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Resumen

La remodelacion 6sea puede medirse con
marcadores bioquimicos 06seos, is6topos
radioactivos e histomorfometria. En este tra-
bajo se propone un método basado en la far-
macocinética del fluoruro. EI método consis-
te en la medicidn de la fluoremia y la excre-
cién urinaria de fluoruro antes y después de
una dosis endovenosa de fluoruro. Con los
datos obtenidos se aplica un modelo mate-
matico y se calcula la resorcion (Ro) y forma-
cion osea (Fo), medidos en umol/l.min. El
método fue validado en ratas Sprague-Daw-
ley con osteoporosis inducida por ovariecto-
mia (OVX), con tratamiento con zoledronato
(OVX+2), con insuficiencia renal por nefrecto-
mia parcial (NFX) y con hipoparatiroidismo
por paratiroidectomia (PX). En todos los
casos se utilizé6 un grupo control (C) y cada
grupo experimental contuvo 5 ratas; se utili-
zaron los test de Kruskal Wallis y Mann Whit-
ney, considerando diferencias significativas
si p <0,05. Fo y Ro fueron mayores en OVX
(Fo=1,36+0,56 [X+EE]; Ro=1,84 +0,47) con
respecto a C (Fo=0,50+0,07; Ro=0,56%
0,38) y a OVX+Z (Fo=0,34+0,17; Ro=0,45%
0,18). Fo y Ro fueron mayores en ratas NFX
(Fo=5,0040,40; Ro=5,08%0,45) con respec-
to a C (Fo=0,55+0,14; Ro=0,56%0,14). Foy
Ro fueron menores en PX (Fo=0,75+0,08;
R0=0,9610,06) respecto de C (Fo=1,20%+
0,32; Ro=1,4440,27). Conclusiones: el mé-
todo es de bajo costo, mini-invasivo, requie-
re reducido volumen de sangre, permite el
seguimiento de tratamientos con otras dro-
gas y el mismo marcador es utilizado para
medir ambos procesos. Los valores de
resorcion y formacion 6sea obtenidos coinci-

dieron con los valores que se esperaban en
los modelos biolégicos estudiados.

Palabras clave: remodelacion 6sea, hipopa-
ratiroidismo, insuficiencia renal, osteoporo-
sis postmenopausica, ratas, fluoruro.

Summary

NON-INVASIVE TECHNIQUE FOR THE MEA-
SUREMENT OF BONE REMODELING IN
RATS. VALIDATION IN DIFFERENT BIOLOGI-
CAL MODELS

Bone remodeling can be measured through
bone markers and histomorphometry. This
work developed a technique to measure
bone resorption (Br) and formation (Bf) in
rats, using a mathematical model, fluoremia
and renal excretion of fluoride, before and
after an intravenous injection of fluoride, in
rats. The aim of this work was to validate the
method in biological models with modified
bone remodeling. Mann Whitney or Kruskal
Wallis tests were used to compare two or
more groups, respectively. Results are
expressed as mean+SEM and differences
were considered significant if p <0.05. Each
experimental group is composed of 5 rats.
The following models in Sprague-Dawley rats
were used: 1) Post menopausal osteoporo-
sis induced by ovariectomy without treatment
(OVX) and with anti-resorptive treatment with
zoledronate (OVX+Z) in 100-day-old rats. Bf
and Br were higher in OVX (Bf=1.36+0.56,
Br=1.84 £0.47) than C (Bf=0.50%£0.07,
Br=0.56+0.38) and OVX+Z (Bf=0.34+0.17,
Br=0.45+0.18). 2) Chronic renal failure in
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5/6 nephrectomized-100-day-old-male rats
(NX). Bf and Br were higher in NX
(Bf=5.00+£0.40, Br=5.08+0.45) than in C
(Bf=0.55+0.14, Br=0.56+0.14). 3) Hypopara-
thyroidism in parathyroidectomized-140-day-
old-male rats (PX). Bf and Br were lower in PX
(Bf=0.75+0.08, Br=0.96%£0.06) than in C
(Bf=1.20+£0.32, Br=1.44+0.27). Conclu-
sions: The values of bone resorption and for-
mation are consistent with the expected val-
ues for the biological models. The technique
is of low cost, mini-invasive and allows the
evaluation of different treatments.

Key words: bone remodeling, menopausal
osteoporosis, hypoparathyroidism, renal
failure, rats, fluoride.

INTRODUCCION

El tejido 6seo se origina por dos mecanis-
mos: osificacion intramembranosa y osifi-
cacion endocondral. Ambos procesos con-
ducen a la formacion de un mismo tipo de
hueso, que luego se mantiene por el proce-
so de remodelacion 6sea que consta de
dos procesos basicos: la resorcion y la for-
macién oOsea. Los osteoclastos son las
principales células encargadas de la resor-
cion. Entre la fase de resorcion y la de for-
macién, se da un proceso conocido como
fase de reversion, en el cual las células
mononucleares, como macréfagos, forman
una capa de cemento que une el hueso
neoformado con el tejido 6seo existente.
Luego de la formacidon de matriz, ésta se
calcifica y la velocidad del proceso depen-
de de la presencia de pirofosfato, proteinas
no colagenas acidicas de la matriz 6sea y
de la expresion de fosfatasa alcalina en la
membrana del osteoblasto. Normalmente
los procesos de resorcion y formacién 6sea
estan acoplados, es decir la resorcion y for-
macién ocurren en igual magnitud. Estos
procesos mantienen la estructura del
hueso, removiendo hueso antiguo, con
defectos o con microfracturas y rellenando
con tejido 6seo nuevo.?

En algunas patologias, la remodelacion 6sea
puede estar aumentada o disminuida res-
pecto del valor normal, no siendo ninguna de
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las dos situaciones deseables.

La medicién de la remodelacién 6sea es un
proceso que ha sido encarado de maneras
diferentes, dependiendo si se trata de nece-
sidades clinicas o de investigacion basica.
Una técnica utilizada para la determinacion
de la remodelacioén 6sea es la histomorfo-
metria 6sea.? Requiere la toma de biopsias
Oseas y el procesamiento histolégico del
material. Mientras que la histomorfometria
estatica se puede realizar con técnicas his-
tolégicas convencionales, la histomorfome-
tria dindmica se realiza sobre cortes histol6-
gicos de hueso sin desmineralizar, y trata-
miento previo con tetraciclinas, siendo apli-
cable a trabajo con animales. El analisis de
los resultados puede dar una medida del
estado del proceso de remodelacion dsea.
La desventaja y ventaja de este método es
que informara respecto de la zona donde se
obtuvo la biopsia y requiere un personal muy
especializado. Los parametros que se pue-
den medir son numerosos y la aparicidn de
software de andlisis de imagenes ha contri-
buido a hacer estas mediciones de manera
cuantitativa.

Otra técnica de medida de la remodelacién
O6sea es por medio de la utilizacién de mar-
cadores bioquimicos 6seos. Estas son molé-
culas cuya concentracion se puede medir en
plasma y orina, e indican el estado metabd-
lico del tejido 6se0.25 Sus concentraciones
se detectan habitualmente por ELISA, IRMA
o0 RIA. Existen diversas marcas comerciales
y tipos de ensayos para cada uno. Los valo-
res de referencia dependen de las marcas
comerciales y la metodologia utilizada. Los
marcadores bioquimicos 6seos son de
amplia aplicacién en la clinica, dan una
medida global del esqueleto, y no requieren
personal altamente capacitado. Como des-
ventajas se pueden mencionar que los valo-
res hallados no siempre se correlacionan
con la clinica o la realidad dentro del tejido
O6seo y el elevado costo de los equipos de
determinacion. Existen marcadores de resor-
cién y formacion 6sea. Los marcadores de
formacién méas utilizados son: fosfatasa
alcalina total, fosfatasa alcalina 6sea, oste-
ocalcina (BGP). Entre los marcadores de
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resorcibn en la actualidad se dispone de
hidroxiprolina, piridinolina (Pyr), desoxipiridi-
nolina (D-Pyr), telopéptidos: NTX y CTX,
catepsina K, sRANKL, péptido helicoidal del
colageno.

Por altimo, se puede tener en cuenta que el
calcio y el fosfato son dos iones utilizados
en la formacién del cristal de hidroxiapatita,
responsable de la calcificacion del hueso.
Existen iones que tienen afinidad especifica
por el tejido 6seo y pueden ser utilizados
como trazadores de dicho tejido. La capta-
cién de calcio radiactivo por el hueso® como
la de algunos bifosfonatos con trazadores
radiactivos que reemplazan al fosfato en el
cristal han sido utilizados como medida de
la remodelacion 6sea.” 8

Existen otros iones que pueden ser inter-
cambiados por otras partes del cristal, tal
es el caso del estroncio y del fluoruro.

La medicion de la remodelacion 6sea y los
resultados obtenidos sigue siendo un pro-
blema en la clinica y en la investigacion basi-
ca especialmente con animales, donde los
marcadores bioquimicos 6seos no estan tan
desarrollados

La retencidn corporal de fluoruro ha sido uti-
lizada como trazador del tejido 6seo. Este
método se ha validad contra la captacion de
metil-bifosfonato marcado con %°"Tc. Se
halld que en pacientes en los cuales el pro-
ceso de remodelacion 6sea estaba aumen-
tado, la retencidon corporal de fluoruro se
hallaba aumentada y esto, correlaciona ade-
cuadamente con otros parametros de la
remodelacion 6sea como son la excrecibn
urinaria de hidroxiprolina y de la fosfatasa
alcalina 6sea.® Sin embargo, la técnica care-
ce de adecuada sensibilidad para detectar
pequenos cambios.

La medicidn de la remodelacion 6sea en ani-
males de experimentacidn es necesaria para
evaluar el progreso del tratamiento con dro-
gas que tienen efecto sobre el tejido 6seo,
cuando estas sustancias se encuentran en
fase de desarrollo.

La farmacocinética del fluoruro de sodio y el
monofluorofosfato de sodio han sido exten-
samente estudiadas,'®*? obteniéndose
modelos matematicos precisos para la

obtencion de los parametros en la rata. Este
trabajo muestra el desarrollo de un modelo
matematico, la metodologia y los calculos
necesarios para medir simultaneamente la
remodelacion y formacion Osea en esta
especie. En este trabajo se muestra la vali-
dacién del método en modelos experimenta-
les quirdrgicos con remodelacion 6sea modi-
ficada y valores predictivos del proceso
como son la ovariectomia, el tratamiento
con drogas antirresortivas, la nefrectomia y
la paratiroidectomia.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizd con ratas Sprague-
Dawley provenientes del Bioterio central de
la Facultad de Ciencias Médicas de la Uni-
versidad Nacional de Rosario. El nGmero de
animales asi como sexo y edad se especi-
fican en cada uno de los modelos. El pro-
yecto de investigacion fue aprobado por el
comité de Bioética de la Facultad de Cien-
cias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Uni-
versidad Nacional de Rosario. El manejo de
los animales se realiz6 acorde con las
reglas internacionales.®*# Antes de cada
cirugia los animales se anestesiaron con
una mezcla de ketamina (6 mg/100 g peso
corporal) y xilazina (0,6 mg/100 g peso cor-
poral), por via intramuscular. La zona de
incision se desinfectd con iodopovidona y
cuando se detectd falta de analgesia sufi-
ciente como para comenzar la cirugia se
realiz6 la inyeccion de 10 ul de clorhidrato
de lidocaina en 4-5 puntos adyacentes a la
zona de incisidbn. Se suturaron los planos
musculares con lino 90 y el cuero con nai-
lon 50. Se desinfecté la herida con clorhe-
xidina e inmediatamente después de la
cirugia los animales recibieron una dosis
intramuscular de ceftriaxona 3 mg/100 g
peso corporal en 0,1 ml de solucidn fisiol6-
gica estéril en el muslo derecho y 0,05
ml/100 g peso corporal de diclofenac de
25 mg/ml por via intramuscular, en el
muslo izquierdo. La dosis de diclofenac se
repitid cada ocho horas durante el primer
dia del periodo post-operatorio. Se colocd
un collar isabelino que se retird pasadas
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48 horas de la cirugia, con el objetivo de
evitar la autoinjuria del animal. Los anima-
les fueron mantenidos en un bioterio con
ciclo luz-oscuridad (12 h-12 h), temperatura
23-27°C, en jaulas metabdlicas individua-
les, con probetas para la provision de agua
y recoleccién de orina, ambas con aprecia-
cion 0,5 ml. Salvo el dia previo a las ciru-
gias en que las ratas se ayunan por 24 hy
el dia posterior que se les proveen 10 g de
alimento; los animales fueron alimentados
con dieta para roedores (Gepsa, Argentina)
ad libitum. Las muestras de sangre se
obtuvieron de la punta de la cola en capila-
res heparinizados.

