales y revisiones, diferentes ex-
pertos han dado su opinién sobre la utilidad
de los marcadores en la practica clinica. La
monitorizacién de la terapia es la utilidad uni-
versalmente reconocida.’”2!
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Consideracion final: la densitometria mi-
neral 6sea, a pesar de ser un método imper-
fecto e impreciso se ha erigido como proce-
dimiento de eleccién para el diagnostico de
osteoporosis y la estimacién del riesgo de
fracturas. Los marcadores 6seos, con sus
ventajas y limitaciones, no pretenden hacer
diagnéstico de osteoporosis y tampoco sus-
tituyen a las pruebas de medicion de masa
6sea. Pero, como pruebas complementarias,
contribuyen a identificar causas secundarias,
a predecir tempranamente la respuesta te-
rapéutica a un farmaco antirresortivo y pro-

Referencias

1. Siebel MJ. Biochemical Markers of
Bone Turnover. Part |: Biochemistry and
Variability. Clin Biochem Rev 2005; 26:97-
122.

2. Vasikaran S, Eastell R, Bruyere O, et
al. Markers of bone turnover for the
prediction of fracture risk and monitoring
of osteoporosis treatment: a need
for international reference standards.
Osteoporos Int 2011; 22:391-420.

3. Chopin F, Biver E, Funck-Brentano
T, et al. Prognostic interest of bone
turnover markers in the management of
postmenopausal osteoporosis. Joint Bone
Spine 2012; 79:26-31.

4. Schurman L, Bagur A, Claus-Hermberg
H y cols. Guias 2012 para el diagndstico,
prevencion y tratamiento de la osteoporo-
sis. Medicina (B Aires) 2013; 73:55-74.

5. Szulc P, Bauer DC, Eastell R. Biochemical
Markers of Bone Turnover. In: Osteoporosis
Primer on the Metabolic Bone Diseases
and Disorders of Mineral Metabolism. 8th
ed. 2013. Chap 35, pp. 297-306.

6. Vasikaran S, Cooper C, Eastell R, et al.
International Osteoporosis Foundation

bablemente a identificar a la poblacién con
mayor riesgo de fractura. Ademas son utiles
para controlar la adherencia y decidir cuando
reiniciar el tratamiento después de un periodo
de descanso de bisfosfonatos.

Conflicto de intereses
La autora declara no tener conflictos de
intereses.

(Recibido: mayo de 2014.
Aceptado: junio de 2014)

and International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine
Position on bone marker standards in
osteoporosis. Clin Chem Lab Med 2011;
49:1271-4.

7. Garnero P, Sornay-Rendu E, Claustrat B,
Delmas PD. Biochemical markers of bone
turnover, endogenous hormones and
the risk of fractures in postmenopausal
women: the OFELY study. J Bone Miner
Res 2000; 15:1526-36.

8. Garnero P, Hausherr E, Chapuy MC, et
al. Markers of bone resorption predict hip
fracture in elderly women: the EPIDOS
prospective study. J Bone Miner Res
1996; 11:1531-8.

9. Johnell O, Odén A, De Laet C, Garnero P,
Delmas PD, Kanis JA. Biochemical indices
of bone turnover and the assessment of
fracture probability. Osteoporos Int 2002;
13:523-6.

10. Singer FR, Eyre DR. Using biochemical
markers of bone turnover in clinical practice.
Cleve Clin J Med 2008; 75:739-50.

11. Bjarnason NH, Sarkar S, Duong T, Mitlak
B, Delmas PD, Christiansen C. Six and
twelve month changes in bone turnover

184

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 10 - N° 2 - 2014



12.

13.

14.

15.

16.

Pozzo MJ: Marcadores de remodelacion dsea

are related to reduction in vertebral frac-
ture risk during 3 years of raloxifene treat-
ment in postmenopausal osteoporosis.
Osteoporos Int 2001; 12:922-30.

Eastell R, Barton I, Hannon RA, Chines
A, Garnero P, Delmas PD. Relationship of
early changes in bone resorption to the
reduction in fracture risk with risedronate.
J Bone Miner Res 2003; 18:1051-6.
Clowes JA, Peel N, Eastell R. The
impact of monitoring on adherence and
persistence with antiresorptive treatment
for postmenopausal osteoporosis. J Clin
Endocrinol Metab 2004; 89:1117-23.
Delmas PD, Vrijens B, Eastell R, et al. Effect
of monitoring bone turnover markers on
persistence with risedronate treatment
of postmenopausal osteoporosis. J Clin
Endocrinol Metab 2007; 92:1296-1304.
Black DM, Schwartz AV, Ensrud KE,
et al. Effects of continuing or stopping
alendronate after 5 years of treatment:
the Fracture Intervention Trial Long-term
Extension (FLEX): a randomized trial.
JAMA 2006; 296:2927-38.

Black DM, Reid IR, Boonen S, et al. The

18.

19.

20.

21.

Effect of 3 Versus 6 Years of Zoledronic
Acid Treatment of Osteoporosis: A
Randomized Extension to the HORIZON-
Pivotal Fracture Trial (PFT) J Bone Miner
Res 2012; 27:243-54.

. Licata AA. Biochemical markers of bone

turnover: useful but underused. Cleve Clin
J Med 2008; 75:751-2.

Vasikaran SD, Cooper C, Kanis JA.
Recommendations for bone marker
standards in osteoporosis: what, why and
where to now? Ann Clin Biochem 2011;
48:91-2.

Hlaing T, Compston JE. Biochemical
markers of bone turnover - uses and

limitations. Ann Clin Biochem 2014;
51:189-202.
Szulc P. The role of bone turnover

markers in monitoring treatment in post-
menopausal osteoporosis. Clin Biochem
2012; 45:907-19.

Lee J, Vasikaran S. Current recommenda-
tions for laboratory testing and use of bone
turnover markers in management of osteo-
porosis. Ann Lab Med 2012; 32:105-12.

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 10 - N° 2 - 2014

185



CASUISTICAS / Case Reports

Actual. Osteol 2014; 10(2): 186-191.
Internet: http://www.osteologia.org.ar

FRACTURA VERTEBRAL DORSAL SECUNDARIA A ENFERMEDAD
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Resumen

La enfermedad de Paget es una enferme-
dad ésea caracterizada por la alteracion de la
remodelacién ésea que predispone a fractu-
ras. Aunque el compromiso vertebral es fre-
cuente, no lo es su localizacién en la columna
dorsal. Presentamos un paciente varén de 57
afos que sufrid una fractura de octava vér-
tebra dorsal con compromiso medular seg-
mentario; tras estudios por imagenes y ana-
tomopatologicos se arribd al diagndstico de
enfermedad de Paget.
Palabras clave: enfermedad de Paget, frac-
tura vertebral, compresion de médula espinal.

Summary

SPINAL DORSAL FRACTURE SECONDARY
A PAGET DISEASE

The Paget disease (PD) is a bone disorder
characterized by abnormal bone remodeling
predisposing fractures. Although vertebral
affection is common, dorsal localization is
not. We present a 57 years old male patient,

* Correo electronico: ramirez.stieben@gmail.com

who suffered an eighth dorsal spinal fracture
with segmental spinal involvement, and after
imaging and anatomo-pathologic studies was
diagnosed with Paget disease.

Key words: Paget disease, spinal fracture,
spinal cord compression.

Introduccion

La enfermedad de Paget (EP) u osteitis
deformante es una enfermedad Osea des-
cripta en el afio 1876 por Sir James Paget. Se
caracteriza por una remodelacién ésea exce-
siva y anormal que predispone a lesiones liti-
cas y deformaciones 6seas. La etiopatogenia
no es clara. Aunque puede presentarse de
forma monostética, generalmente, es polios-
tética.’? En orden de frecuencia, los huesos
mas afectados son pelvis, fémur, craneo, ti-
bia, columna vertebral, clavicula, humero y
costillas.® La EP con compromiso de colum-
na toracica es relativamente infrecuente.*®
Presentamos el caso clinico de un varén de
57 afos de edad con una fractura vertebral
toracica secundaria a EP.
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Caso clinico

Un varén de 57 afios, extabaquista (20
paquetes/afo), ingresé a nuestro hospital
por un cuadro clinico de 18 meses de evolu-
cién caracterizado por parestesias en miem-
bros inferiores, dificultad en la marcha y en
la miccién. Negaba pérdida de peso u otros
sintomas constitucionales.

Al examen fisico se comprobd: buen esta-
do general. indice de masa corporal 28 kg/m?2.
Normotenso. Afebril. Examenes cardiolégico
y respiratorio normales. Abdomen sin visce-
romegalias; paraparesia +4/5, paraparestesia
e hiperreflexia osteotendinosa en miembros
inferiores, respuesta plantar indiferente y es-
finter anal ténico.

Los andlisis bioquimicos mostraron: hema-
tocrito 48,6% (42-52%), hemoglobina 15,4
g/dl (14-18), leucocitos 6600 cél./ul (5000-
10.000), plaquetas 284.000/ul (150.000-
400.000), glucemia 88 mg/dl (70-110), creati-
ninemia 0,9 mg/dI (0,5-1,1), natremia 134 mM
(135-145), potasemia 3,8 mN (3,5-5,0), cal-
cemia 9,3 mg/dl (9-10,5), fosfatemia 4 mg/dI
(3,0-4,5), magnesemia 1,7 mg/dl (1,3-2,1),
proteinas 6,7 mg/dl (6,4-8,3), albuminemia
4,5 g/dl (3,5-5,0), TGO 23 Ul/I (5-40), TGP 18
Ul/l (7-56), fosfatasa alcalina 4029 Ul/I (30-
120), y-GT 29 Ul/I (0-30), bilirrubinemia 1,1
mg/dl (0,3 1,2). Eritrosedimentacion 6 mm/h
(5-20). Proteinograma por electroforesis: a1-
globulinas 0,12 g/dl (0,1-0.3), a2-globulinas
0,94 g/dI (0,6-1,0), p-globulinas 0,89 g/dl (0,6-
1,3 g/dl), y-globulinas 0,78 g/dl (0,7-1,5 g/dI).
Paratohormona (PTH): 18,70 pg/ml (VN: 14-72
pg/ml). Dosaje de 25-hidroxicolecalciferol 25
ng/ml (insuficiencia: 10-30 ng/ml). Tirotro-
fina 1,25 pUl/ml (0,4 a 4,0 mlU/l). Antigeno
prostatico especifico (PSA) 0,42 ng/ml (0-4
ng/ml). Orina de 24 horas: diuresis 1400 ml,
proteinuria 0,14 g, calciuria 346 mg, fosfatu-
ria 82 mg, creatininuria 1,62 g, reabsorcion
tubular de fosfato (RTP) 98% (mayor 85%).

Se solicitd una tomografia computarizada
de térax, abdomen y pelvis (Figura 1). En este
estudio se constataron multiples imagenes li-

ticas y blasticas que afectaban cuerpos ver-
tebrales dorsales, lumbares, sacro y ambas
crestas iliacas. No se evidenciaron lesiones
ocupantes de espacio en térax, abdomen y
pelvis. Se solicitdé una ecografia prostatica
que informo glandula con parénquima hete-
rogéneo y escasas calcificaciones en su in-
terior.

Para la evaluacién del compromiso neuro-
I6gico se solicitdé una resonancia magnética
de la columna dorsal (Figura 2), en la cual se
evidencio aplastamiento en “forma de pez” de
la octava vértebra dorsal con protrusion del
muro anterior y posterior. Toda la estructura
6sea del cuerpo vertebral se encontraba com-
prometida al igual que el arco neural. Ademas
se evidencié la acentuacion del brillo de la
cuerda medular en dicho sector.

Se solicité biopsia bajo guia tomografica
de la octava vértebra dorsal donde se cons-
taté signos de remodelacién ésea, neofor-
macion trabecular irregular con actividad os-
teoblastica y osteoclastica, fibroangiogénesis
de los espacios medulares, sin evidencias de
infiltrado inflamatorio ni presencia de células
atipicas.

Se solicitd centellografia 6sea corporal
total (Tc**-MDP) y se constaté intensa hiper-
captacién en octava vértebra dorsal y extre-
mo posterior del octavo arco costal derecho.
Otras areas hipercaptantes fueron las Ultimas
vértebras lumbares, el sacro con las articula-
ciones sacroiliacas y el hueso iliaco izquierdo.
Debido a que estas lesiones, aunque inespe-
cificas, iban acompanadas con elevacién de
la fosfatasa alcalina y biopsia 6sea que no
demostrd células neoplasicas, se interpretd
el cuadro clinico como EP con compromiso
vertebral. Tras evaluacion por el Servicio de
Neurocirugia se decidi6 fijacion vertebral dor-
sal por via anterolateral. Se indicé tratamiento
con acido zoledrénico (infusion intravenosa
Unica de 5 mg), calcitriol (50 pg/dia) y carbo-
nato de calcio (1000 mg/dia de calcio elemen-
tal). Por evolucion clinica favorable se decidio
alta hospitalaria.
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Figura 1. Tomografia computarizada de térax, abdomen y pelvis. Se observan imagenes liticas y blasticas
en cuerpos vertebrales y huesos iliacos. Aplastamiento de octava vértebra dorsal.

SAG FRFSE T2 SAG SE T
HR HR

Figura 2. Resonancia magnética de columna dorsal. Aplastamiento en forma de pez de la octava vértebra
dorsal con compromiso medular segmentario.

188 Actualizaciones en Osteologia, VOL. 10 - N° 2 - 2014



Ramirez Stieben y col.: Enfermedad de Paget y fractura dorsal

Discusion

La EP es una de las enfermedades 6seas
metabdlicas mas comunes, segunda en fre-
cuencia luego de la osteoporosis. Se carac-
teriza por una alteracion en la remodelacion
6sea debido a un incremento tanto de la ac-
tividad osteoclastica como osteoblastica, que
da como resultado la formacion de un hueso
de una calidad inferior a la de un hueso nor-
mal, lo que predispone a fracturas y deformi-
dades esqueléticas en estadios avanzados.?

La etiologia no se conoce con exactitud.
Sin embargo, se postula la existencia de una
predisposiciéon genética e, incluso, la partici-
pacion de agentes virales, como el virus sin-
citial respiratorio y el paramixovirus. Presenta
una relacion 3:2 entre hombres y mujeres y el
inicio promedio de la enfermedad se encuen-
tra entre los 45 y 55 afos. La enfermedad pre-
senta un curso prolongado y las anormalida-
des esqueléticas frecuentemente son asinto-
maticas; muchas veces se llega al diagndstico
de manera incidental. Los sintomas suelen
estar relacionados con complicaciones de la
enfermedad y consisten en deformidad y do-
lor 6seo, fracturas, artrosis secundaria, com-
presién nerviosa o transformacion sarcoma-
tosa. Aunque la EP puede ser monostética,
comunmente es poliostética.’?

La columna vertebral es el segundo sitio
en frecuencia mas afectado (aproximadamen-
te, un 53%). La columna lumbar y, especial-
mente, la cuarta y quinta vértebras lumbares
son los sitios mas afectados. EI compromiso
exclusivo de la columna toracica es extrema-
damente raro. Los cuerpos vertebrales estan
casi siempre implicados junto a una porcién
variable del arco neural. La apariencia radio-
I6gica se caracteriza por expansion del soma
con aumentos de las dimensiones vertebra-
les anteroposteriores y transversales.*® Las
radiografias en proyecciones laterales y las
reconstrucciones sagitales en tomografia
computarizada demuestran con mayor sensi-
bilidad la mayor densidad en la periferia verte-
bral y un centro relativamente mas radioltucido

en el cuerpo. Durante la fase esclerética de la
enfermedad, la progresion de esta conduce a
una “vértebra de marfil”, debido al aumento
de la densidad del cuerpo vertebral. En es-
tos casos, en el diagndstico diferencial deben
considerarse a las metastasis, el osteosarco-
ma o procesos linfoproliferativos.

El compromiso vertebral por la EP puede
dar lugar a varias complicaciones, entre ellas
la estenosis espinal, la disfuncién neural o
fracturas por compresién del cuerpo vertebral.
Esta ultima es la mas frecuente y suele pre-
sentarse con un inicio subito de dorsalgia v,
en casos graves, compresion medular, princi-
palmente, en columna lumbar y mas raramen-
te en sacro, coccix, odontoides o columna
toréacica. La fractura se puede observar en la
fase litica, viéndose en las radiografias signos
de osteopenia. Sin embargo, es raro constatar
la fase litica en la columna vertebral.* La re-
sonancia magnética puede contribuir al diag-
nostico incluso ante hallazgos inespecificos.
Cuando la fractura no es reciente, la intensi-
dad de sefial en T1 y T2 sera baja por la escle-
rosis del hueso. La EP de la columna vertebral
que conduce a mielopatia es mas a menudo
secundaria a compromiso toracico que cervi-
cal. Una variedad de mecanismos estan invo-
lucrados, entre ellos la extension extradural
del hueso, la distorsién del canal espinal por
fracturas por compresién, hematomas epidu-
rales espinales, degeneracién sarcomatosa o
robo vascular por hipermetabolismo del cuer-
po vertebral .5

Entre los examenes complementarios, la
gammagrafia 6sea con Tc*-MDP es Util para
examinar los diferentes sitios comprometidos,
para estimar la actividad de la enfermedad
debido a su sensibilidad para detectar la acti-
vidad osteoblastica e, incluso, para evaluar la
respuesta al tratamiento. Se observa un au-
mento en la captacién del radiofa&rmaco en los
huesos implicados. Varios patrones de absor-
cion se describen en la EP. Sin embargo, debe
remarcarse que no es un estudio con alta es-
pecificidad, por lo que se requiere implemen-
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tar estudios radiologicos. La resonancia mag-
nética se utiliza para excluir afectacién de te-
jidos blandos o para evaluar complicaciones,
como la invaginacion basilar, la compresién
medular o la transformacion sarcomatosa.
La biopsia puede ser de utilidad en aquellos
casos en los que el diagnostico no es claro
0 no existe expansiéon del cuerpo vertebral.
Aunque la mayoria de los pacientes con EP
presentan elevacion de la fosfatasa alcalina
6sea y de los marcadores de resorcidon Osea,
en la variante monostética con complicaciéon
neurolégica los valores séricos pueden en-
contrarse dentro del rango de la normalidad.
Los valores de fosfatasa alcalina elevados no
solo son Utiles para apoyar el diagnéstico sino
también para evaluar el seguimiento y la res-
puesta terapéutica.>®

Con respecto a la terapéutica, los bifos-
fonatos son farmacos potentes y de eleccién
para el tratamiento de la EP. La resorcion 6sea
disminuye en el transcurso de unos dias y el
dolor éseo suele mejorar durante las primeras
dos semanas de tratamiento.® La disminucion
de la formacion ésea osteoblastica y la caida
de los niveles séricos de fosfatasa alcalina se
observa luego de uno o dos meses. La mejoria
neurolégica suele retrasarse hasta uno a tres
meses. Algunos estudios han demostrado al-
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- En la pagina 19 en lugar de Cien arios de Soledad (1967). Gabriel Garcia Marquez

(1927-2014) debié decir:

Libro: Doce cuentos peregrinos. Cuento: Maria dos Prazeres. Gabriel Garcia Marquez

(1927-2014)

- En el articulo “Diagndstico de las calcificaciones vasculares por métodos radioldgicos
semicuantitativos”, pagina 83, figura izquierda, debié decir:
Figura 1. Rx de frente de pelvis. Se observan las lineas que delimitan los cuatro cua-

drantes (ver texto).
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Resumen