Medicion de la remodelacion 6sea

El estudio consta de tres etapas que se rea-
lizan en tres dias consecutivos.

Dia 1: Mediciones basales: Se realizd una
inyeccion intravenosa en la vena de la cola,
de 67 ul/100 g de peso corporal de solucion
fisiolégica, bajo anestesia inhalatoria con
éter sulftrico. El objetivo de esta inyeccion
fue reproducir la intervencién que se realiza-
ra en el segundo dia. De esta manera el ani-
mal esta sometido en el dia de mediciones
basales a los efectos de la inyeccion y la
anestesia, situaciones que actlian como fac-
tores importantes de generacion de estrés.
Luego de la inyeccidon se obtuvo una muestra
de sangre. Se recolectd orina durante 24 h.
Dia 2: Mediciones post-minidosis de NaF:
Luego de la recoleccion de orina de 24 hs se
le realizd una inyeccion endovenosa de 1
umol F/100 g de peso corporal (67 ul/100
g de peso corporal de una solucién 15 mmo-
les/I de NaF, Sigma Co., St Louis, MO, USA).
Para esto se llevaron a cabo los mismos
pasos descriptos para la inyeccién de solu-
cion fisiolégica del dia 1. Luego de la inyec-
cidbn de NaF se obtuvieron tres muestras de
sangre a los 3, 18 y 33 minutos de la inyec-
ciobn endovenosa. La primer muestra se
extrajo a los 3 minutos de la inyeccion de
manera que el fluoruro se distribuya unifor-
memente en el compartimiento sanguineo.
Se recolectd orina otras 24h.

Dia 3: Se recolect6 orina de las 24 h post
dosis de NaF.

Lupo y Rigalli: Medicién de la remodelacién 6sea en ratas

Se determind la concentracidn de fluoruro
en muestras de plasma y orina como se des-
cribe mas adelante. En el tercer dia se termi-
noé el estudio, retornando la rata a la condi-
cion previa al estudio.

Calculo de remodelacion, formacion y resor-
cion osea

Para estos céalculos se utilizd un modelo
matematico desarrollado a partir de la far-
macocinética del fluoruro en la rata (ver
Anexo).

Con los valores de fluoremia basal y la con-
centracion de fluoruro de la orina obtenido el
dia 2 se calculd la remodelacion 6sea (resor-
ciobn 6sea + formacion 6sea), que simboliza-
remos en adelante con Vo. Posteriormente,
con las fluoremias medidas en las muestras
obtenidas el dia 2 (3, 18 y 33 minutos luego
de la dosis de NaF) y la concentracion de
fluoruro en orina obtenida el dia 3 se calcu-
6 el valor de resorcion 6sea (Ro). Con los
valores obtenidos de Vo y Ro se obtiene el
valor de formacién 6sea (Fo). Fo y Ro se
miden en umol/l.min

MODELOS BIOLOGICOS CON REMODELA-
CION OSEA MODIFICADA

Insuficiencia renal (modelo de alta remode-
lacion osea)

La insuficiencia renal se indujo por nefrec-
tomia de 5/6 (NFX)*® en 5 ratas macho de
7 semanas. Un grupo de 5 ratas se utilizd
como grupo control con cirugia simulada
(sham NFX). El modelo quirargico implica la
realizacion de dos cirugias separadas por 1
semana: Primer cirugia: luego de la aneste-
sia se le realiz6 la ablacion del rinbn dere-
cho previa incision lumbar paramedial dere-
cha y ligado del pediculo renal. Segunda
cirugia: se realizb una incision sub-frénica
izquierda, y luego de la identificacion del
rindn izquierdo se retird el tejido conectivo
proximo al pediculo renal dejando a la vista
la arteria renal y sus ramas. Se llevd a
cabo una microligadura quirdrgica, por
medio de lupa estereoscdpica de dos de
tres ramas extrarrenales de la arteria renal
izquierda, provocando una necrosis isqué-

12

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 5 - N° 1 - 2009



Lupo y Rigalli: Medicién de la remodelacién 6sea en ratas

mica de aproximadamente dos tercios
(2/3) del parénquima. Se comprob6 Ila
isquemia por cambios en la coloracion del
tejido, que cambia de color rojo oscuro a
negro. A los animales del grupo control
(sham NFX) se los expuso a una cirugia
simulada, que consisti6 en los mismos
pasos pero sin la extirpacion del rindn dere-
choy la ligadura de las mencionadas ramas
arteriales del rindén izquierdo.

Sesenta dias después de la segunda ciru-
gia los animales NFX y los sham NFX fueron
sometidos a medicidon de la remodelacion,
formacion y resorcion 6sea como se detalld
anteriormente. El mismo dia se determind
el clearance de creatinina para evaluar la
funcién renal, a través de valores de creati-
nina plasmatica, urinaria y el volumen
minuto urinario.

Ovariectomia (modelo de alta remodelacion
0sea) y tratamiento con bifosfonatos
(droga antirresortiva)

Se realizd ovariectomia bilateral (OVX) en
un grupo de 10 ratas hembras de 9 sema-
nas. Cinco ratas ovariectomizadas recibie-
ron inyeccion subcutanea semanal de acido
zoledroénico (0,15 ug/100 g de peso corpo-
ral). Las otras 5 ratas OVX actuaron como
modelo de osteoporosis postmenopausica.
El grupo control estuvo formado por 5 ratas
que fueron sometidas a cirugia simulada
(sham OVX). La ovariectomia se realizd a
través de dos incisiones ventrales parame-
diales y dos ligaduras, una a la altura de la
arteria ovarica y otra en el extremo distal
del Gtero. Se realiz6 luego la excision del
ovario. Sesenta dias después de la ovariec-
tomia y el tratamiento con &acido zoledroéni-
co se midid la remodelacidon 6sea. El éxito
de la ovariectomia fue verificado al finalizar
el experimento por la disminucién del peso
del Utero respecto de los animales sham
OVX.

Paratiroidectomia (Modelo de baja remode-
lacion osea)

Se realizd paratiroidectomia en 5 ratas
macho de 18 semanas (PX) y 5 ratas fueron

sometidas a una cirugia simulada (sham
PX). Se realiz6 una incisibn mediana en el
cuello a la altura del masculo esternohioi-
deo, exponiendo la glandula tiroidea. Con la
ayuda de microférceps, bisturi y una lupa
estereoscopica se realizd la ablacion de
ambas glandulas paratiroideas. Treinta dias
después de la paratiroidectomia se realiz6 la
medida de la remodelacion 6sea. El éxito de
la cirugia fue verificado por medio de la
medicion de calcemia 48-72 horas luego de
la operacion. Los niveles de calcio en plas-
ma menores de 7,5 mg/dl indican el éxito
de la cirugia.

Determinaciones

Calcemia: por espectrofotometria con un kit
comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina).

Creatinina urinaria y plasmatica: por espec-
trofotometria con kit comercial (Wiener Lab,
Rosario, Argentina).

Fluoruria: por potenciometria directa con
electrodo de ion especifico Orion 94-04,
Orion Research Inc., Cambridge MA, USA.*®

Fluoremia: se realizb por potenciometria
directa post destilacion isotérmica del flaor
de las muestras de plasma.®

Analisis estadisticos

Cuando se compararon mas de una muestra
se utilizd el test de Kruskal Wallis y para la
comparacion de dos muestras el test de
Mann Whitney. Se consideraron diferencias
significativas si p <0,05. Por claridad los
resultados se presentaron como
mediazterror estandar, aunque los tests utili-
zados fueron no paramétricos.

RESULTADOS

Insuficiencia renal cronica inducida por
nefrectomia de 5/6 en ratas macho de 120
dias (NFX).

Fo y Ro fueron mayores en ratas NFX con
respecto a sham NFX (Fig 1). El clearance de
creatinina de los animales NFX (1,23+0,3
ml/min) fue significativamente menor que
en el grupo sham NFX (2,5£0,8 ml/min).
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Figura 1. medidas de formacién 6sea (Fo, izquierda) y resorcién 6sea (Ro, derecha) en ratas controles (sham
NFX) y con insuficiencia renal (NFX). Los resultados se expresan como mediatEE por razones de simplicidad,
aunque el analisis estadistico fue el test de Mann Whitney. * indica diferencias significativas respecto de sham
NFX p <0,05.

Osteoporosis postmenopausica inducida to a sham OVX 'y a OVX+Z (Fig. 2). El peso
por ovariectomia sin tratamiento (OVX) y del Gtero (mg/100 g peso corporal) de los
con tratamiento antirresortivo con acido animales OVX (32,3+1,1) fue significativa-
zoledronico (OVX+Z) en ratas de 130 dias. mente menor que en los animales sham
Fo y Ro fueron mayores en OVX con respec- 0OVX (140,0£20,0).
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sham OVX OVX OVX+Z sham OVX ovX OVX+Z

Figura 2. Medidas de formacion 6sea (Fo, izquierda) y resorciéon 6sea (Ro, derecha) en ratas controles (sham
OVX), en ratas ovariectomizadas (OVX) y en ovariectomizadas con tratamiento antirresortivo (OVX+Z). Los resul-
tados se expresan como mediatEE por razones de simplicidad, aunque el analisis estadistico fue el de Krus-
kal Wallis. * indica diferencias significativas respecto de los otros grupos p <0,05.

Hipoparatiroidismo por paratiroidectomia cemia (mg/dl) de los animales paratiroidec-
(PX) en ratas macho de 150 dias tomizados (3,8+1,9) fue significativamente
Fo y Ro fueron significativamente menores menor que en los sham PX (9,7x0,9).

en PX respecto de Sham PX (Fig. 3). La cal-
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B -
c =
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n- ]
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Figura 3. Medidas de formacion 6sea (Fo, izquierda) y resorcién 6sea (Ro, derecha) en ratas controles (sham
PX) y con paratiroidectomia (PX). Los resultados se expresan como media+EE por razones de simplicidad, aun-
que el anélisis estadistico fue el test de Mann Whitney. * indica diferencias significativas respecto de sham PX
p <0,05.
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DISCUSION

Los valores de resorcion 6sea (Ro) y forma-
cion o6sea (Fo) obtenidos coincidieron con
los valores esperados de dichas variables
en los modelos biol6égicos estudiados. El
método propuesto es de baja complejidad
aunqgue presenta algunas limitantes y des-
ventajas: 1. La aplicacion del método en
ratas en tratamiento con compuestos que
contienen flGor requiere correcciones adi-
cionales (no presentadas en este trabajo).
2. Fo y Ro dependen de la precision en la
medicion de la concentracién de fldor. 3. La
inyeccion endovenosa, aunque es una téc-
nica de baja complejidad, requiere adiestra-
miento especial y es dificultosa en anima-
les de bajo peso corporal. Por otro lado se
pueden enumerar sus ventajes respecto de
otros métodos de medicion de la remodela-
cion 6sea: 1. Bajo costo. 2. Mini-invasivi-
dad. 3. Reducido volumen de sangre. 4.
Permite el seguimiento de tratamientos
con otras drogas. 5. El mismo marcador es
utilizado para medir ambos procesos. 6. Da
una medida de resorcién y formacion 6sea
gue hace referencia a todo el esqueleto.
Se estan realizando mediciones histomor-
fométricas estaticas de los huesos de los
animales que participaron en el estudio,
asi como determinaciones bioquimicas de
marcadores 6seos (desoxipiridinolina urina-
ria y fosfatasa alcalina 6sea). La correla-
cion entre los valores de estos métodos
aceptados para la medicidon de la remode-
lacion y los valores obtenidos con este
método aportaran mayor validez a la meto-
dologia planteada.
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ANEXO: Modelo matematico para la deter-
minacion de la remodelacion osea.

Modelo en ausencia de una dosis externa
de fluoruro:

La distribucion del fluoruro en diferentes
compartimientos biolégicos se puede repre-
sentar a través del esquema de la figura 4

Fo
/
Ro
[F] Vu-
plasma \
S v
Figura 4.

Donde Fo: velocidad de ingreso de fluoruro
al tejido 6seo que sera considerado una
estimacion del proceso de formacion 6sea.
Ro: velocidad de salida de fluoruro del tejido
6seo, que sera utilizado como estimacion de
la resorcién 6sea. Vu+: velocidad de filtra-
cion renal de fluoruro, Vu-: velocidad de
reabsorcion renal de fluoruro. [U]: concen-
tracion urinaria de fluoruro. [F]: concentra-
cion plasmatica de fluoruro.

La concentracion de fluoruro en plasma ([F])
depende de los procesos mencionados: Fo,
Ro, Vu+ y Vu-.

La variacion de [F] puede representarse por
la siguiente ecuacidn diferencial:

dcl'l:lt:]= Vo-Vu
donde
Vo=Ro-Fo
Vu=Vu, -Vu_
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Vo: remodelacién 6seay Vu: manejo renal de
fluoruro.

En ausencia de dosis de fluoruro, la concen-
tracion de fluoruro en plasma tiene un valor
constante, hallandose esta variable en esta-
do estacionario. Por lo tanto

d[F ]
TgmVo-Vu=0

por otra parte, la excrecion renal de fluoruro
(Vu) que depende de la concentracion plas-
matica del mismo, se puede representar por
la siguiente ecuacion diferencial:

d([itU]= kulF]=Vu ()

De (1) se deduce que

Vo=Vu

por lo tanto la variacion de la concentracion
de fluoruro en orina se puede expresar por
la siguiente ecuacidn diferencial:

d\U
dul_,.
dt
Resolviendo la ecuacion diferencial:

“[U]= vo.fd
U |= Vo. t
J f

Como [U,] =0, resulta
[U]= Vot

por lo tanto la remodelacion 6sea (Vo) se
calcula por

voo Ul
t

donde [U] es la concentracién de fluoruro
urinaria acumulada durante 24 h y t es el
tiempo durante el cual se recolectd la orina.

Luego de una dosis externa de fliior

Luego de una dosis intravenosa de NaF, la
distribucion del anidn se puede representar
esquematicamente como se muestra en
figura 5.

Lupo y Rigalli: Medicién de la remodelacion 6sea en ratas

Dosis
externa de
F Fo
. Ro(despreciable)
[F] Vu-
plasma
U
\‘ = w
Figura 5.

Donde las variables son las mismas que las
descriptas para el modelo en ausencia de
una dosis externa (figura 4).

En estas condiciones la concentracion de
fluoruro en plasma puede ser representada
por la siguiente ecuacion diferencial:

ElJ:E]::'\/o-—\/u
dt

donde

Vo =Ro-Fo

Reescribiendo la ecuacion

d[F]= Ro - Fo—-Tu
dt

Luego de una dosis externa de fllor, se
supone que el proceso de salida de fluoruro
del hueso (Ro) es despreciable con respec-
to al ingreso de fluoruro al hueso (Fo) y a la
depuracion urinaria de fluoruro (Vu). Por lo
tanto:

M =—Fo—Vu
dt (4)

Al resolver esta ecuacion se tiene en cuenta
que la salida de fluoruro del esqueleto
depende de la cantidad de fluoruro en el
hueso, mientras que el ingreso de fluoruro
al tejido 6seo depende de la concentracion
del anién en el liquido extracelular. Ambas
consideraciones quedan representadas en
las siguientes ecuaciones:

Ro = kro.[Foseo] (5)
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Donde kro es la constante de velocidad del
proceso de salida de fluoruro del hueso y
[Foseo] la concentracion de fluoruro 6seo.

Fo = kfo.[F] (6)

Donde kfo es la constante de velocidad de
entrada de fluoruro al hueso

En base a estas dos ecuaciones se puede
fundamentar la suposicion realizada respec-
to de Ro. Luego de una dosis de NaF la [F]
es elevada, mientras que en ese mMismo
intervalo de tiempo la [Foseo] se mantiene
constante y sera baja si el animal no ha sido
expuesto durante largos periodos de tiempo
a tratamiento con compuestos con flGor.
Dado que los procesos estudiados son de
orden 1, las constantes se pueden operar
algebraicamente.

Reemplazando en la ecuacion (4) las ecua-
ciones (6) y (2), resulta

“'d[ti ~ifo [F - kulF = ~(fo+ ku [ F = ~ke[F ]

ke =kfo+ku (7)

Eliminando términos de la igualdad:

A7), el

(8)

Integrando ambos miembros de la ecuacion
diferencial (8)

alr]_
= ket

[Ji [7] e[

Resolviendo:

[F]_

Donde [F] y [F] son las concentraciones
plasmaticas de fluoruro a un dado tiempo y
al tiempo inicial luego de la inyeccién endo-

venosa de NaF, respectivamente.

Reordenando la ecuacion (9):

Fl-l e

Reemplazando la concentracion inicial ([Fo])
por el cociente entre la dosis intravenosa
(D,) y el volumen de distribucion (Vd), obte-
nemos

D, _

[Fl= =2e™! au
Vd

Rectificando la ecuacion (11)

ln[F ]= In % —ket (12)

Con los datos de las concentraciones de
fluoruro en plasma luego de la minidosis de
NaF se obtienen los parametros de la ecua-
cién (12): su pendiente (ke) y su ordenada al

Do)

origen (1n ) Dado que Do es conocido se

puede obtener el valor de Vd, por medio del
valor de la ordenada al origen.

La variacion de la concentracion de fluoruro
en orina: [U], luego de la dosis intravenosa
de NaF esta dada a partir de la siguiente
ecuacion:

W1 fr] =

Reemplazando la ecuacion (10) en (13) se
obtiene

aju ke
%L ku.[Fo ].e ke

Resolviendo la ecuacién anterior

[v] t
dlu]= kulF, ]fe"“’".dt
U] 0
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Cuya solucién es:

(R o I L PO
ke

Como [Uo]=0

_ kuD() _ —ke.t
- vare 1Te )

(14)

Luego de 24 hs de la mini dosis de NaF se
puede considerar que el fluoruro no retenido
en el hueso se ha excretado completamente
por orina. Este tiempo es suficientemente
largo como para considerarse a la excrecion
urinaria es a tiempo infinito ([U] ). Por lo
tanto la ecuacién (14) resulta:

) 1: ku.DO ket _
lim[U J-lim === (1 e = [U],
Por lo tanto:

ku.D
U - 0
]. Vd ke (15)

Reemplazando en la ecuacién anterior los
valores obtenidos de [U]_(a partir de la fluo-
ruria luego de 24 post inyeccidn), Vd (obteni-
do por medio de la ordenada al origen de la
recta correspondiente a la ecuacion 12), D,
(mini dosis inyectada) y ke (pendiente de la
recta de la ecuacion 12) se obtiene ku.

Con los valores obtenidos de ke y ku, y la
ecuacion (7) se obtiene kfo. Por medio de la
ecuacion (6) y la concentracién de fluoruro
basal se obtiene Fo. Finalmente, con el valor
de la remodelacion 6sea (Vo) obtenido en la
ecuacion (3) y el valor de la formacién 6sea
(Fo) se obtiene la medida de resorcion 6sea
(Ro) por la ecuacion.

Vo=Ro-Fo.

Lupo y Rigalli: Medicién de la remodelacion 6sea en ratas
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LA MUERTE DE LOS OSTEOCITOS: UNA SENAL PARA

LA REMODELACION DIRIGIDA

Teresita Bellido, Ph.D.
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Resumen

Desde hace largo tiempo se piensa que la
red de osteocitos compara continuamente
las deformaciones mecanicas actuales con
los niveles usuales de las mismas, y dispara
senales a osteoclastos y osteoblastos que
resultan en ganancia o pérdida 6sea, segin
se necesite. Mientras que los niveles fisiol6-
gicos de estimulacidn mecanica mantienen
la masa Osea, niveles demasiado bajos o
demasiado altos de deformacion inducen
resorcion 6sea. Un mecanismo por el cual
los osteocitos pueden gatillar la resorcion
Osea es entrando en apoptosis. Niveles altos
0 bajos de carga mecanica llevan a una
mayor prevalencia de apoptosis osteocitaria,
que temporalmente precede y esta espacial-
mente asociada con el reclutamiento de
osteoclastos y subsiguiente aumento de la
resorcion 6sea. Ademas, recientemente se
ha demostrado una relacion causa-efecto
entre muerte de los osteocitos y resorcion
6sea. Usando un modelo de ablacion osteo-
citica inducible en raton transgénico, Tatsumi
y col. demuestran que la apoptosis de osteo-
citos es suficiente para gatillar reclutamiento
de osteoclastos y resorciéon 6sea. Mas adln,
la respuesta osteoclastogénica a la falta de
carga esta ausente en los huesos de ratones
depletados de osteocitos, confirmando que
estas células son indispensables para la
adaptacion esquelética a la ingravidez. Debi-
do a que la apoptosis de los osteocitos es
inhibida no sélo por la estimulaciéon mecani-
ca sino también por los estrogenos y los
bifosfonatos, estos hallazgos plantean la
posibilidad de que la preservacion de osteo-
citos viables contribuya a las propiedades
anti-resortivas de dichos agentes.

Palabras clave: osteocitos - apoptosis -
remodelacion

Summary

OSTEOCYTE DEATH: A BEACON FOR TAR-
GETED REMODELING

It has been long proposed that the osteocyte
network continually compares present
mechanical strains to usual levels of strain,
and triggers signals to osteoclasts or
osteoblasts resulting in bone loss or gain,
as needed. Whereas physiological levels of
mechanical stimulation maintain bone
mass, too low or too high levels of strain
induce bone resorption. One mechanism by
which osteocytes may trigger bone resorp-
tion is by undergoing apoptosis. Either low or
high levels of mechanical loading lead to
increased prevalence of osteocyte apopto-
sis, which temporally precedes and is spa-
tially associated with osteoclast recruitment
and the subsequent increase in bone resorp-
tion.*? Moreover, a cause and effect rela-
tionship between osteocyte death and bone
resorption has been recently demonstrated.
Using a transgenic mouse model of inducible
osteocyte ablation, Tatsumi et al.® show that
osteocyte apoptosis is sufficient to trigger
osteoclast recruitment and bone resorption.
Moreover, the normal osteoclastogenic
response to unloading is missing in bones
from osteocyte-depleted mice, confirming
that osteocytes are indispensable for the
skeletal adaptation to weightlessness.
Because osteocyte apoptosis is inhibited
not only by mechanical stimulation but also
by estrogens and bisphosphonates, these

* Direccion postal: Division of Endocrinology, Dept. of Internal Medicine Indiana University School of Medicine. India-

napolis, USA. Correo electrénico: tbellido@iupui.edu

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 5 - N° 1 - 2009

21



findings raise the intriguing possibility that
preservation of osteocyte viability con-
tributes to the anti-remodeling properties of
these agents.