Las alteraciones de los genes PHEX y FGF23
son las causas mas estudiadas de raquitismos
hipofosfatémicos (RH). Ambas se heredan en
forma ligada al X (RHLX) y autosémica (RHAD)
respectivamente. El objetivo de este estudio fue
evaluar la presencia de variaciones moleculares
de estos genes en pacientes y familiares con RH
y establecer relaciones entre las manifestacio-
nes somaticas y el tipo de alteracién molecular.
Se evaluaron fenotipo y genotipo en 29 casos
con manifestacién somatica: 13 casos propod-
sitos (5 esporadicos), 16 familiares con clinica
de RH y 12 familiares asintomaticos mediante
el analisis de los genes PHEX y FGF23. Se ana-
lizaron las mutaciones del gen PHEX mediante
SSCP/HD y secuenciacioén directa de las regio-
nes con patrén de bandas alterado y del FGF23
por secuenciacion directa para detectar muta-
cion R176Q (c.527 G>A), R179Q(c.535 G>A) y
R179W (c.535 C>T). El RH fue de predominio
familiar (8/13) y se diagnosticé en la infancia y
niflez, excepto en 7 casos (2 con alteraciones

clinicas y 5 sujetos con bioquimica de hipofos-
fatemia descubiertos en la evaluacién familiar).
El 75% de los casos con RH familiares y el 44%
de los esporadicos, presentaba alteraciones del
gen PHEX. En una familia con RHAD se detec-
taron mutaciones del gen FGF23. Los pacientes
con alteraciones del PHEX presentaban feno-
tipo somatico mas grave. Se hall6 la mutacion
del gen FGF23 en el exén 3: sustitucion (CGC
a CAG): ¢.535 G>A, R179Q. Se observaron 4
nuevas mutaciones del gen PHEX en 3 familias
y un caso esporadico. A: ¢.552 Insercion G+1
del intron 3-4 en sitio splicing dador. B: Muta-
cion silenciosa ¢.401 C>A en posicion 11 exon
3. C: Mutacién, codén stop, ¢.1241 C>G en po-
sicion 105 del exén 9. D: Mutacién silenciosa
€.2260 T>G en posicién 93, exdn 20 en una nina
(esporéadico). Conclusiones: se detectaron mu-
taciones del PHEX en la mayoria de los casos
especialmente en los familiares. Describimos
4 nuevas mutaciones del gen PHEX. Si bien se
observaron diferentes tipos de mutaciones, el
fenotipo fue similar en las distintas familias. El
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RHAD present6é una forma menos grave y de
presentacion en distintos periodos de la vida.
Palabras clave: Raquitismo hipofosfatémico,
raquitismo hipofosfatémico ligado al X, raqui-
tismo hipofosfatémico autosémico dominante,
gen PHEX, gen FGF 23.

Summary

FAMILIAL AND SPORADIC HYPOPHOSPHA-
TEMIC RICKETS: CLINICAL AND MOLECU-
LAR FINDINGS.

Human disorders of phosphate handling
and skeletal mineralization can result from
inactivating mutations in PHEX, an X linked
dominant disorder (XLH). Autosomal-dominant
hypophosphatemic rickets (ADHR) is a rare
disorder caused by mutation in the FGF23 gene,
which, in contrast to XLH, displays incomplete
penetrance and variable age of onset. We
studied genomic DNA of 13 Argentinean families
in order to characterize these genes. We studied
29 patients and their relatives (n=12) with
hypophosphatemic rickets and osteomalacia,
belonging to 13 families. FGF23 was analyzed
by bidirectional complete sequencing of the
exons 3. For the evaluation of the PHEX gene
all 22 exons and introns/exons boundaries
were analyzed by SSCP/HD and bidirectional
complete sequencing of regions with abnormal
migration patterns was performed. We found
five sporadic cases. Six patients had been
diagnosed in early childhood. FGF23 missense
mutation was identified in 4 affected members
of a family (G>A, R179Q, in exon 3). Four novel
PHEX gene mutations were detected. Family Ill:
two patients, presented ¢.552 ins G+1 of intron
3-4 in splice donor. Family IV: three members,
had a silence mutation c.401 C>A pos 11 exon
3. Family VII: two patients had a codon stop
mutation, ¢.1241 C>G pos 105 exon 9. A single
girl with healthy parents showed silence mutation
c.2260 T>G in pos 93 exon 20. Patients with
XLRH have more severe skeletal disease. We
describe 4 novel mutations in the PHEX gene.

hallazgos moleculares

In contrast, we detected only one family with
ADHR where we could observe different clinical
manifestations. PHEX mutations were detected
also in sporadic cases.

Key words: hypophosphatemic  rickets,
X linked hypophosphatemic rickets, autosomal-
dominant hypophosphatemic rickets, PHEX
gene, FGF23 gene.

Introduccion

El raquitismo hipofosfatémico (RH) es la
causa mas frecuente de estas enfermedades
trasmitidas por herencia. Han sido descriptos
cuatro tipos de RH por alteraciones genéticas:
RH ligado al X (RHLX) se hereda en forma do-
minante, es resultado de alteraciones del gen
PHEX;"® el RH autosémico dominante (RHAD)
es inducido por mutaciones del gen FGF23 en
el exén 3; el RH autosémico recesivo se debe a
mutaciones del gen DMP1 o del gen que codi-
fica a la proteina ectonucleétido pirofosfatasa/
diesterasa (ENPP1) y el RH asociado a hiper-
calciuria se presenta por compromiso del gen
SLC3A3.7"3 Otras formas poco comunes de RH
se adscriben al exceso de FGF23 en la displasia
fibrosa (Mc Cunney-Albright), al sindrome nevo
epidérmico, al RH asociado a hiperparatiroidis-
mo inducido por exceso de klotho.”814

La forma mas frecuente es el RHLX con
una incidencia de 1/20 000 recién nacidos. El
RHAD presenta fenotipo similar al RHLX cuando
se presenta en la infancia y variable de menor
gravedad en la expresion fenotipica mas tardia.
Tanto el gen PHEX como el gen FGF 23 son los
mas estudiados y tiene importancia en el diag-
néstico clinico.5%

La expresion clasica de la enfermedad es el
retardo de crecimiento y la presencia de genu
varum o genu valgo en los nifios al inicio de la
deambulacién. Sin embargo esta sintomatolo-
gia puede ser muy variable y en algunos casos
el diagndstico es muy tardio. En la investigacion
familiar se han hallado portadores sanos de la
enfermedad. El tratamiento sustitutivo con sales
de fésforo mejora el fenotipo, evitando las de-
formaciones esqueléticas y el retardo de creci-
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miento que aparecen en los casos de expresion
clinica mas severa. Por ello, la deteccién precoz
es muy importante. Se ha observado que el RH
ligado al X presenta el fenotipo mas grave. En
los adultos la enfermedad se manifiesta con
dolores éseos, fracturas en los sitios de carga
y/o mialgias constituyendo un cuadro de osteo-
malacia por pérdida de fosfatos (OMH).5%14

Nuestro objetivo fue evaluar y relacionar el
genotipo y el fenotipo de una poblacion de pa-
cientes que consulté por raquitismo u osteo-
malacia asociado a hipofosfatemia e hiperfosfa-
turia.

Poblaciéon y métodos

Se evaluaron 13 pacientes propositos (1
adulto) que concurrieron a la consulta. En todos
se constaté manifestaciones somaticas compa-
tibles con raquitismo y en el caso de la mujer
adulta, osteomalacia (Tabla 1A).

Mediante el interrogatorio y examen se de-
tectaron 16 familiares con historia y fenotipo
compatible con RH u OMH (1 abuela con frac-
turas e hipofosfatemia de diagnostico en edad
adulta). En 5/13 de los propésitos no se cons-
tataron familiares afectados (examen fisico y
laboratorio normales) por ello, se consideraron
casos esporadicos.’®'® Se observaron familias
con varios individuos afectados [2 Flias: 4 ca-
s0s, 4 Flias: 3 casos, 2 Flias: 2 casos].

Los individuos sintomaticos incluian nifios y
adultos que presentaban hipofosfatemia e hi-
perfosfaturia asociado o no a las siguientes ca-
racteristicas somaticas:

En los nifos: genu varum o valgo, ensancha-
miento de mufecas y distal de huesos largos,
rosario raquitico, talla baja o cualquier otra ma-
nifestacion esquelética de raquitismo.

En los adultos: talla baja, mialgias, dolores
6seos, fracturas.

Todos los propésitos presentaban: hipofos-
fatemia, hiperfosfaturia, reabsorcién tubular de
fosfatos disminuida, calcemia y calciuria norma-
les, elevacion de la fosfatasa alcalina (Tabla 1B).

Criterios de exclusion: se excluyeron pa-
cientes con raquitismo carencial, aquellos tra-

hallazgos moleculares

tados con terapia anticonvulsivante, sindromes
de mala absorcién intestinal como celiaquia o
cirugias gastricas e intestinales, enfermedades
renales tubulares (sindrome de Fanconi heredi-
tario o adquirido), enfermedad hepéatica, alco-
holismo, deficiencias nutricionales, consumo
cronico de antiacidos.

Una vez obtenido el diagnéstico de raquitis-
mo u osteomalacia perdedora de fosfatos en el
propdsito, o bioquimica caracteristica sin mani-
festacién somatica, se procedié a estudiar a sus
familiares de primer grado, con la finalidad de
detectar si el RH o OMH era de origen familiar.

El fenotipo fue clasificado siguiendo las con-
sideraciones de Holm | y col.”® y Morey y col."”
como:

* Leve: bioquimica y escasa manifestacion
somatica.

» Moderado: talla normal o baja, genu varum
sin cirugia correctora, abscesos dentarios, os-
teomalacia en la adultez.

* Grave: talla muy baja, genu varum, osteoto-
mia correctora.

Estudio de las alteraciones génicas

Se estudiaron los genes FGF23 y PHEX de
41 personas : propositos (n=13) y familiares con
fenotipo (n=16) y sin manifestaciones (n=12) de
RH y OMH, para determinar la etiologia mole-
cular de los raquitismos y osteomalacias. Se
analizaron los genes PHEX y FGF23 en padres,
hermanos o hijos.

Se realizé la extraccion de ADN, a partir de 3
ml de sangre periférica, mediante un kit comer-
cial (QIAmp DNA kit, QlAgen).

Se estudio el gen del raquitismo hipofosfa-
témico autosdmico dominante (RHAD) para de-
tectar las tres mutaciones hasta ahora halladas
que causan el fenotipo de RHAD por un meca-
nismo de ganancia de funcién. Se amplificé el
exoén 3 con primers de secuencia especifica,
posteriormente se realizé secuenciacién auto-
matica bidireccional, en busqueda de las muta-
ciones R176Q (c.527 G>A), R179Q (c.536 G>A)
y 179W (c.535 C>T) o mutaciones nuevas aun
no descriptas.'®118.19
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Tabla 1 A. Sexo, edad en el momento del diagndstico clinico y del estudio genético, y caracteristicas so-

méticas en el momento del diagnéstico. Cirugias correctoras de genu varum o fractura de cadera de los

propositos (casos clinicos iniciales).

Edad Edad
- R (estudio Talla Cirugias
Familia Sexo (diagnéstico i~ Z-score Genu varum Otros
o genético (cm) correctoras
anos) ~
anos)
[ F 17 8,9 775 51 Si Leve ensanchamiento
metafisario
] M 2 19,6 77,3 -2,65 Si Talla baja
Macrocefalia
1 M 2,0 11,6 108,9 -3,99 Si Miembros cortos
Problemas dentales
Leve ensanchamiento
v M 0,8 6,4 678  -1,48 - metafisario.
Fontanela amplia
Macrocefalia
Vv F 33 7.8 95,8 0 Si
Vi F 21 20 139*  -4.07 Si Si
Vil F 1,4 22 149* -2,07 Si Si Osteoartrosis de rodillas
VIl F 5,0 43 146*  -2,53 Si Si
Talla baja
IX F 1,5 23 146* -2,30 Si Craneoestenosis
En la infancia
X F 1 75 13,2  -1,89 Si Ensanchamiento epifisario
X F 21 3,6 854  -0,49 Si Ensanchamiento
metafisario
Xl F 17 8,5 775 151 Si Ensanchamiento
metafisario
Fx de ambas caderas
X1l F 28 33 160 0 No Si Fx ambas ramas

ileopubianas

* Talla y Z score evaluados en el momento del estudio genético.

Se procedi6 a estudiar el gen PHEX vincu-
lado con el RHLX. Para la busqueda inicial de
variantes, se desarroll6 la técnica de polimorfis-
mo conformocional de hebra simple y de hete-
roduplex (SSCP-HD); posteriormente se realizé
la secuenciacion directa de las regiones con pa-
tron de bandas alterado?°-22 mediante PCRs con

primers de secuencia especifica para los exo-
nes e intrones adyacentes del gen PHEX.

Este andlisis detecta mas de 3/4 de las muta-
ciones en los pacientes con XLH familiares y 1/3
en los casos con mutaciones esporadicas. 152324

Todas las secuencias fueron analizadas me-
diante el programa Sequencher 5.0 y se clasi-
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Tabla 1 B. Estudios complementarios de los propdsitos: bioquimica del metabolismo fosfocalcico y radio-

logia, estudios iniciales luego de la primera consulta.

. . FAL
Familia Calce;1 a Fosfat;mla Rtp % ui/mi Cal/cru P}.HI 25?”? 1,25((;H)|203 Radiologia
(mg%) (mg%) (VN superior) pg/ml ng/m pg/m
| 9,9 3,0 82% 1750 0,24 45 16 32 GV+EM
784
0, - - -
] 10 2,7 76% (420) 0,21 GV + EE
640 .
0, - -
11l 9,0 3,1 90% (382) 0,05 40 GVy Craneo
v 10,4 2,7 78% 1876 0,08 - - - EMy Craneo
v 9,3 2,6 76% 1085 0,08 38.8 21,9 - GV
Vi 8,7 2,0 60% 211 (190) 0,16 - - - GV +EM
Vil 9,4 2,4 82% 110 (240) 0.09 28 28 - GV + EE
Vil 8,7 2.1 78% 107 (240) 0,18 45 28 - GV
IX 10 1,2 59% 604 0,13 55 34 - Craneo
X 10,5 2,9 76% 1623 0,04 33,6 35,9 - EE
XI 10 2,7 7% 1720 0,05 20 42 - EM
511
0, - - -
Xi 9,7 2,1 63% (382) 0,1 EM
298 Fx de ambas
Xin 8,2 2,0 64% 542 (380) 0,03 (100) 26 <4 caderas y ramas
ileopubianas

GV: genu varum; EM: ensanchamiento metafisario; EE: ensanchamiento epifisario; Craneo: macrocefalia o

craneoestenosis; RTP: reabsorcion tubular de fosfatos; FAL : Fosfatasa alcalina.

ficaron las variantes detectadas segun la infor-
macién disponible en las bases de datos del
gen PHEX (www.PHEXdb.mcgill.ca).?®

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Etica de protocolos de Investigacién del Depar-
tamento de Docencia e Investigacion del Hospi-
tal ltaliano de Buenos Aires.

Los pacientes adultos y los padres de los
nifos firmaron el consentimiento informado y
aceptaron la presentacién de los resultados del

estudio genético con fines académicos mante-
niendo oculta la identidad. Este protocolo sigui
los lineamientos de la Declaraciéon de Helsinski.

Resultados

Se estudiaron 29 pacientes con manifesta-
ciones fenotipicas, 24 pertenecientes a 8 fami-
lias (Tablas 2); 5 casos se consideraron espora-
dicos (Tabla 3). Por lo tanto la manifestacion de
RH fue de predominio familiar.
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El diagndstico se realizé en la infancia y nifiez
en el 75,9% de los casos y siete pacientes en la
adultez (2 con manifestaciones clinicas y 5 con
bioquimica alterada), de los cuales 1 es un caso
esporadico. La relaciéon mujer/varén fue 3,4:1.

Familiares:

El 75% de los RH familiares presentaban alte-
raciones del gen PHEX (6 de 8 familias). (Tabla 4).

Se detectd en una familia RHAD (nifia, ma-
dre, abuela, tio) (Familia | de Tabla 1) con muta-
ciones del gen FGF23. El propésito fue una nifa
que consulté al 1 afio y 8 meses por presentar
talla en percentilo 3 (longitud corporal 77,5 cm),
genu varum (Figura 1) y leve ensanchamiento
de muriiecas. Entre los antecedentes familiares
la abuela materna presentaba talla de 1,56 m,
fracturas mudltiples, hipofosfatemia en trata-
miento con sales de fésforo. El tio materno ha-
bia presentado raquitismo tratado en la infancia

hallazgos moleculares

con talla adulta normal de 1,67m y bioquimica
normal en el momento de esta investigacion. A
posteriori en la madre se detecté hipofosfatemia
asintomatica.

En una familia (ll), constituida por madre y
dos hijos varones con fenotipo de RH no se en-
contrd ninguna mutacion en los dos genes es-
tudiados (Tabla 2).

Esporadicos:

Los familiares relacionados fueron evaluados
en todos los casos segun posibilidades, se con-
sideraron esporadicos por ausencia de fenoti-
pos (hipofosfatemia, alteraciones somaticas) y
genotipos en familiares vinculados al propésito.

Se observaron mutaciones del gen PHEX en
2/5 casos esporadicos (44%) uno de los cuales
se presenté en forma tardia (28 afios): se trataba
de una mujer que habia manifestado su enfer-
medad luego del segundo embarazo. Los es-

Figura 1. A. Caso indice: una nifia con raquitismo hipofosfatémico autosémico dominante vinculado a

alteracion del gen FGF23. Obsérvese el genu varum. B. Radiografia de la paciente, nétese el ensancha-

miento de las metéfisis e incurvacion de fémures y tibias.
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tudios bioquimicos mostraron hipofosfatemia,
calcemia normal baja, niveles plasmaticos no
detectados de calcitriol e hiperparatiroidismo
(Tabla 1 A-B).

Fenotipo

Los pacientes con alteraciones del PHEX
presentaban fenotipo somatico mas grave (ta-
lla baja, genu varum), sin embargo se observd
expresiones variadas en algunos familiares (Hi-
pofosfatemia sin alteraciones esqueléticas). Las
manifestaciones leves se diagnosticaron en for-
ma mas tardia o como parte de la investigacién
familiar (Tabla 2; Tabla 3).

Se consider6 que el 68,4 % (13 de 19) de los
RHLX eran graves, 10,5% (2 de 19) moderados
y 21% (4 de 19) leves (Tabla 1y 2). Las manifes-
taciones somaticas del RHAD se presentaron
en forma incompleta, con fenotipo menos grave
y a variable edad de comienzo (Tabla 2). No se
observaron diferencias de sexo en relacion a la
gravedad del fenotipo.

Genotipo

Se hallé una mutacion sin sentido del FGF23
en 4 miembros afectados de la Familia I: ¢.536
G>A, R179Q, en el exdn 3 (Figura 2).

Se detectaron 8 mutaciones del gen PHEX, 6
de origen familiar y 2 casos esporadicos. Algu-
nas de estas variaciones estaban previamente
descriptas en la literatura (Tabla 3).