Key words: osteocytes - apoptosis - remodeling

Regulation of the executive cells of bone
remodeling by osteocytes — the sclerostin
paradigm

Osteocytes are ideally positioned to be the
means by which bone adapts in response to
mechanical stimuli. Osteoblasts and osteo-
clasts that are present on bone only tran-
siently, in low number, and in variable loca-
tions. Osteocytes, on the other hand, con-
stitute more than 90 percent of cells in
bone and are strategically distributed
throughout the entire bone volume. In addi-
tion, osteocytes form a syncytium among
themselves and with cells on the bone sur-
face via cytoplasmic processes that radiate
from their bodies and travel along canaliculi
excavated in the mineralized matrix. This
network is perfectly suited to sense and
respond to both mechanical and systemic
stimuli by generating signals that affect
osteoblasts, osteoclasts, and their progeni-
tors in the bone marrow. In spite of signifi-
cant progress in our knowledge about osteo-
cytes in recent years, the mechanisms by
which these cells control the function of
osteoblasts and osteoclasts are just start-
ing to emerge. Sclerostin is the first, undis-
putable mediator of the communication
between osteocytes and the executive cells
of bone remodeling. Osteocytes but not
other cells in bone express sclerostin — the
product of the Sost gene that antagonizes
the action of Wnts and BMPs.*® Evidence
from human diseases and experimental ani-
mals indicates that sclerostin acts in a
paracrine fashion to inhibit bone forma-
tion.#®7 Recently, it was shown that scle-
rostin expression is potently inhibited by
two recognized stimuli that increase
osteoblast number: parathyroid hormone
and mechanical loading,®'° thereby repre-
senting a novel mechanism of regulation of
bone formation mediated by osteocytes.

Bellido: Muerte osteocitaria y remodelacion

Osteocyte apoptosis: regulation and conse-
quences

That osteocytes perceive changes in the level
of both physical stimuli as well as circulating
factors is evidenced by studies on the regula-
tion of their life span. Osteocytes are long-
lived cells. However, like osteoblasts and
osteoclasts, they die by apoptosis; and
decreased osteocyte viability accompanies
the bone fragility syndrome that characterizes
glucocorticoid excess and estrogen withdraw-
al.1*13 Conversely, preservation of osteocyte
viability might explain at least part of the anti-
fracture effects of bisphosphonates, which
cannot be completely accounted for by
changes in bone mineral density.*

Osteocyte apoptosis is also regulated by
mechanical forces. Thus, mechanical stimula-
tion of osteocytes protects them from the pro-
apoptotic action of glucocorticoids, etoposide
and other death inducers.*®'® Mechanistic
studies indicate that the transduction of
mechanical forces into intracellular signals is
accomplished by molecular complexes
assembled at caveolin-rich domains of the
plasma membrane and composed of inte-
grins, cytoskeletal proteins and kinases
including the focal adhesion kinase FAK and
Src, resulting in activation of the ERK pathway
and osteocyte survival.'® In vivo mechanical
stimulation also regulates osteocyte life
span. Thus, increased prevalence of apoptot-
ic osteocytes is found in unloaded bones * or
in bones exposed to high levels of mechanical
strain.? In both cases, increased apoptosis of
osteocytes was observed before any evi-
dence of increased osteoclast resorption.
Moreover, apoptotic osteocytes in unloaded
bones accumulated in areas that were subse-
quently removed by osteoclasts.! Taken
together with the in vitro evidence, these find-
ings had suggested that diminished mechani-
cal forces eliminate signals that maintain via-
bility, thereby leading to osteocyte apoptosis;
and that dying osteocytes in turn become the
beacons for osteoclast recruitment to the
vicinity and the resulting increase in bone
resorption (Figure).
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A signalsome comprising integrins, cytoskeletal pro-
teins and kinases, including the focal adhesion kinase
FAK and Src, transduces physiological levels of
mechanical stimulation into activation of the ERK path-
way leading to osteocyte survival.*®> Reduced mechani-
cal stimulation eliminates kinase-mediated survival
signaling, thereby leading to osteocyte apoptosis.t
Apoptotic osteocytes, in turn, become the beacons for
osteoclast recruitment and the resulting increase in
bone resorption and bone loss.3

Recent work provides direct evidence that
death of osteocytes is sufficient to recruit
osteoclasts and to increase resorption. Tat-
sumi et al. generated transgenic (TG) mice
expressing the diphtheria toxin receptor
(DTR) under the control of the dentin matrix
protein 1 (DMP1) promoter that is only active
in osteocytes. DTR is normally not
expressed in murine cells; therefore, osteo-
cytes are the only cells sensitive to the toxin
in these TG animals. A single injection of DT
resulted in rapid induction of apoptosis of
70-80% of osteocytes; and this was followed
by increased osteoclasts and loss of bone.
These findings demonstrate that osteocyte
apoptosis is sufficient to trigger osteoclast
recruitment and bone resorption. Taken
together with the evidence that osteocyte
apoptosis is inhibited by estrogens and bis-
phosphonates,*?'* these findings also raise
the intriguing possibility that preservation of
osteocyte viability contributes to the anti-
remodeling properties of these agents.
Future research is required to directly test
this stimulating hypothesis.

Osteocytes: primary culprits for the bone
loss induced by physical inactivity

Mechanical loading is critical for the mainte-
nance of bone mass; and skeletal unloading

Bellido: Muerte osteocitaria y remodelacion

as with reduced physical activity with old age,
immobilization of bed rest, and total or partial
motor paralyses, cause bone loss leading to
disuse osteoporosis.t” Furthermore, the bone
loss that ensues under microgravity condi-
tions represents the most significant hin-
drance for long-term space flying.*® The rapid
decrease in osteocyte viability with unloading
had suggested that osteocytes are the first
responders to the change in mechanical
forces.! The results of Tatsumi et al.*® demon-
strate that mice depleted from osteocytes are
protected from the bone loss induced by tail
suspension indicating that in the absence of
osteocytes bones are unable to elicit the nor-
mal osteoclastogenic response. These find-
ings confirm that osteocytes are the primary
culprit of the negative bone balance that
ensues with weightlessness.

In conclusion, the osteocyte ablation model
revealed that osteocyte apoptosis is suffi-
cient to initiate an osteoclastogenic response
and that osteocytes are required for the
skeletal adaptation to reduced mechanical
forces. Whether living osteocytes continually
produce molecules that restrain osteoclast
recruitment or whether in the process of
undergoing apoptosis osteocytes produce
pro-osteoclastogenic signals remains to be
determined. It is expected that intense inves-
tigations will take place in the near future
attempting to identify the molecular media-
tors involved in the communication between
osteocytes and osteoclasts.

(Recibido: enero de 2009.
Aceptado: febrero de 2009)
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EL HUESO EN EL SINDROME DE TURNER
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Resumen

Las pacientes con sindrome de Turner pre-
sentan retardo en el crecimiento 6seo, que
determina una talla final muy inferior a la
normal. Muestran anomalias 6seas tales
como metacarpianos cortos, cubitus valgus,
genu valgum, deformidad de Madelung,
micrognatia y paladar ojival, cuya etiologia
se atribuye a la delecion heterocigota del
gen SHOX debido a la ausencia total o par-
cial del cromosoma X. Esta haploinsuficien-
cia de SHOX podria también contribuir, junto
con otros genes, a la hipomineralizacion
6sea predominantemente cortical que pre-
sentan estas ninas, la cual se agudiza en la
adolescencia y en la vida adulta, etapa en la
que se anade hipomineralizacién del hueso
trabecular, producto de la deficiencia estro-
génica cronica. Estas alteraciones conducen
a un incremento en el riesgo de fracturas. La
administracion de hormona de crecimiento
mejora sustancialmente la talla final, mien-
tras que la terapia de reemplazo hormonal
es fundamental para la adquisicién y el man-
tenimiento de la densidad mineral 6sea.
Palabras clave: sindrome de Turner, gen
SHOX, densidad mineral 6sea, riesgo de frac-
turas, hormona de crecimiento, estrégeno

Summary
THE BONE IN TURNER SYNDROME

Turner syndrome patients show growth retar-
dation which leads to a final height consider-
ably lower than the average. Short
metacarpals, cubitus valgus, genu valgum,
Madelung’s deformity, micrognatia and high
arched palate are the result of the heterozy-

gous deletion of the SHOX gene due to the
partial or total absence of one X chromo-
some. This haploinsuficiency of SHOX could
also determine, together with other genes,
the selective cortical bone deficiency of
these girls, which is intensified during ado-
lescence and adulthood because of the addi-
tion of trabecular hypomineralization as a
consequence of estrogen deprivation. This
defective mineralization leads to an increase
in fracture risk. Growth hormone therapy
improves final height whereas hormone
replacement therapy is crucial for the acqui-
sition and maintenance of bone mineral den-
sity.

Key words: Turner syndrome, SHOX gene,
bone mineral density, fracture risk, growth
hormone, estrogen

Introduccion

El sindrome de Turner (ST) es uno de los
trastornos cromosémicos mas frecuentes
en el ser humano: afecta a 1 de cada 2.500-
3.000 recién nacidas vivas y se caracteriza
por la ausencia total o parcial de un cromo-
soma X. Cerca del 50% de las pacientes pre-
sentan cariotipo 45,X0O y el resto poseen
cariotipo 45,X0/46,XX u otros mosaicos o
una variedad de cromosoma X estructural-
mente defectuosa. Esto determina la disge-
nesia ovarica, amenorrea primaria y, en con-
secuencia, el infantilismo generalizado
caracteristico en estas pacientes.! Es fre-
cuente la presencia de anomalias congéni-
tas en distintos 6rganos y sistemas, siendo
las cardiovasculares las mas serias. El sis-

* Direccién postal: Cosquin 1673, Barrio Jardin, (5014) Cérdoba. Argentina.
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tema masculo esquelético también se halla
afectado. Estas pacientes presentan trastor-
nos del crecimiento, que comienzan a mani-
festarse levemente en la vida intrauterina y
que se agudizan notablemente en la infancia
y en la etapa prepuberal.? Estas alteracio-
nes llevan progresivamente a una de las

Peralta Lopez y col.: Sindrome de Turner

manifestaciones mas frecuentes del ST que
es la talla baja, presente en el 100% de las
pacientes, y que suele acompanarse de mal-
formaciones O6seas caracteristicas, asi
como también de trastornos de la minerali-
zacibn O6sea cuya etiologia aln no ha sido
completamente dilucidada (Tabla 1).

Tabla 1. Manifestaciones esqueléticas del Sindrome de Turner

ALTERACIONES OSEAS FREC&E)NC'A
Defectos en la Osteopenia/osteoporosis 50-80
mineralizacion 6sea Riesgo de fracturas incrementado .
Talla baja 100
Edad 6sea retardada 85
Trastornos del
crecimiento esquelético the!lo corto 40
Cuabito valgo 50
Metacarpianos cortos 35
Escoliosis 10
Cifosis 10
Genu valgum 35
Micrognatia y paladar ojival 38
Deformidad de Madelung 5
Luxacion congénita de cadera 20

Defectos en el crecimiento y

desarrollo 6seo

El retardo en el crecimiento esquelético y la
talla baja presentes en las pacientes con ST
suelen estar acompanados de otras anoma-
lilas 6seas como metacarpianos cortos,
cubitus valgus, genu valgum, deformidad de
Madelung, micrognatia y paladar ojival, las
cuales también se hallan presentes, con
mayor o menor frecuencia, en otras patologi-
as como el sindrome de Léri-Weill y la displa-
sia mesomélica de Langer. Se ha detectado
que estas Gltimas patologias son productos
de diferentes deleciones del gen SHOX? ubi-
cado en la regidn seudoautosémica PAR 1
cercana al teldbmero de los cromosomas
sexuales. Dado que todas las pacientes con
ST presentan delecidn heterocigota de dicho
gen por la ausencia total o parcial del cromo-
soma X, se sostiene que las anomalias

esqueléticas en el ST también son conse-
cuencia de la haploinsuficiencia del gen
SHOX.A

El gen SHOX codifica para un factor de trans-
cripcion SHOX que estaria involucrado, entre
otras funciones, en el crecimiento y desarro-
llo 6seo. Estudios de inmunohistoquimica
mostraron su expresion en los condrocitos
hipertroficos del cartilago de crecimiento
humano fetal y puberal, lo que sugiere que
podria regular la diferenciaciéon de los con-
drocitos a este nivel. La insuficiencia de
SHOX podria promover la proliferacion atipi-
cay la diferenciacion defectuosa de los con-
drocitos, siendo de esta manera responsa-
ble del retardo de crecimiento y, por ende,
de la baja talla, asi como también de las
anomalias esqueléticas del ST y demas
patologias que muestran deleciones de
SHOX .5
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Defectos en la mineralizacion osea

Osteopenia y osteoporosis secundaria

Ya en las primeras descripciones del ST se
advertia, con llamativa frecuencia, la pre-
sencia de osteopenia radiografica.® Estudios
mas recientes evidencian una disminucién
significativa en la densidad mineral Osea
(DMO) detectada por DXA en ninas, jovenes
y mujeres adultas con ST;”® sin embargo,
esta metodologia, por su naturaleza bidi-
mensional, es notablemente influenciada
por la talla baja, lo que podria conducir a
una subestimacion de la DMO en estas
pacientes.® Por esto se aconseja la valora-
cion de la DMO por métodos independientes
de la talla como el QCT (Quantitative Compu-
ted Tomography) o la DMO volumétrica (con-
version de la densidad areal detectada por
DXA), especialmente en pacientes con esta-
tura inferior a 1,50 m.1°

No obstante, aun después de realizar las
correcciones correspondientes a la talla, se
detectd en reiterados estudios —tanto por
DXA como por QCT- osteopenia y osteoporo-
sis en sitios con claro predominio de hueso
cortical como el cuello de fémur y el tercio
proximal del radio, lo que sugiere un déficit
real y selectivo del hueso cortical en estas
pacientes.**'3 Este déficit cortical es eviden-
te en las ninas, pero es mas notorio en las
pacientes adultas, lo que sugiere que podria
estar relacionado con una deficiencia estro-
génica o andrégenica en el momento clave
de adquisicién de la masa 6sea.*® En ninas
sanas, los niveles de estrogenos experimen-
tan una elevacion caracteristica antes y
durante la pubertad, que favorece tanto la
tasa de aposicion 6sea en endostio como la
formacion 6sea periostica, lo que se traduce
en un aumento del grosor de la cortical.** La
ausencia de pubertad espontanea y el inicio
tardio de la terapia hormonal de reemplazo
(THR) en las pacientes con ST impediria una
formacion normal del hueso cortical, el cual
no mejora con la THR posterior.1° No se des-
carta que este déficit cortical pudiera produ-
cirse, al menos en parte, por la haploinsufi-
ciencia de algln gen del cromosoma X como
el gen SHOX, clave en el desarrollo y creci-
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miento 6seo® o por algin defecto propio del
tejido conectivo que podria justificar también
la elevada mortalidad por diseccién adrtica
en estas pacientes.*® Defectos en el meta-
bolismo de la vitamina D podrian también
participar en la patogénesis de la osteope-
nia en el ST. Gravholt et al.'? reportaron la
existencia de niveles normales o bajos de
1,25(0H),D,, disminucion de 250HD, e
incremento de PTH, lo que sugiere una ade-
cuada conversion de 250HD, en
1,25(0H),D,, pero quizas disminucion en la
captacion del 250HD, o menor ingesta de
vitamina D. Ademas, las pacientes con ST
presentan disminucién de DMO trabecular,
producto de la deprivacion crbnica y sosteni-
da de estrégenos, que es mas acuciante en

pacientes que discontinGan la THR.Y’

Incremento en el riesgo de fracturas

Las pacientes con ST poseen un leve incre-
mento en el riesgo de fracturas causadas
por trauma de impacto alto a medio, que
seria cercano al 25%, de acuerdo con un
estudio llevado a cabo en Dinamarca.*® Este
incremento del riesgo de fracturas muestra
dos picos etarios bien destacados, el prime-
ro en la infancia, periodo en el que predomi-
nan ampliamente las fracturas del antebra-
70, y el segundo, después de los 45 anos.*°
La existencia de estos dos picos etarios es
reflejo de la complejidad etiolégica del tras-
torno de la mineralizacion 6sea que presen-
tan estas pacientes, la cual obedece a un
conjunto de factores que interactlan entre
si. La osteopenia/osteoporosis secundaria,
anteriormente mencionada, podria llevar al
aumento en el riesgo de fracturas después
de los 45 anos. La fragilidad 6sea indepen-
diente de la DMO seria también otro factor
de riesgo importante.®*®

El pico de incremento en el riesgo de fractu-
ras presente en la infancia podria estar
determinado, al menos en parte, por un
defecto primario de la formacion 6sea. La
haploinsuficiencia de genes situados en el
cromosoma X podria ser responsable de una
alteracion mecanica en el sistema esquelé-
tico de las pacientes con ST. Uno de los
genes candidatos, como se menciond
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antes, es SHOX. Todos las pacientes con ST
presentan haploinsuficiencia para esta
region,?° lo que explicaria la falta de correla-
cién entre cariotipo y riesgo de fracturas.
Las pacientes con sindrome de Turner pose-
en reduccion en el tamano de huesos tales
como los del antebrazo (-53%), las vértebras
lumbares (-18%) y los de la cadera (2%),%1?
siendo un factor de riesgo de fracturas. La
alteracion de la geometria 6sea también
constituye otro factor de riesgo importante
en el ST. Un estudio realizado por Nissen y
col.?* detectd en fémur que el didmetro del
cuello era mayor y el de la cabeza menor que
en el grupo de controles sanas. Se descono-
ce si estos cambios podrian contribuir al
incremento en el riesgo de fractura y, si
fuera asi, tampoco se conocen los mecanis-
mos desencadenantes.

Por Gltimo, cabe destacar la mayor propen-
sion de las pacientes con ST a las caidas,
debido a cierto deterioro en la audicion y el
equilibrio,?? asi como en la vision®y en la
funcién cognitiva visuoespacial y en la motri-
cidad.?*

Tratamiento hormonal: efectos sobre el
hueso en ST

Hormona de crecimiento (GH)

La talla baja es el hallazgo mas frecuente y
uno de los problemas mas preocupantes
para las pacientes con ST.?® Aquéllas que no
reciben tratamiento alcanzan estaturas de
alrededor de 20 cm por debajo de la media
de las mujeres normales de su respectiva
poblacién.?® A pesar de tener niveles séricos
normales de GH, estas pacientes se benefi-
cian con la administracion farmacolégica de
la hormona. Como lo demostrd un estudio
llevado a cabo en Canada, el tratamiento
con dosis moderadas de GH permite mejorar
la talla final en aproximadamente unos 7
cm, aunque sin llegar a la estatura normal.?’
La respuesta individual a la GH esta deter-
minada por numerosos factores, entre los
que se destacan la altura individual y la
edad al inicio de la terapia, la altura de los
padres, la duraciéon y la dosis empleada.?
Hamelin y col.?® obtuvieron resultados que
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sugieren que la impronta ligada al cromoso-
ma X también podria jugar un rol de impor-
tancia en la respuesta al tratamiento, ya que
observaron que la retencién del cromosoma
X materno se asocia a una mejor respuesta
al tratamiento con GH, si se la compara con
la de aquellas ninas que presentan intacto
el cromosoma paterno. Esto podria estar
determinado por polimorfismos en genes
relacionados con el mecanismo de accion
del la hormona, como el gen del receptor de
GH entre otros.

La edad 6ptima para el inicio del tratamien-
to con GH no se ha establecido, y debe ser
considerado tan pronto como el fallo de cre-
cimiento se haga evidente. Se recomienda
comenzar con una dosis de 0,375
mg/kg-sem, que serd mas efectiva si se
aplica diariamente por la noche. Esta dosis
puede adaptarse de acuerdo con la respues-
ta individual del paciente y sus niveles de
IGF-1.2

El efecto de hormona de crecimiento sobre
la DMO es menos claro y existen evidencias
contradictorias al respecto. Algunos estu-
dios encontraron efecto positivo de la GH
sobre la DMO;?° sin embargo, investigacio-
nes mas recientes no detectaron ningln

efecto sobre la DMO cortical ni la trabecu-
lar,30:31

Tratamiento de reemplazo hormonal

Si bien mas del 20% de las pacientes con
ST desarrollan pubertad espontaneamente,?
la gran mayoria no lo hace, y es en este
grupo en el que la induccién de la pubertad
por medio del TRH es de gran importancia,
ya que promueve el desarrollo oportuno de
los caracteres sexuales secundarios, mejor
funcionamiento psicosocial y adecuada
adquisicion del pico de masa 6sea en las
adolescentes.? El inicio, la dosis y la forma
de dicha induccién puberal debe asemejarse
lo mas posible al proceso fisiolégico. La
administracion oral de estrégenos es muy
utilizada, sin embargo las vias transdérmica
e inyectable parecieran ser alternativas mas
fisioldgicas.? Bondy et al.? aconsejan el ini-
cio temprano a la edad de 12 anos con
dosis bajas de estradiol (la décima parte de
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la dosis de reemplazo en el adulto) y un
aumento gradual en un periodo de 2 a 4
anos, hasta alcanzar la dosis que garantiza
niveles adecuados de estradiol en la mujer
adulta (estradiol oral 2 mg/d; estradiol
transdérmico 0,1 mg/d; cipionato de estra-
diol inyectable 2,5 mg/mes). Recomiendan
postergar la combinacidn con progestage-
nos hasta la aparicion del primer sangrado o
2 anos posterior al inicio del tratamiento con
estrégenos.

Conclusiones

Las pacientes con sindrome de Turner pre-
sentan retardo en el crecimiento 6seo, y
talla final muy inferior a la normal, que
puede ser sustancialmente mejorada gra-
cias al diagndstico oportuno y al tratamiento
adecuado con hormona de crecimiento. Las
anomalias 6seas tales como metacarpianos
cortos, cubitus valgus, genu valgum, defor-
midad de Madelung, micrognatia y paladar
ojival, se atribuyen a la delecién heterocigo-
ta del gen SHOX causada por la ausencia
total o parcial del cromosoma X. Esta
haploinsuficiencia de SHOX podria contri-
buir, junto con otros genes, a la hipominera-
lizacibn 6sea, la cual se manifiesta en la
infancia y se agudiza en la adolescenciay en
la adultez, a consecuencia de la deficiencia
estrogénica. La terapia de reemplazo hormo-
nal es de gran importancia, tanto para la
induccion puberal como para el manteni-
miento de niveles estrogénicos adecuados
y, contribuye a la adquisicidn y al manteni-
miento de la densidad mineral 6sea. El estu-
dio de genes relacionados con el hueso,
tanto en el cromosoma X como en otros cro-
mosomas, seria importante a los fines de
dilucidar la etiologia de la reduccion de la
DMO en estas pacientes y posiblemente
orientar la prevencion y el tratamiento en
este sentido.
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Avances en Terapeéutica: Informe sobre la 30? Reunion Anual
de la American Society for Bone and Mineral Research *

12-16 de septiembre de 2008; Montreal (Quebec), Canada.

Ego Seeman

Austin Health, University of Melbourne; Melbourne, Australia
Este informe resume los advances terapéuticos presentados en la Gltima reunion anual de la ASBMR. Hubo
mucha informacién, que no ha sido aln revisada por pares, de modo que las inferencias son tentativas.

Denosumab

Los resultados de un estudio fase 3, al azar,
doble-ciego, revelaron una reduccion en el
riesgo de fracturas vertebrales, de caderay
no vertebrales.! 7.808 mujeres con osteo-
porosis fueron aleatorizadas a placebo o
tratamiento con denosumab (DMAb) por 3
anos. El riesgo de fractura se redujo en la
columna vertebral (70%), en sitios no verte-
brales (20%) y en la cadera (41%). El diseno
y la ejecucion del estudio fueron excelentes;
83% de los participantes completaron el
estudio y el analisis de intencion-de-tratar.
No se presentaron eventos adversos serios.
Tenemos un nuevo tratamiento para la
osteoporosis.

Otro estudio inform6 que el DMAb y el alen-
dronato (ALN) redujeron los indices de remo-
delacion en monos, y que la transicion de
ALN a DMADb redujo todavia mas la remode-
lacion.? La porosidad cortical (costillas, dia-
fisis tibial) se redujo con DMAb y con ALN-
DMAD, pero no con ALN solo. La carga pico
soportada por fragmentos trabeculares de
L5-6 fue mayor en los grupos DMAb y ALN-
DMADb que en los controles, pero no con ALN
continuo. La porosidad cortical es una
causa importante de fragilidad 6sea, y hasta
el momento ninguna droga habia demostra-
do reducirla. EIl DMAb es un poderoso supre-
sor de la remodelacion, pero sus efectos
son rapidamente reversibles, lo que significa
que la adherencia al tratamiento resultara
critica.