Se observaron 4 nuevas mutaciones del gen
PHEX: Familia lll: (madre e hijo) c. 552 insercion
G+1 del intrén 3-4 en sitio splicing dador. Fami-
lia IV: (hijo, madre y tia) presentaron una muta-
cion silenciosa ¢.401 C>A en posicién 11 exén
3. Familia VII: (hija y madre) mutacién con efecto
codén stop, ¢.1241 C>G en posicién 105 del
exon 9. Una nifa (Familia XI) mostré una muta-
cion silenciosa ¢.2260 T>G en posicidon 93, exdn
20 (esporadico) (Tabla 4).

Discusion

En los ultimos afios se han realizado grandes
avances en el entendimiento de las bases mole-
culares y bioquimicas de los desérdenes hipo-
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®

Figura 2. Arbol genealdgico de una familia con raqui-
tismo hipofosfatémico autosémico dominante. Alte-
racion del gen FGF23: sin sentido en 4 miembros.
Exon 3: ¢.536 G>A, R179Q. Cuadrados: varones,
circulos: mujeres. Figuras rellenas: casos afectados.

fosfatémicos heredados y adquiridos. La identi-
ficacién de trastornos genéticos en los raquitis-
mos hipofosfatémicos hereditarios como RHLX,
el RHAD y el RH autosémico recesivo (RHAR)
han permitido un mejor entendimiento de los
factores causales de pérdida de fosfatos.5":82627

El RHLX es la forma mas comun de los ra-
quitismos hereditarios. Se produce por muta-
ciones que inactivan el gen PHEX que codifica
una proteina de 749 aminoacidos, miembro de
la familia M13 de las metaloproteasa de mem-
brana, localizado en el cromosoma Xp22. Se
describieron hasta la fecha 329 mutaciones.? El
gen PHEX regula de manera aun poco conocida
la sintesis y/o actividad del FGF23.367

El RHAD es una forma rara de presentacion.
Esta forma de RH esta vinculada con mutacio-
nes del gen FGF23, localizado en el cromosoma
12 (12p13.3). Su proteina FGF23 se segmenta
entre Arg(179) y Ser(180), y este proceso eli-
mina su actividad biolégica. La mutacién mas
frecuente, es una mutaciéon missense en el sitio
de clivaje del FGF23 que envuelve a los ami-
nodacidos 176 y 179 (RXXR motif) dando lugar a
una mutacién activante de funcion del FGF23 al

codificar una proteina resistente a la fragmenta-
Cién_10,13,28—30
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Tabla 2. Fenotipo y tipo de herencia de 13 familias portadoras de casos de raquitismo hipofosfatémico.

Familia Paciente Sexo Edad diag Herencia Fenotipo
| 1 F 1.7 afios * AD M
| 2 F Adulto AD L
| 3 M Nifiez AD L
| 4 F Adulto AD M
Il 1 M 2.0 afios * LXo0AD? G
] 2 M 1.1 afios LX0AD? G
Il 3 F Nifiez LX o0 AD? G
1} 1 M 2.0 afios* LX G
] 2 F Nifiez LX G
v 1 M 0.8 afos* LX G
v 2 F Nifiez LX G
v 3 F Nifiez LX G
v 1 F 3.3 afios* LX M
vV 2 F 48 afios LX L
) 3 F 19 afos LX L
v 4 M 22 afos LX L
Vi 1 F 2 afos* LX G
vi 2 F 1 afio* LX G
Vi 3 F Nifiez LX G
Vil 1 F 1,4 afios* LX G
Vil 2 F 50 afios LX L
Vil 1 F 5 afios* LX G
Vil 2 F 1 afio LX G
vill 3 F Nifiez LX G

El asterisco sefala el propdosito. F: femenino, M: masculino, AD: autosémico dominante; LX: ligado al cro-

mosoma X; L: leve; M: moderado; G: grave.
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En nuestra observacion hemos comprobado
una alta frecuencia de RH familiar cuya base mo-
lecular se adscribe a mutaciones del gen PHEX,
que también fue hallada en 2 de 5 casos espo-
radicos. Se ha detectado una mutacion activan-
te del gen FGF23 en una familia que presentaba
RH con herencia autosémica dominante. No se
hallaron mutaciones de los genes PHEX o FGF
23 en 1 familia y 3 casos esporadicos.

Este estudio coincide con otras series mas
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extensas'®'”31-8 en las cuales se han evaluado
casos familiares y esporadicos siendo la altera-
cion del gen PHEX el genotipo mas frecuente.
El raquitismo autosémico dominante y el re-
cesivo son raras formas de presentacion. 83234
Gaucher y col.,’® Ruppe y col.,*> Kinoshita y
col.?* detectaron en sus estudios, 1 familia con
RH autosémico dominante por alteracion del
gen FGF23 en 118 pedigrees, 27 familias y 27
pacientes respectivamente. Estos estudios de-

Familia lll

insG p+1en intrén 3-4 sitio de splicing

Familia VIl - Familiar

O

e

- L S TR
i

ey x
o B B e B

exon 9 p 105 C>G codon stop

Familia IV

mutacion silenciosa T > G en posic93 exdn 20.

E3p 11 G=T Mut silenciosa

Familia XI - Esporadico

Figura 3. Alteraciones del gen PHEX no reportadas en la literatura. Se describen en 4 tipos de alteracio-

nes, 3 en casos familiares y uno correspondiente a un caso esporadico.
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hallazgos moleculares

Tabla 3. Fenotipo y genotipo hallado en 5 familias evaluadas por caso indice. Se asume como casos

esporadicos.

Familia Paciente Sexo Edad diagnéstico Herencia Fenotipo Genotipo
IX 1 F 1,5 afnos ? G -
X 1 M 1.0 afios ? G -
X1 1 F 2.0 afios ? M PHEX
X 1 F 1,7 afios ? M -
Xii 1 F 28 afios” ? G PHEX

#Caso de presentacion post parto, presentaba manifestaciones somaticas de osteomalacia y bioquimica

caracterizada por hipofosfatemia, hiperfosfaturia, calcemia normal baja, hiperparatiroidismo, calcitriol no

detectable, fosfatasa alcalina elevada.

muestran que la causa mas frecuente de RH es
secundaria a mutaciones del gen PHEX tanto en
formas familiares como esporadicas.

El predominio de sexo femenino es caracte-
ristico de nuestra serie y también se comprueba
en otros estudios. 1517:24.33.35

En nuestro trabajo comprobamos altera-
ciones del gen PHEX en el 75% de los casos
familiares (6 de 8 familias) y en el 44% de los
casos esporadicos (2 de 5 casos). Esta preva-
lencia coincide con estudios previos %% en los
cuales se utilizd un método similar de estudio
molecular que el utilizado en nuestra investiga-
cién: SSCP/HD y secuenciacion directa de las
regiones con patron de bandas alterado. En es-
tos trabajos se detectaron variaciones del gen
PHEX en el 55%,% 74%,% 45,5%,% respectiva-
mente de todos los casos (familiares y espora-
dicos). Las mutaciones halladas se localizaron
en exones frecuentes descriptos en el consorcio
PHEXy la literatura. 16253638

En estudios recientes se han detectado al-
teraciones genéticas del gen PHEX en el 100%
de casos esporadicos,’” 100% de familiares y
esporadicos ** 91% de casos familiares y 73%
(esporadicos)'® utilizando nuevas técnicas como
MLPA: multiple ligation probe amplification (en
inglés) que detecta con alta sensibilidad dele-
ciones e inserciones gendmicas, PCR en tiem-

po real [High resolution melting curve technique
(HRM)] y estudio del ARNm.7:16:33.34

Los pacientes con RHLX presentaron un
fenotipo grave en su mayoria, sin embargo se
observaron casos leves en familiares asintoma-
ticos (madre, tia y primos) evaluados para esta-
blecer el genotipo familiar (familias V y VII).

Como describen otros estudios,’®* no se
relacionaron fenotipos segun alteraciones del
genotipo. Muchos autores sostienen que las for-
mas con importantes deleciones generan pro-
teinas truncadas asociandose a fenotipos mas
graves. Holm y col.?* no verificé diferencias sig-
nificativas en aquellos genotipos que codifican
proteinas truncadas versus los otros. Por el con-
trario Morey y col.’” verificaron un fenotipo mas
grave en aquellos genotipos que codificaban
proteinas truncadas; la diferencia se adscribe a
que detectaron un mayor nimero de mutaciones
en esta serie por el uso técnicas mas complejas.

La familia V de nuestra casuistica, pre-
senta una mutacién en el exén 2 cercano al
extremo 5’UTR, fue la Unica que expresé en
sus miembros un fenotipo moderado a leve.
La mutacién missense, no determina cambios
estructurales graves en la proteina y ademas
se especula que el sitio alterado codifica zo-
nas no tan importantes como las descriptas a
partir del exén 13 hasta el extremo 3’'UTR que
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Tabla 4. Alteraciones moleculares del gen PHEX halladas en formas familiares y esporadicas de presentacion.

Familia Exon ADNc Efecto de la Mutacion Herencia
] 13-4 c. 552 +1insG* Splicing alterado F
v E3 c. 401 C >A* Mutacion silenciosa F

Mutacion
v E2 c.378 T>C missense F
(p.Cis60Arg)
VI E21 c. 2341delC Frame shift F
Vil E9 ¢.1241 C>G* Codon stop F
¢.1053 - 1G>A .
L el e S ok j
c.1482+22del T plicing :
XI E20 €.2260 T>G* Mutacion silenciosa E
Xl E8 c. 1136 +41A>G Splicing alterado? E

F: familiar, E: esporadico

codifican residuos cistina y el sitio de unién
del zinc de la proteina.'617:24.36

La paciente de la familia XlIl expreso su en-
fermedad en forma tardia, en situaciones de alto
requerimiento de fosforo luego del embarazo.
Este caso esporadico presentd ademas hiper-
paratiroidismo secundario previo al tratamiento.
Los casos de aparicién de la enfermedad en pe-
riodos tardios de la vida han sido descriptos en
el consorcio PHEX db.mcgill.ca y en diferentes
series.1617:343539 | g presencia de hiperparatiroi-
dismo es un tema de controversia, sin embargo
en la serie de Morey y col.'” algunos pacientes
presentaron hiperparatiroidismo antes del inicio
del tratamiento con sales de fosforo y también
se describe esta posibilidad en otra revision.”