SERMS y Fracturas No Vertebrales

Después de un buen tiempo, la cuestion de
si un SERM puede reducir las fracturas no
vertebrales esta resuelta: si puede. Los

efectos del lasofoxifeno (LASO) fueron inves-
tigados en 8.556 mujeres que participaron
en el estudio PEARL (Postmenopausal Eva-
luation And Risk-reduction with LASO). Com-
parado con placebo, LASO a 0,25 y 0,5
mg/d redujo las fracturas vertebrales en
31% y 42%, respectivamente (P<0,002).2 La
dosis de 0,5 mg disminuy6 el riesgo de frac-
tura no vertebral en 22% (P=0,02); la dismi-
nucioén fue 14% con 0,25 mg/d (P=<= n.s.).
LASO a 0,25 mg/dy 0,5 mg/d redujo el ries-
go de cancer de mama ER+ en 84% y 67%,
respectivamente, y también el riesgo de ACV
(-36%), pero aumento el riesgo de eventos
tromboembéblicos venosos. Ocurrieron dos
casos de cancer endometrial en el grupo pla-
cebo, dos en el grupo LAS0O-0,25 mg, y uno
en el grupo LASO-0,5 mg. Sofocos, calam-
bres musculares, flujo vaginal, candidiasis,
poblipos uterinos y prolapso ocurrieron con
mayor frecuencia con LASO, mientras que
lumbalgia, insomnio, hiperlipemia, hiperten-
sion y gastritis fueron menos frecuentes que
con placebo.

Bazedoxifeno redujo el riesgo de fracturas
vertebrales en un reciente ensayo fase 3.
Se realiz6 un analisis post hoc de la inciden-
cia de fracturas no vertebrales en mujeres
con mayor riesgo de fractura en ese estudio
(T-score en cuello femoral < -3,0 y/o = 1
fracturas vertebrales moderadas o = 2 frac-
turas vertebrales leves; n= 1.772).* Los
resultados mostraron tasas de fracturas no
vertebrales de 4.9%, 6.5%, 8.4%, y 9.1%
con bazedoxifeno 20 mg y 40 mg, raloxifeno
60 mg, y placebo, respectivamente. Bazedo-
xifeno a 20 mg/d redujo la incidencia de
fracturas no vertebrales en comparacion con
placebo y con raloxifeno a 60 mg/d. Estos
resultados son interesantes, pero los anali-
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sis post hoc sirven para generar hipotesis,
no para probarlas.

Anticuerpo Antiesclerostina

La esclerostina, un producto del gene SOST
en osteocitos, inhibe la formacidén 6sea. La
sobrecarga disminuye la expresion de escle-
rostina, facilitando asi la formacion de
hueso, mientras que el desuso hace lo
opuesto. Un estudio informd que el anticuer-
po antiesclerostina aumentd la formacion
Osea y disminuy6 la resorcién en hueso tra-
becular de metéafisis tibial de ratas castra-
das.® El anticuerpo aumentd el cociente
BV/TV a todas las dosis (2.5, 5, 10, y 25
mg/kg). Los aumentos ocurrieron en la
superficie de mineralizacion, la tasa de apo-
sicion y la tasa de formacion 6sea. El cocien-
te superficie erosionada/superficie 6sea
total disminuy6 a todas las dosis.

Otro estudio informdé que los anticuerpos
antiesclerostina, administrados a ratas
macho cuyo tren posterior estaba inmoviliza-
do, previnieron tanto el aumento de la resor-
cibn 6sea como la disminucion en la tasa de
aposicion mineral y en la formacion 6sea
inducidas por la inmovilizacion.® No sélo se
revirtieron los efectos de la misma, sino que
el tratamiento aumenté BV/TV, Tbh.Th, super-
ficie de mineralizacion, MAR y BFR/BS con
respecto a los controles. Sélo el tiempo y
las experiencias en seres humanos diran si
se ha hecho realidad el sueno de “disminu-
cién de la resorcidbn — aumento de la forma-
cién Osea”.

La interrupcion del tratamiento con anticuer-
po antiesclerostina en ratas llevo a revertir
los beneficios derivados del mismo.” Esto
es interesante por la misma razdén que el
cese del tratamiento con PTH lleva a la pér-
dida de los efectos anabdlicos a menos que
se administre un agente antirresortivo. No
sabemos por qué ocurre esto, ya que los
autores no informaron sobre los marcadores
del recambio 6seo en las ratas tratadas, o
sobre la histomorfometria en ratas post-
esclerostina.

El anticuerpo antiesclerostina se compard
con ALN para determinar si se amortiguaba
el efecto anabdlico, como se ve cuando se
administra PTH a pacientes tratados con
ALN, pero esto no se comprob6.® En ratas
castradas tratadas por 3,5 meses, el ALN
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dado por 6 semanas previno la pérdida
Osea. El anticuerpo antiesclerostina evitd la
pérdida de hueso trabecular y restaurd el
volumen dseo trabecular, la arquitectura y el
area cortical de las vértebras a los niveles
testigo. Los resultados obtenidos con ALN y
con anticuerpo no difirieron, de modo que no
se dio una amortiguacion del efecto benefi-
cioso del anticuerpo antiesclerostina en
ratas castradas. Se informd aumento de la
superficie de mineralizacidon y de las tasas
de aposicion mineral y de formacion 6sea,
tanto en la superficie peridstica como en la
endocortical de la diafisis tibial.

Hormona Paratiroidea

Las respuestas de la DMO y los marcadores
del recambio 6seo se amortiguan cuando se
administra PTH a individuos tratados con
ALN. La PTH(1-34) aument6 de modo similar
los indices histomorfométricos del remode-
lado en 38 mujeres que cesaron ALN y en
28 mujeres que nunca lo habian recibido.®
Las biopsias basales mostraron remodelado
inhibido, pero el aumento porcentual post-
PTH fue mayor, excepto por las superficies
de mineralizacidn, que permanecieron por
debajo de los niveles vistos en mujeres no
tratadas. Los autores infieren que la res-
puesta celular a la PTH ocurre, pero que la
tasa de aparicidon de nuevas unidades de
remodelacion esta disminuida.

Se examind el mecanismo celular responsa-
ble de la amortiguacidn del efecto anabdlico
de la PTH en sujetos pretratados con bifos-
fonatos.® En mujeres tratadas con ALN, la
tasa de aposicidon mineral aumentd casi al
doble que en mujeres no tratadas, pero la
tasa basal de aposicibn era menor en las
primeras. El perimetro mineralizado aumen-
t6 en ambos grupos, pero menos en el
grupo ALN, en el que también se observo
una disminucidon basal de este parametro.
La PTH(1-34) estimula la formacion de
nuevo hueso, pero la limitacidn de la super-
ficie activa de remodelacion amortigua su
efecto.

Se informd que la calcitonina atenda el efec-
to anabdlico de la PTH in vivo e hiperregula
la expresion de esclerostina.'* Ratas de 3
semanas de edad fueron tratadas con
hPTH(1-34) [30 pg/kgly 0,5 pg/kg de calci-
tonina de salmén (sCT) para inhibir la activa-
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cidn de osteoclastos sin un efecto prolonga-
do sobre la resorcidn. El efecto anabdlico de
la PTH resultdé frenado, con una reduccion
de la supresién del mRNA de esclerostina
inducido por PTH, y necesaria para el efecto
anabdlico de ésta. La sCT redujo el mRNA
de otros productos génicos de los osteoci-
tos, incluyendo MEPE y DMP-1.. La calcitoni-
na puede promover la produccidén de escle-
rostina, amortiguando el efecto anabdlico
de PTH.

Se mostrd la eficacia antifractura de la
PTH(1-34) versus ALN en terapia corticos-
teroidea durante 3 anos.'? Menor ndmero
de pacientes tratados con PTH(1-34) tuvie-
ron nuevas fracturas vertebrales radiografi-
cas (3/173; 1,7%) comparados con los que
recibieron ALN (13/169; 7,7%) [p=0,007].
La incidencia de fracturas no vertebrales
no resultdé diferente [PTH(1-34) 16/214
(7,5%), ALN 15/214 (7,0%)]. Se presenta-
ron resultados de la aplicacion transdérmi-
ca (TD) de hPTH(1-34) en 48 mujeres post-
menopausicas sanas con 65 anos de edad
promedio, aleatorizadas para recibir 50,
70, 6 90 ug TD, o una dosis diaria SC de
20 ug.'® La hPTH (1-34) era medible en
suero durante 1,5-3,5 horas mas luego de
la dosificacion TD que luego de la inyeccion
SC de 20 pug. La biodisponibilidad de la
hPTH(1-34) TD fue ~40% comparada con la
inyeccion SC. Después de 6 dias de trata-
miento con hPTH(1-34), el PINP sérico
aument6é en ambos grupos.

Acido Zoledronico

El acido zoledrbnico (ZOL) dado a pacientes
que han sufrido recientemente una fractura
de cadera se ha asociado con una mortali-
dad 28% mas baja. La reduccién absoluta
€s mayor en varones que en mujeres (6,4%
vs. 2,8%) y se han reportado menos muer-
tes cardiacas (2,9% vs. 7,7%).** Las fractu-
ras subsiguientes aumentaron el riesgo de
muerte en 72%, pero sélo 2% mas de la aso-
ciacion general entre tratamiento y mortali-
dad pudo explicarse por fracturas ulteriores,
de modo que las causas de la reduccidn en
la mortalidad quedan sin aclararse.

Un estudio reportd que el ZOL reduce la
intensidad del remodelado, y que la disminu-
cidbn de los marcadores de la remodelacion
Osea —pero no los aumentos en la DMO-
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predicen la reduccidon del riesgo de fractu-
ra.*® Una disminucion del PANP de 1 desvio
estandar a 12 meses se asocidé con una
reduccion del riesgo de fractura de 34%
(cualquier fractura clinica), 27% (fracturas
no vertebrales), 64% (fracturas de cadera) y
40% (fracturas morfométricas). ¢Qué combi-
nacion de indicadores sustitutos de la resis-
tencia 6sea puede dar cuenta del restante
~50-60% en la reduccion del riesgo?

Bifosfonatos y Propiedades Tisulares

Se inform6 que 32 pacientes que tomaban
ALN y 13 que tomaban risedronato (RIS)
desde hacia 3-12 anos (media 6,5) tenian
mayor densidad mineral tisular que testigos
(ALN 1,13 = 0,07; RIS 1,10 £ 0,07; contro-
les 1,09 + 0,08; placebo 1,07 + 0,06) pero
menor densidad mineral tisular que pacien-
tes tomando ALN por 3 anos (1,19 +
0,06).1% No habia diferencias por tratamien-
to. Los autores infieren que la mineraliza-
cion tisular aumenta durante los primeros 3
anos de terapia y declina luego a pesar de la
persistencia de la baja tasa de remodela-
cion. Los datos son dificiles de interpretar
por el escaso tamano de los grupos.

En comparacioén con controles, el hueso tra-
becular de pacientes tratados con ALN por
dos anos tenia doble acumulacién de pento-
sidina.'” No se observaron cambios en el
hueso cortical. La acumulaciéon era mayor
con mayor supresion del remodelado (refle-
jada por la frecuencia de activacion, la tasa
de formacion oOsea, y las superficies de
mineralizacion). La contribucion de estos
cambios a la resistencia 6sea general y sus
efectos sobre los cambios estructurales y
cambios en el mineral tisular todavia queda
por determinarse.

En biopsias 6seas de 8 mujeres con bajo
recambio tratadas con ALN por mas de 5
anos y de 8 testigos se hallé una asociacion
entre la supresion del remodelado y la viabi-
lidad de los osteocitos.® Los pacientes tra-
tados tenian mas lagunas vacias y una redu-
cida densidad de osteocitos, y mas hetero-
geneidad en la distribucion de estas células,
debido a mayor nimero de trabéculas sin
osteocitos. La reduccion de osteocitos
puede reducir la deteccion de danos y la
remocion del tejido defectuoso, y puede ser
en si una forma de dano, ya que aumentaria
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la dureza del tejido que rodea a las lagunas
vacias, formando una regiébn propensa a
microfracturas, debido a que no puede
absorber energia.

Bifosfonatos y Rapidez de Comienzo de
Accién

Se examinaron conejas de 4 meses tratadas
con vehiculo (VEH), RIS a dosis baja o alta
(1,2 6 2,4 ug/kg), o ALN (2,4 ug/kg) por via
SC 3 veces por semana durante 5 sema-
nas.' Con relacion a la cantidad de superfi-
cie marcada en la 12 semana, hubo menor
porcentaje de superficie marcada a la 28 y
32 semanas en los grupos RIS 1,2 ug/kg (-
8%) v RIS 2,4 ug/kg (-11%) comparados
tanto con VEH como con ALN; no hubo dife-
rencias entre VEH y ALN. A las 4 semanas,
sblo el grupo RIS 1,2 ug/kg resultdé diferen-
te de VEH y ALN. RIS tiene un comienzo de
accion mas rapido -en cuanto a inhibir el
remodelado en hueso trabecular vertebral—-
que ALN.

Se estudiaron perras beagle intactas de 1
ano de edad tratadas por 3 meses con VEH,
ALN 0,2 mg/kg.dia o ZOL 0,06
mg/kg.mes.?° El remodelado 6seo intracorti-
cal se redujo con ZOL en el hueso alveolar
de la mandibula (-92%), el hueso no alveolar
mandibular (-83%) y en las costillas (-85%),
en comparacion con VEH. Estas reducciones
de la remodelacién en animales tratados
con ZOL también eran mas profundas que
con ALN en los tres sitios estudiados (-56%,
-55%, and -57%, respectivamente). Los nive-
les de remodelado intracortical no eran dife-
rentes entre ALN y VEH en ninguno de los
sitios, y no hubo diferencia en el nimero de
osteones tibiales marcados en ninguno de
los grupos tratados.

Vitamin D: Meta-Analisis

Cuando los estudios no estan bien disena-
dos como para producir respuestas, recurri-
mos a un meta-analisis; éste es el caso de
los estudios sobre vitamina D, calcio, o
ambos. Un meta-analisis de la eficacia de la
vitamina D en la prevencién de fracturas no
vertebrales y de cadera en individuos mayo-
res de 65 anos incluyd 12 ensayos aleatori-
zados controlados (EACs) para fracturas no
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vertebrales (n = 42.279) y 8 EACs para frac-
turas de cadera (n = 40.886);2* dio un riesgo
relativo (RR) de 0,86 (IC 95%: 0,77-0,96)
para las primeras, y de 0,91 (IC 95%: 0,78-
1,05) para las segundas. Con mayores
dosis, el RR conjunto para cualquier fractura
no vertebral en 9 estudios fue de 0,80 (IC
95%: 0,72-0,89; n = 33.265), y el RR conjun-
to para fractura de cadera en 5 estudios fue
0,82 (IC 95%: 0,69-0,97; n = 31.872). Para
las dosis mayores, la reduccién en fracturas
no vertebrales fue significativo tanto en suje-
tos viviendo en la comunidad (-29%) como en
los institucionalizados (-15%), independiente-
mente de la suplementacion calcica.

Ranelato de estroncio

El ranelato de estroncio (RE) reduce el ries-
go de fracturas vertebrales y no vertebrales,
pero el mecanismo responsable de este
efecto no se comprende completamente. Se
ha informado previamente que el RE induce
replicacion y diferenciacion, y ademas mayor
sobrevida, de osteoblastos humanos prima-
rios (HOBs). Después del tratamiento duran-
te 24 horas, el RE 2 mM aument6 la expre-
sion del mRNA de OPG en forma dosis-
dependiente, hasta 1,9 veces.?? La secre-
cién de OPG fue hiperregulada, mientras que
la expresion del mRNA de RANKL disminuyd
75% después del tratamiento con RE, y la
expresion de RANKL en la superficie de los
HOBs también fue hiporregulada. Mediante
el knock-down del receptor-sensor de calcio
(CaSR) se disminuyb el efecto estimulatorio
en hasta 46%. El aumento en la produccion
de OPG, y la menor produccion de RANKL en
la superficie osteoblastica respalda la
nocién de un efecto potencial indirecto inhi-
bitorio de la osteoclastogénesis, pero no se
obtuvo una demostracién directa de esto. El
CaSR puede participar en el aumento de la
replicacion de osteoblastos y en la apopto-
sis de osteoclastos inducida por el RE.

Otro estudio informdé que el RE mejora la
osteointegracion de implantes.?® Se trataron
ratas con RE (625 mg/kg, 5/7 dias, n=15),
ALN (18 pg/kg.d, 2/7 dias, n=15, control
positivo) o vehiculos (n=15) por 8 semanas.
Los grupos control, RE y ALN tenian fuerza
de extraccion del implante (N) de 32.5,
43.5, y 48.4; dureza del hueso trabecular
(mPa) 624, 721 y 654; y dureza del hueso
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cortical de 837.3, 918.5 y 822.8, respecti-
vamente. RE y ALN aumentaron la fuerza de
extraccion, y ambos agentes influenciaron
positivamente la microarquitectura, pero la
calidad intrinseca del tejido 6seo mejord con
RE, no con ALN. La marcacion con tetracicli-
na a lo largo del implante se vio con RE,
pero no con ALN.

También se hallé que el RE promueve la pro-
liferacion de células osteoblasticas murinas
en parte a través de la activacion del
CaSR.>* Se estudiaron pre-osteoblastos de
calotas de ratones CaSR(+/+) y CaSR(-/-).
La IL-1, aument6 la apoptosis tanto en oste-
oblastos CaSR(+/+) como CaSR(-/-). El RE
(1-5 mM) amortigud la apoptosis inducida
por IL-1, o TNF- en ambos tipos de osteo-
blastos y aumenté también en ambos los
niveles de fosfo-PI3K y fosfo-Akt, sugiriendo
el compromiso de estas cascadas de sena-
lizacién pro-sobrevivencia en el efecto anti-
apoptoético. El CaSR no es esencial para el
efecto anti-apoptético del RE.

Otros Agentes

LRP5 y 6 son co-receptores para ligandos de
Wnt y se unen a proteinas inhibitorias Dick-
kopf (DKK). Los anticuerpos monoclonales
neutralizantes anti-DKK1 bloquearon la inte-
raccion receptor-ligando, neutralizaron la
funcién de DKK1 en la diferenciacion osteo-
blastica y bloquearon la inhibicion inducida
por DKK1 de la senalizacion Wnt, resultando
en aumentos de la DMO femoral de ratones
jovenes; y en neoformacion 6sea en superfi-
cies endocorticales trabeculares y aumento
del PANP sérico en ratones adultos.?®
1.389 hombres con cancer de prostata fue
asignados al azar para recibir 80 mg de tore-
mifeno o placebo una vez al dia por 24
meses.?® Todos los pacientes habian estado
en terapia de deprivaciobn androgénica
durante 36 meses. Se observo una reduc-
cion del 54% en nuevas fracturas vertebra-
les morfométricas (p<0,04) en la poblacién
por intencion-de-tratar.

El odanacatib (ODN) es un inhibidor selecti-
vo de la catepsina K. Se inform6é que ODN
incrementa la resistencia 6sea en monas
estrogenodeficientes.?” La DMO fue mayor
en monas tratadas con ODN que en las con-
troles castradas, sugiriendo capacidad de
prevenir la pérdida 6sea. Las mediciones de
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la resistencia 6sea también se mantuvieron.
También se presentaron resultados de un
estudio en el cual se trataron conejos por
28 semanas con ODN.?8 E| tratamiento usan-
do ODN y ALN previno la pérdida 6sea indu-
cida por castracion. El cociente BV/TV de L3
fue mayor (+13,4%, P<0,05) con ODN vs.
OVX (P<0,04). La relacién MS/BS fue menor
con ALN comparada con OVX pero fue la
misma o mayor que en castradas con ODN.
La inhibicién de la catepsina K fue acompa-
nada por una formacién 6sea no inhibida,
mientras que el ALN se asocié a inhibicion
de la misma.

Finalmente, se informd que ratones transgé-
nicos que expresan constitutivamente recep-
tores activos de PTH/PTHrP en células de
estirpe osteoblastica (PPR*Tg) tienen mayor
ndmero de osteoclastos en hueso trabecu-
lar, y mayor porosidad cortical.?® Ratones
PPR*Tg de 3 meses que recibieron OPG-Fc
exhibieron menor nimero de osteoclastos
(-80%), mientras que ALN y ZOL no causaron
reducciones. Todos los tratamientos causa-
ron aumentos de casi el doble en el volumen
del hueso trabecular. OPG-Fc impidio6 la fibro-
sis de la médula 6sea, mientras que ALN o
ZOL redujeron la fibrosis en 54% y 55%, res-
pectivamente. Ademas, OPG-Fc impidi6 el
aumento x10 en la porosidad cortical de
ratones PPR*Tg. El ALN redujo la porosidad
cortical en 39% (p<0,05 vs. VEH), mientras
que el ZOL no causb reduccidn en la porosi-
dad. Sélo la OPG causdé marcada disminu-
cién del nimero de osteoclastos, y total inhi-
bicion tanto de la fibrosis medular como de
la porosidad cortical.

Conflicto de intereses: El Dr. Seeman infor-
ma que es miembro de consejos consultivos
de Sanofi-Aventis, Eli Lilly, Merck Sharp &
Dohme, Novartis, y Servier, y que ocasional-
mente da conferencias en simposios para
estas companias.

Revision: Este articulo ha sido sometido a
revision por pares.

Traduccion del inglés: Dr. Ariel Sanchez.
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CASUISTICAS / Case Reports

OSTEOMA DE LA REGION MASTOIDEA
Ariel Sanchez,¥ Gustavo Lembo Mico6?

Actual. Osteol 5(1): 40-41, 2008.

Internet: http://www.aaomm.org.ar/Actualizaciones.htm

1) Centro de Endocrinologia, Rosario. 2) Consultorio de Patologia Osteoarticular y de Tejidos Blandos, Labora-
torio CIBIC; Servicio de Anatomia Patolégica, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Rosario.

Informe casuistico

NC, mujer de 45 anos, se presenté con una
masa retroauricular derecha de duracion
desconocida, que fue descubierta por su pelu-
quera como “un bulto extrano”. No habia dolor
ni otros sintomas subjetivos. La paciente creia
que la tumoracion habia crecido en los Gltimos
meses. La radiografia mostré6 una zona de

osteocondensacion en region temporal. La
tomografia confirmé la tumoracién densa en
region mastoidea derecha (Figura 1). El exam-
en fisico (incluido el neurolégico) y el laborato-
rio de rutina fueron normales; el laboratorio
fosfo-calcico también. Se realizd una biopsia
incisional, que mostré un osteoma osteoide
compacto (Figura 2).

Figura 1. Tomografia computada de craneo mostrando la tumoracién compacta en la region mastoidea derecha.

Los osteomas son verdaderas neoplasias
qgue se originan en tejido conectivo pre-6seo.
Los osteomas de cabeza y cuello general-
mente se dan en la regidn fronto-etmoidal.
Los del hueso temporal usualmente estan
en el canal auditivo externo; los extra-
canaliculares tienen predileccion por la

region mastoidea, y en segundo lugar por la
escama temporal.! Los osteomas tempo-
rales causan solamente una deformacion
que preocupa desde el punto de vista estéti-
co, pero a veces dan lugar a cefaleas gener-
alizadas, dolor local, pérdida de la audicién,
acufenos o vértigo.

* Direccion postal: Centro de Endocrinologia. San Lorenzo 876, Rosario, Santa Fe, Argentina. Correo

electrénico: asanchez@cimero.org.ar
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Sanchez y Lembo Micé: Osteoma de la region mastoidea

Figura 2. Microfotografia de la biopsia del tumor 6seo.