No se observaron alteraciones del gen PHEX
ni FGF23 en una familia con herencia dominante
y en tres casos esporadicos. La madre y los dos

* mutacion no descripta previamente

hijos varones afectados presentaban un fenoti-
po grave (familia ll). La falta de deteccion puede
adscribirse al método de estudio del gen ya co-
mentado arriba. Por otra parte se ha descripto
indemnidad de ADN en pacientes con fenotipo
caracteristico de RHLX y deteccién de varia-
ciones estructurales en el ARNm que codifica
la metaloproteasa (splicing alterado).'”** Esta
familia tiene un tipo de herencia autosémica do-
minante o ligada al X'y es poco probable que se
trate de alteraciones de genes vinculados a los
RHAR.”#

En relacién a los 3 casos esporadicos en los
que no se hallaron mutaciones, se especula que
otros genes no evaluados podrian ser causales
del RH como DMP1 o ENPP1, previamente des-
cripto en los casos de RHAR.”#

Cuatro mutaciones nuevas se hallaron en el
gen PHEX en esta serie: tres en familias, y un
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caso, considerado esporadico. Una de ellas fue
una mutacién intrénica atribuida al nucleétido
mas cercano al exén contiguo que determind
un splicing alterado. La mutacién observada en
el exén 9 determina un codén stop. Las restan-
tes fueron mutaciones silentes no descriptas
en la literatura. Existen dudas sobre la relacion
entre el reemplazo de un Unico nucleétido y la
ocurrencia de enfermedad, especialmente en la
familia XI donde un solo miembro esta afectado.
Las nuevas mutaciones halladas se localizan en
la zona del intrén 1-3 y exones 3, 9 y 20, sitios
del ADN que codifican los residuos de cistina de
alta presencia en diferentes especies de mami-
feros_16,24,38

Es de interés destacar que en las ultimas
publicaciones se registran nuevas mutaciones
del gen 1617,32343540-42 y; o] notable incremento del
registro de nuevas mutaciones en el consorcio
PHEX db.mcgill.ca, desde el inicio de este es-
tudio, 2008. La base de datos fue consultada
en distintos momentos de este trabajo, consta-
tandose un incremento cercano a 100 nuevas
mutaciones.

En una misma familia (VIll), hemos hallado
varias mutaciones en el exén 8 (dos tipos de
mutaciones) y en el exén 13 en diferentes indivi-
duos, configurando un fenotipo grave en todos
los miembros estudiados. Esta observacion de
diferentes mutaciones en distintos exones de
miembros de una misma familia fue descrita
también en otras series investigadas; algunas
de ellas corresponden a polimorfismos.'®

Se ha descubierto en esta serie de RH, una
familia con mutaciones del gen FGF23; sus
miembros presentaron una expresion fenotipica
moderada o leve y distintos momentos de apari-
cién de la enfermedad. El fenotipo fue en el caso
indice moderado, madre leve, abuela moderada
y de aparicion tardia, tio de manifestacion en la
nifiez y mejoria clinico-bioquimico en la adultez.
Nuestra familia coincide con las descripciones
clasicas de RHAD los cuales se agrupan en dos

hallazgos moleculares

formas clinicas: un grupo que presenta pérdida
renal aislada de fésforo, dolor éseo, debilidad
muscular y a veces fracturas pero sin deformi-
dades de las extremidades inferiores especial-
mente observada en adolescentes y adultos.
El otro grupo se presenta en la primera infancia
con pérdida de foésforo, raquitismo, trastorno
del crecimiento y deformidades de las piernas.
Mientras que en la mayor parte de los pacien-
tes la hipofosfatemia persiste en la edad adulta,
algunos pierden el trastorno de reabsorcién de
fosfato luego de la pubertad, como parece ha-
ber ocurrido en el tio del caso indice de la familia
(datos no mostrados).”®

Conclusiones

Se detectaron mutaciones del PHEX en la
mayoria de los casos especialmente en los fa-
miliares. Describimos 4 nuevas mutaciones del
gen PHEX no consignadas (PHEX db.mcgill.ca).
Si bien se observaron diferentes tipos de mu-
taciones, el fenotipo fue similar en las distintas
familias. EI RHAD presentd un fenotipo menos
grave y de variable manifestacion entre los
miembros de la familia.

Se aconseja la evaluacion genética en las
manifestaciones clinicas esporadicas y tardias;
son frecuentes las mutaciones del PHEX y su
deteccion descarta otras enfermedades como
tumores inductores de osteomalacia que son de
lenta expresion clinica.

El estudio molecular de los genes PHEX y
FGF23 es una herramienta Util para establecer
diagnéstico, tratamiento temprano, prondstico
y consejo genético para los pacientes y su des-
cendencia.
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Romosozumab in postmenopausal women with low bone

mineral density
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Leon Schurman*

LIOMM (Laboratorio de Investigacion en Osteologia y Metabolismo Mineral), Facultad de Cien-

cias Exactas, Universidad Nacional de La Plata.

La posibilidad de introducir nuevos esque-
mas terapéuticos para la osteoporosis donde
se hace hincapié en la utilizacién de farma-
cos con efectos anabdlicos se refleja en este
trabajo recientemente publicado en el New
England Journal of Medicine que utiliza el an-
ticuerpo antiesclerostina como variante tera-
péutica.

El sistema WNT-$ catenina es un con-
trolador maestro de la formacion Osea. Esta
implicado en la formacién 6sea ya durante el
crecimiento embrionario, se activa al unirse a
los correceptores LRP 5-6 (low density lipo-
protein receptors releted proteins 5-6) y al re-
ceptor frizzled (rizado). Regula positivamente
la produccion de osteoprogeterina y en forma
negativa la de RANK L.'?

La esclerostina es una glicoproteina se-
gregada por los osteocitos y codificada por
el gen SOST. Actia como un inhibidor clave
para mantener la formacién ésea en limites

* Correo electrdnico: aschurman@intramed.net

normales y evitar un efecto deletéreo de un
crecimiento no controlado. Cuando falta el
gen SOST se produce un proceso denomina-
do esclerostosis.>* La esclerostina realiza la
sintonia fina en la regulacion del remodelado
6seo (formacién). Es producida, luego de la
mineralizacion primaria, por los osteocitos en
los osteones recién formados para restringir la
formacién 6sea por parte de los osteoblastos.
Actua como un modulador local de la funcién
de los osteoblastos maduros y regula en for-
ma negativa la maduracién de los preosteo-
blastos. En pacientes con FX de cadera se
han encontrado mayores niveles circulantes
de esclerostina, lo que explicaria el mayor re-
cambio 6seo y la hipomineralizacion.®®

La esclerostina es inhibida por la PTH y
esto explica en parte la accién anabdlica de
la PTH. Es la primera sustancia osteoactiva
generada en los osteocitos y no dependiente
directamente del sistema osteoblasto-osteo-
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clasto. Identificada como blanco terapéutico
de anticuerpos monoclonales humanizados,
antiesclerostina ha demostrado utilidad en el
tratamiento de la osteoporosis en los modelos
animales observando un aumento de la densi-
dad mineral 6sea (DMO) del area cortical y del
volumen 6seo.”

Este trabajo es un estudio multicéntrico
fase 2, aleatorizado, controlado con place-
bo, donde en 8 grupos se evalud la eficacia
y seguridad del anticuerpo antiesclerostina
romosozumab en 419 mujeres posmenopau-
sicas de 55 a 85 afios que tenian baja densi-
dad mineral 6sea (T-score de -2,0 0 menos en
columna lumbar, fémur total o cuello femoral).
Los pacientes fueron aleatorizados y asigna-
dos a recibir romosozumab mensualmente
por via subcutanea en dosis de 70,140 o0 210
mg, o cada 3 meses en dosis de 140 o 210
mg, placebo por via subcutanea, o alendrona-
to 70 mg semanales por via oral, o teriparatida
20 pg diarios por via subcutanea. El objetivo
principal fue evaluar el porcentaje de cambio
de la DMO en columna lumbar a los 12 meses.
Como objetivo secundario se propusieron
evaluar el porcentaje de cambio de la DMO en
otros sitios esqueléticos (fémur total y cuello
femoral a los 6 y 12 meses y del tercio distal
del radio a los 12 meses) y del propéptido del
colageno tipo 1 (PINP) como marcador de for-
macion ésea y el telopéptido C terminal del
colageno 1 (3-CTX) como marcador de reab-
sorcion 6sea en los meses 1,6,9y 12.

De los 419 pacientes enrolados en el estu-
dio, 383 lo completaron. La edad media de los
participantes fue de 67 afios; el 86% de ellos
eran blancos y la media de los T-scores en co-
lumna lumbar, fémur total y cuello femoral fue
de -2,29,-1,53 y -1,93, respectivamente.

En el mes 12, agrupados todos los pacien-
tes que recibieron romosozumab y compara-
dos con los que recibieron placebo, presen-
taron un incremento significativo de la DMO
en columna lumbar (p<0,001) independiente-
mente de la frecuencia de la dosis (mensual
o0 cada 3 meses) y de la dosis administrada

Comentarios Bibliograficos

(140 mg o 210 mg). Ese mismo resultado se
observo en cada uno de los 5 grupos tratados
con romosozumab comparado con el del gru-
po de placebo en la mediciéon de la DMO en
columna lumbar, fémur total y cuello femoral
(p<0,001).

La ganancia mas importante fue observa-
da con la dosis de 210 mg mensual con un
incremento a los 12 meses del 11,3% en co-
lumna lumbar, 4,1% en fémur total y del 3,7%
en cuello femoral. Ese incremento fue signifi-
cativamente mayor que el observado en los
grupos que recibieron alendronato y teripara-
tida (p<0,001). No se observaron diferencias
significativas entre todos los grupos a nivel
del tercio distal del radio. A los 6 meses hubo
diferencia significativas entre todos los grupos
que recibieron romosozumab comparados
con placebo en columna lumbar y fémur total
(p<0,006), mientras que en cuello femoral a los
6 meses el incremento de la DMO fue mayor
con las dosis de 140 y 210 mg mensuales y
la de 210 mg cada 3 meses comparadas con
placebo (p<0,02). En el mes 6, el incremento
de la DMO en las 3 zonas estudiadas fue ma-
yor con las dosis de 140 y 210 mg mensuales
que la observada en los grupos que recibieron
alendronato o teriparatida.

En el grupo que recibié romosozumab, el
incremento del PINP fue transitorio: los ma-
yores niveles se obtuvieron en el primer mes
y retornaron a los niveles basales o levemente
debajo de ellos entre los meses 2 y 9. Con
respecto al B-CTX disminuye, mas intensa-
mente en la primera semana. Los grupos que
recibian la dosis en forma mensual permane-
cian por debajo de los niveles basales en el
mes 12. Con respecto a los niveles de calcio,
descendieron durante el primer mes pero re-
tornaron luego a los niveles basales. Hubo un
incremento compensatorio en los niveles de
PTH que fue dosis-dependiente de los distin-
tos grupos que recibian romosozumab.

Con respecto a los efectos adversos, los
eventos fueron similares en los grupos que re-
cibian romosozumab y el grupo placebo. La
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reaccion local en el sitio de la inyeccion fue
mas frecuente con romosozumab que con
placebo, pero no hubo relaciéon dosis-res-
puesta. La incidencia de efectos adversos se-
rios fue en el grupo placebo del 14% (7 sobre
50 participantes), 8% en el grupo alendronato
(14 de 51), 9% en el grupo teriparatida (5 de
54), 10% en el grupo que recibia 210 mg men-
suales de romosozumab (5 de 51) y 7% entre
todos los grupos que recibian romosozumab
(17 de 255). No se observaron cambios impor-
tantes en los signos vitales, valores de labora-
torio y ECG.

En sintesis, romosozumab administrado
por via subcutanea mensualmente o con in-
tervalos de 3 meses por un periodo de 12 me-
ses fue acompafado por un rapido y transito-
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SECCION CULTURAL / Cultural Section

Scrimshaw

Ariel Sanchez*
Centro de Endocrinologia, Rosario.

Scrimshaw es una palabra que proviene
del inglés, de etimologia dudosa, que significa
el arte de la escultura y la pintura sobre mar-
fil o la grabacion en los dientes y huesos de
la mandibula de los cachalotes.

Las piezas son variadas, utilitarias y deco-
rativas, tales como cuadros, dedales, lapice-
ras, etcétera.

Esta forma de arte tradicional esta vin-
culada a la actividad de la caza de balle-
nas, particularmente la realizada por mari-
neros estadounidenses y portugueses. El
scrimshaw permitia una ocupacion placen-
tera en las horas de ocio a bordo. La caza
de ballenas era muy peligrosa y no podia
desarrollarse por la noche. Esto les daba a
los balleneros mas tiempo libre que a otros
marineros.

Las técnicas mas utilizadas son la incisién o
la grabacion, y las muescas estan pigmentadas.

Una gran parte de las piezas son anénimas. El
scrimshaw primitivo se realizaba con agujas bas-
tas de coser velas, y el movimiento de la nave,
asi como la mayor o menor habilidad del artista,
produjo dibujos de diferentes niveles de detalle
y belleza. Originalmente, el hollin y el jugo de ta-
baco se utilizaban para visualizar mejor el graba-
do. Luego se uso tinta que los marineros llevaban
al barco antes de iniciar la travesia. Los artistas
de hoy usan herramientas mas finas en varios
tamarios, en su mayoria tomadas de la industria
dental. Algunos realzan su trabajo con mas de
un color. En ciertas regiones (por ejemplo, Nueva
Inglaterra) las muestras policromas de este arte
son muy populares. Véanse las Figuras 1y 2.

Fuente: Wikipedia

Figura 1. Hueso grabado con la efigie de un marinero.

Figura 2. Imagen de un velero grabada en un colmillo.

* Correo electrénico: asanchez@circulomedicorosario.org
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CARTAS AL COMITE DE REDACCION / Letters to the Editor

¢EL MECANOSTATO, UN SISTEMA AUTOREGULADO?

Ademas de haber disfrutado de la lectura
del reciente articulo de revision de Ferretti JL y
col. (Actual Osteol 2014; 10(1):43-80)," la mis-
ma me ha generado una serie de reflexiones
que quisiera compartir con los autores y lecto-
res de la revista. Las didacticas explicaciones
de la teoria del mecanostato con epicentro en
el osteocito, elevado a paradigma como coro-
lario de las disquisiciones epistemoldgicas de
la introduccidn, no seria por si solo suficiente
de acuerdo a opiniones actuales, para expli-
car el desarrollo de los huesos y el manteni-
miento de su eficiencia mecanica. Desde un
punto de vista tedrico se cuestiona que pue-
da considerarse un verdadero sistema retroa-
limentado pues no se conoce una regulacion
de naturaleza biomecanica del hueso dirigida
al musculo, generador de las fuerzas, cargas,
que los deforman.? Desde ese punto de vista
faltaria en la Figura 2 una flecha desde el rec-
tangulo “rigidez 6sea” dirigido hacia el icono
del musculo. No habria una verdadera interac-
cién sino que la accién seria unidireccional.
Estas observaciones teodricas, han encontra-
do ultimamente su respaldo en investigacio-
nes que evidencian interacciones bioquimi-
cas entre el hueso y el musculo que no son
sistémicas sino por “vecindad”, mediado por
diversos mediadores bioquimicos.? Esto abre
el horizonte de las relaciones musculoesque-
léticas también en el plano biomecanico, sin
menoscabar la validez del mecanostato como
mecanismo autorregulado a nivel estricta-
mente éseo y podria explicar, por ejemplo, la

hipotrofia muscular observable en la osteogé-
nesis imperfecta.®#

Otro aspecto que como clinico amerita un
comentario, es que la aplicaciéon de técnicas
de imagenes que permiten la medicién de
varias de las caracteristicas estructurales de
los huesos mencionadas en la actualizacion
han resultado muy utiles para la investigacion
clinica, pero solo mejoraron discretamente
la insuficiente capacidad predictiva del ries-
go de fracturas osteoporéticas aportada por
la densitometria ésea areal por DXA,® la con-
dicion fragilizante 6sea mas frecuente, tanto
en estudios de caso-control como prospec-
tivos. Esta comprobaciéon probablemente no
deberia sorprender dado que aun un hipo-
tético “estucturometro ideal”, un subrogado
perfecto (un equivalente), de las propiedades
biomecanicas de determinadas subregiones
anatomicas de los huesos, solo evalia uno
de los determinantes fisicos del evento clinico
fractura, ignorando la complejidad (configura-
cion de fuerza, energia o potencia) de la carga
que genéricamente se denomina “traumatis-
mo minimo’ o caida de propia altura.

Dr. Haraldo Claus-Hermberg

Servicio de Endocrinologia y Metabolismo
Hospital Aleman

hclaus@fibertel.com.ar

(Recibido: julio 2014.
Aceptado: julio 2014)
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CARTAS AL COMITE DE REDACCION / Letters to the Editor

RESPUESTA A LA CARTA “;EL MECANOSTATO, UN SISTEMA AU-

TOREGULADO?”

Agradecemos los comentarios y observaciones efectuados por el Dr. Haraldo Claus-Hermberg
que nos incitan a explicar un poco mas profundamente los siguientes puntos de nuestro articulo.

A. Hay paradigmas y paradigmas. La
etimologia de “paradigma” sugiere un “ejem-
plo supremo”, elevado a la categoria divina
por Platon. Su sentido epistemoldgico, mas
mundano, lo considera un “conjunto de ideas
que definen una disciplina cientifica durante
un periodo especifico” - es decir, un concepto
valioso por su grosor, pero inestable.! Nuestro
articulo no “eleva” al concepto del mecanos-
tato centrado en los osteocitos al rango de
“paradigma-ejemplo”; lo que hace es adscri-
birlo (“rebajarlo”) al “paradigma-propuesta”
de Utah (control de la rigidez ésea en funcién
del uso, lejos del limite de fractura), que hace
cuatro décadas sustituy6 a su similar deriva-
do de la Ley de Wolff (simple adecuacion de
la “robustez” de los huesos a las “funciones”
que desempefiarian),?y que no tardara en ser
substituido por otro mejor.

B. El mecanostato no es el “factotum”
del hueso. Los huesos responden al Paradig-
ma de Utah debido 1. a la rigidez y la tena-
cidad de su material mineralizado, y 2. a su
distribucion en el espacio en relacién con las
cargas que soportan (en realidad, todas las
cosas de la vida funcionan como interaccio-
nes entre “calidades” y “distribuciones”). Esta
condicion reconoce soélo 3 determinantes: a.
La morfogénesis (tibia difiere de fémur), b. el
entorno mecanico (direccionalidad de cargas
determina direccionalidad de estructura), y c.

el entorno metabdlico (orientado a controlar
otras variables biolégicas mas vitales). La Fi-
gura 9 del articulo muestra que el mecanosta-
to, limitado por “a”, sélo puede dar cuenta de
la direccionalidad de “b”, perturbado, o rara-
mente coadyuvado, por “c”. El mecanostato
sélo controla la rigidez estructural de los hue-
sos (no su resistencia, porque ésta depende
también de su tenacidad); y no en todos ellos.
El probable “control” colateral de la resisten-
cia 6sea (Figura 3-b), es so6lo una propuesta
técnica sin soporte evidencial; y la alusion
final a un “segundo mecanostato”, que con-
trolaria independientemente la tenacidad, no
pasa de una mocién de anhelo.?

C. El mecanostato no es un sistema “au-
torregulado” (que se regula solo), sino un
sistema “regulador” (que regula a otros).
El mecanostato éseo es un sistema regulato-
rio retroalimentado completo y cerrado en si
mismo, y contenido totalmente en los huesos.
Su receptor (siempre molecular) y su modula-
dor (determinante macromolecular u organelar
de la naturaleza y la direccionalidad de la res-
puesta) estan contenidos en los osteocitos. Su
amplificador es el sistema canalicular que los
conecta con las lining cells, y sus efectores son
los blastos y clastos. Suinput es la deformacion
tisular provocada por las cargas, sus setpoints
son los valores de deformaciéon sensada, por
encima o por debajo de los cuales se dispa-
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ran la modelacién formadora y la remodelacién
perdedora de hueso en forma orientada (que
otros sistemas o factores pueden desplazar, de
modo que el sistema jamas podria considerar-
se autorregulado) su output es la modulacion
direccional de la arquitectura 6sea visible (cuya
deformacion es originalmente sensada por el
sistema — asa cerrada), y la variable regulada es
la rigidez estructural del hueso.

D. Distincion entre mecanostato e inte-
racciones musculo-hueso. Las interacciones
musculo-hueso reconocen factores estaticos y
dinamicos (morfogenéticos, alométricos, me-
céanicos, metabdlicos, etc.), no obligadamente
vinculados con asas regulatorias.*® Para ex-
plicar el mecanostato (6seo) centrado en los
osteocitos (objeto del articulo), sélo interesa el
vector musculo-hueso que vehiculiza la fuerza
contractil hacia la estructura, sin formar parte
de ella. Este vector esta perfectamente ubica-
do en las Figuras 2 y 9, a las que no les sobra
ni les falta ningun elemento descriptivo. Incor-
porar la musculatura a la estructura regulatoria
del mecanostato 6seo equivaldria a reconocer
al sol o a las lamparas dentro de la estructura
del mecanostato que optimiza la claridad de la
visién adaptando la apertura de la pupila a la
luminosidad ambiente.

E. La “absorciometria biomecanica”.
La resistencia 6sea es una propiedad fisica,
determinada en forma excluyente por otras
dos “condiciones fisicas”: la calidad (rigidez,
tenacidad) y la distribucién (geometria de tra-
mas y cortezas) del tejido duro disponible. La
DXA (considerada por Parfitt como basada en
“misleading and often frankly erroneous termi-
nology and units that have encouraged physi-
cians to make diagnostic and therapeutic de-
cisions on the basis of an abstract set of num-
bers that are completely divorced from the un-
dergoing structural reality which the numbers
purport to represent”)” mide la masa de tejido
disponible, pero no mide ninguna de esas dos
propiedades; por tanto, no puede estimar re-

Cartas al comité de redaccion

sistencia, pese a las numerosas correlaciones
(espureas) que parecen demostrarlo. La QCT,
aparte de medir indicadores de masa asimi-
lables a los de la DXA (CMO, vDMO) discri-
minados por tejido, también puede estimar
indicadores de la calidad mecanica (vDMO
cortical, proporcional a la rigidez intrinseca) y
de la distribucién espacial del tejido duro (mo-
mentos de inercia en secciones de huesos
tubulares), con alto correlato biomecanico.®®
Ergo, si se desea comparar el poder discrimi-
nante de ambas tecnologias entre casos frac-
turados y no fracturados, los datos de DXA no
deben cotejarse unicamente contra los de los
indicadores tomograficos de masa, que son
analogos a los que ella determina; sino jus-
tamente con los indicadores de calidad y de
distribucion, que son los candidatos a supe-
rar esa performance. Un ejemplo de este tipo
de omisién es el trabajo del Black et al referi-
do en el comentario recibido,® que esta bien
planificado, ejecutado y analizado; pero cuya
conclusion (“Overall hip fracture prediction
was not improved relative to aBMD, by adding
QCT parameters”) excede los limites del mo-
delo estudiado, porque sélo se miden en él
indicadores tomograficos de masa. Inexplica-
blemente, ese trabajo desecha la aptitud to-
mografica para determinar la distribucion del
tejido duro (momentos de inercia seccionales)
y la geometria (relaciéon diametros/longitud)
del cuello, que son determinantes genuinos
de su fragilidad. Por eso, su conclusion pue-
de inducir infundadamente al lector a pensar
que la tomografia es irrelevante para mejorar
el diagnostico densitométrico de fragilidad.
La conclusion correcta deberia haber especi-
ficado: “... by adding the selected QCT pa-
rameters”. jLo que realmente habria sorpren-
dido seria que ese estudio hubiera detectado
diferencias entre los métodos, ensayados y
comparados de esa forma! Incidentalmente,
el trabajo cita un paper publicado en la misma
revista (Ref 40), del cual uno de nosotros (JLF)
fue coautor," apoyando el valor de los indi-
cadores tomograficos del tamarfio éseo para
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evaluar resistencia, pero volviendo a ignorar
que nuestro trabajo se basé en indicadores
de distribucion (momentos de inercia del radio
distal), antes que de tamafo.

F. El “estructurometro ideal”. Un indi-
cador perfecto de la resistencia de un hue-
so, especifico de sitio y de tipo de fractura,
deberia contemplar. a. la cantidad de tejido
6seo presente en el sitio (metabdlicamente
modulada), b. la calidad mecanica (rigidez,
tenacidad) del tejido mineralizado y de su dis-
tribucion espacial respecto del uso habitual
del hueso en ese sitio (que controla el me-
canostato), y ¢. esas mismas propiedades,
calculadas en relacion con la direccion y la
intensidad del trauma que provocaria la frac-
tura estudiada (que no estan controladas).
La DXA soélo puede medir “a”, sin correlato
biomecanico (como en el trabajo de Black et
al). La QCT (pQCT) puede medir “b”, en for-
ma estandar, en algunos huesos en particular
y en la musculatura que los afecta, 5891213y
“c”, en forma orientada al caso, aun no in-
tentada en estudios serios.’ Si debiéramos
elegir entre “lo que hay”, prefeririamos 1. a
la DXA, so6lo para controlar variaciones de
“a”, sin correlato biomecanico, y 2. ala QCT
(PQCT), para medir “b”, y para intentar me-
dir direccionalmente “c”. Un ejemplo cabal
de la aptitud y de la limitacién de la pQCT
para medir “b” fue el desarrollo original de
nuestro “BSI”,'*'5 que predijo mucho mejor
que la DXA del mismo sitio la carga real de
fractura de fémures de rata en condiciones
estrictamente controladas dentro del modelo

Cartas al comité de redaccion

de estudio. Un ejemplo de la incapacidad de
la misma pQCT para medir “c” en cualquier
instancia fue nuestro propio reporte de un
poder discriminante similar para indicadores
tomograficos de masa (que la DXA hubiera
podido proveer) y de distribucién (momentos
de inercia, BSI’s) en el radio distal de muje-
res post-MP con o sin fracturas de Colles
cuyos mecanismos de produccién no fueron
registrados.’® Un fundamento para la aplica-
cién futura de estos conceptos en modelos
dindmicos direccionales (que podrian permi-
tir calcular “c”), es el calculo del “factor de
seguridad” esquelético orientado a sitio y a
modo de carga (Figura 4d del trabajo de os-
teocitos).

Los autores apoyamos la formulacién de
este tipo de comentarios referidos a nuestro
trabajo por los lectores, toda vez que los aco-
se una duda generada por nuestra referencia
particular al tema. La discusién enriqueceria
a ambas partes, y contribuiria mucho a ac-
tualizar conceptos osteoldgicos indebida-
mente postergados en nuestro medio.

José L Ferretti,

Gustavo Roberto Cointry,

Ricardo Francisco Capozza
Centro de Estudios de Metabolismo
Fosfocalcico (CEMFoC), Universidad
Nacional de Rosario/CONICET.

(Recibido: julio 2014.
Aceptado: julio 2014)
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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 Imagenes 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 acompafiar
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.nim.
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). Hyperten-
sion: 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
Experimental 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 numeros
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 ubicacién con la leyenda “Inserte Tabla nUmero
XXX en este sitio”.

Las Figuras deben enviarse en forma separada del parte del texto. Soélo 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 mi-
crofotografias 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 preparacién o que no coincidan con los propo-
sitos y orientacion de Actualizaciones en Osteologia.

El tiempo de evaluaciéon durara entre 30 y 60 dias. Se notificara por correo electronico al autor
responsable sobre la aceptacion (con correcciones o sin ellas) o el rechazo del manuscrito. La
decision de este sera inapelable. El Comité de Redaccion se reserva el derecho de introducir,
con conocimiento de los autores, todos los cambios editoriales exigidos por las hormas 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 difusién 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
concesion de los derechos de autor y consentimiento de publicacion, firmada por los autores
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 Asociacién Argentina de Osteologia
y Metabolismo Mineral.

Actualizaciones en Osteologia es una publicacion de Acceso Abierto, sin embargo los derechos
de propiedad intelectual deberan ser reconocidos. La transcripciéon 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 concepcién y realizacién del trabajo, participado en la redaccion del texto
y que hayan aprobado la versién 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 Declaracion de Helsinki. Asimismo se debe enviar el modelo de consentimiento infor-
mado utilizado para la realizacién 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 utilizaciéon de animales de laboratorio.

La revista Actualizaciones en Osteologia apoya las politicas para registro de ensayos clinicos
de la Organizacion 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 nUmero 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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