El diagnéstico diferencial debe considerar el
mieloma localizado, el granuloma eosinbfilo,
la displasia fibrosa monostética y el tumor
de células gigantes.?

La forma histopatolégica mas comin es la
compacta o ebdrnea, que presenta soélo
hueso lamelar, como en este caso. Se
reconocen también un osteoma carti-
lagineum (que tiene una cubierta cartilagi-
nosa) y un osteoma cancellare, muy raro, de
hueso esponjoso con médula 6sea.?

La cirugia se recomienda solamente cuando
la deformacion cosmética lo justifica, o
cuando hay sintomas agregados. Debido al
compromiso o0 a la vecindad de estructuras
nobles, pueden presentarse complicaciones
quirdrgicas como la sordera (generalizada o
selectiva).®*
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Ariel Sanchez
Centro de Endocrinologia, Rosario.

En la Seccion Perspectives de la revista Bone,
y como parte de la serie Misconceptions, Allan
Need y Christopher Nordin presentan su vision
sobre la influencia de la hipovitaminosis D
sobre |la absorcion de calcio.?

Generalmente se asume que el efecto nega-
tivo de la hipovitaminosis D sobre el esque-
leto es debido a una menor absorcion intes-
tinal de calcio. Como hay malabsorcion de
calcio en la deficiencia severa de vitamina D,
se ha extendido el concepto de que cual-
quier grado de hipovitaminosis D es capaz
de causar también una menor absorcion de
calcio. Los autores creen que esto es inco-
rrecto. En su experiencia, la correlacion
entre niveles séricos de 250HD y la absor-
cion de calcio casi siempre se pierde cuan-
do la asociacion se corrije para los niveles
de calcitriol sérico. La produccion de calci-
triol esta ajustadamente regulada por PTH,
la que aumenta en la deficiencia de vitamina
D y mantiene asi la absorcion de calcio. La
baja absorcidon de calcio que se ve en la hipo-
vitaminosis D severa (raquitismo y osteo-
malacia) se debe a que los niveles de
250HD caen tanto que no hay suficiente
sustrato para sintetizar calcitriol, y éste baja
a pesar de la maxima estimulacion de la PTH
sobre la 1-alfa hidroxilasa renal.

Los autores reanalizan dos series propias ya
publicadas y concluyen que no hay relacién
entre absorcion de calcio y niveles séricos
de 250HD (hasta un valor minimo de 8
ng/ml). Por el contrario, hay una fuerte aso-
ciacion positiva entre los niveles séricos de
calcitriol y la absorcion de calcio. La relacidon
entre 250HD y calcitriol séricos es bifasica,

con asociacion positiva a niveles de 250HD
superiores a 16 ng/ml y negativa por deba-
jo: esta aparente paradoja se explica por la
accion homeostatica de la PTH, que sube a
bajos niveles de 250HD y estimula la sinte-
sis de calcitriol.

La caida de la calcemia i6nica asociada a la
hipovitaminosis D no seria debida a malab-
sorcion de calcio en el intestino, sino a la
falta del “efecto calcémico” de la vitamina D
en hueso, ya descripto por Carlsson y Lin-
quist en 1955.

En ausencia de insuficiencia renal, la defi-
ciencia de vitamina D debe ser muy severa
para producir déficit de calcitriol y malabsor-
cién de calcio. En la mayoria de los casos de
malabsorcion intestinal de calcio documen-
tados en mujeres postmenopausicas y
ancianas, la causa es la “resistencia” intes-
tinal al calcitriol, mas que una deficiencia de
éste, y seria mas apropiadamente tratada
con dosis bajas de calcitriol (0,25 mcg/dia)
que con vitamina D.

Aunque una deficiencia leve o moderada de
vitamina D no cause malabsorcion de calcio,
si puede afectar la histologia 6sea. Varios
estudios de la histomorfometria 6sea han
demostrado aumento invernal del osteoide,
implicando que la mineralizacion O6sea
depende mas de los niveles séricos de
250HD que de los niveles de calcitriol, los
gue no varian estacionalmente.

Referencia
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Nori Tolosa de Talamoni

Laboratorio de Metabolismo Fosfocalcico y Vitamina D “Dr. F. Canas”, Catedra de Bioquimica y Biologia Mole-
cular. Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba.

Los ratones knockout (KO) para el VDR desa-
rrollan hipocalcemia, raquitismo y alteracién
en la absorcion intestinal de calcio (Ca®).
Los autores estudiaron el efecto de VDR en
la absorcion intestinal de Ca?* e investigaron
si la reposicion de VDR intestinal era sufi-
ciente para recuperar el fenotipo del raton KO
para VDR. Para ello, generaron ratones con
expresion transgénica de VDR humano espe-
cifica de intestino y los cruzaron con ratones
KO para VDR. La expresion transgénica de
VDR en el intestino de los ratones KO norma-
liz6 la absorcion intestinal de Ca?* regulada
por vitamina D, como también la expresion
de calbindina Dy, y del gen del canal de Ca®*
TRPV6 en el duodeno y en el colon proximal.
Tanto el crecimiento como los niveles de PTH
y de calcemia se normalizaron. Cuando el
metabolismo del Ca®* se normalizd, los nive-
les séricos de 1,25(0H),D, fueron mas altos
que en los animales normales debido a redu-
cida expresion de la enzima CYP24, la excre-

cion de Ca?* urinario fue mayor y se asocid
con expresion mas baja de calbindina D, y
de calbindina Dy, que en el animal normal y
con volumen y densidad 6seos incrementa-
dos también con respecto a los animales
normales, a causa del incremento en la velo-
cidad de aposicion mineral y en el nmero de
osteoblastos. Los autores concluyen que el
VDR vy la absorcion intestinal de Ca?* son cri-
ticos para el control del metabolismo del
Ca?* en el cuerpo entero en ratones en creci-
miento. La normalizacion de la absorcion
intestinal de Ca?*y del metabolismo son indi-
cadores de que el VDR es esencial para el
control de la formacion del hueso, el control
renal del 1,25(0H),D, sérico y la excrecion
urinaria de Ca?*.

Referencia

Xue Y, Fleet JC. Intestinal vitamin D receptor is
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Presentacion de manuscritos

Los manuscritos seran enviados por correo electronico a editor@aaomm.org.ar y/o actuali-
Zaciones@aaomm.org.ar. En la primera pagina debe figurar: (a) el titulo, informativo aunque
conciso; (b) los nombres completos de los autores (primero el hombre y luego el apellido)
y de las instituciones en que se desempenan; (c) un titulo abreviado para cabeza de pagi-
na; (d) el nombre y direccién completa, con fax y direccion electrbnica, del autor con quien
se deba mantener correspondencia.

Para las Actualizaciones, Articulos Originales, Comunicaciones Breves Casuisticas, Ima-
genes en Osteologia, Editoriales, Cartas al editor, Comentarios Bibliograficos debera usar-
se el castellano o el inglés.

Los trabajos se prepararan en un procesador de textos (preferiblemente en una version
reciente de Microsoft Word), en hoja medidas 212 x 297 mm (A4), con margenes de al
menos 25 mm, a doble espacio, en letra de tipo Times New Roman 12 o Arial 10. Las pagi-
nas deben numerarse en forma consecutiva comenzando con la del titulo.

Abreviaturas, siglas y simbolos So6lo se emplearan abreviaturas estandarizadas. Se evita-
ra su uso en el titulo y en el resumen. La primera vez que se use una abreviatura o sigla
ird precedida del término completo, salvo que se trate de una unidad de medida estandar.
Unidades de medida. Se emplea el sistema métrico decimal. Las medidas hematoldgicas y
de quimica clinica se haran en los términos del Sistema Internacional de Unidades (Sl),
empleando puntos para los decimales.

Los Trabajos Originales estaran divididos en Introduccion, Materiales y métodos, Resulta-
dos y Discusion, ademas de un Resumen en castellano y otro en inglés (Abstract), prece-
dido por el correspondiente titulo.

Ambos Resiimenes se ubicaran a continuacion de la primera pagina, y cada uno de ellos no
debera exceder las 250 palabras, evitando la mencién de tablas y figuras. EIl Resumen es
independiente del texto del articulo. Al final del mismo se precisaran 3 a 6 palabras clave
en inglés y en castellano, recurriendo para su eleccion a los términos incluidos en la lista
del Index Medicus (Medical Subject Headings, MeSH). Para cada seccidon o componente
del trabajo se iniciara una nueva pagina.

Las Comunicaciones Breves, los Articulos Especiales y |las Casuisticas incluiran resiime-
nes en castellano y en inglés (no mas de 150 palabras) y lista de palabras clave.

La Bibliografia debe limitarse a aquellos articulos directamente relacionados con el traba-
jo mismo, evitandose las revisiones bibliograficas extensas, s6lo aceptables en la seccion
Actualizaciones. Se numeraran las referencias consecutivamente, en el orden en que se
las menciona en el trabajo. Se incluiran todos los autores cuando sean seis 0 menos; si
fueran mas, el tercero sera seguido de la expresién et al. (et alia: y otros) Los titulos de
las revistas seran abreviados segln el estilo empleado en el Index Medicus (la lista puede
obtenerse en http://www.nlm.nih.gov). Los nombres de las revistas deben ir en bastardilla.
En el texto las citas seran mencionadas por sus ndmeros en superindices. En la lista de
referencias, las revistas, los libros y los capitulos de libros, actas de reuniones cientificas
e informacion disponible en World Wide Web deben presentarse de acuerdo a los siguien-
tes ejemplos:

1. Schroeder JS, Hunt SA. Chest pain in heart transplanted recipients. N Engl J Med 1991;
324: 1805-7.
2. Capowski JJ. Computer techniques in neuroanatomy. New York: Plenum Press, 1989.
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3. Philips DJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM (eds). Hyper-
tension: pathophysiology, diagnosis, and management. 2" ed. New York: Raven Press,
1995, p 465-78.

4. 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 of the International Society for Experimental Hematology. Houston: Inter-
national Society for Experimental Hematology; 1974: 44-6.

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

Las Tablas, presentadas en hojas individuales, y numeradas con nimeros arabigos, deben
ser indispensables y comprensibles por si mismas, y poseer un titulo claramente explicati-
vo de su contenido. Las notas aclaratorias deben ir al pie, y no en el titulo. No deben emple-
arse lineas verticales de separacion entre columnas ni lineas horizontales, salvo, en gene-
ral, tres: las que separan el titulo de la Tabla, los encabezamientos del resto, y la que indi-
ca la terminacién de la Tabla.

Todas las Figuras (dibujos o fotografias en blanco y negro) han de permitir una reproduccion
adecuada y seran numeradas correlativamente con una inscripcion al dorso que permita iden-
tificarlas, y una leyenda explicativa en hoja aparte. En las microfotografias se debe indicar la
escala (marcador). Ademas, las flechas, simbolos o letras incluidas deben presentar buen
contraste con el fondo. Emplee tamanos de letra y grosor de lineas que se reproduzcan con
claridad en la publicacién Deben presentarse en formato de imagenes (.jpg o .tif) con una reso-
luciéon no menor a 300 dpi.

Las Comunicaciones Breves corresponden a resultados que, si bien preliminares, por su
interés justifiquen una temprana difusion. Como el manuscrito no podra exceder las ocho
paginas, se prescindira de la divisidbn en secciones, aunque manteniendo la secuencia habi-
tual, con hasta 15 referencias y no mas de dos Tablas o Figuras. La publicacién de Comu-
nicaciones Breves se concretara en una lapso menor a los tres meses de su aceptacion.
Las Cartas al Comité de Redaccion estaran referidas a comentarios de naturaleza edito-
rial, preferentemente con relacion a articulos publicados en la revista. No deben exceder
las tres paginas, pudiendo incluir hasta seis referencias y una Tabla o Figura.

Todos los articulos que publica “Actualizaciones en Osteologia” son enviados a revision por
pares (peer-review). La revisidon esta a cargo del Editor y por lo menos dos revisores con
amplia experiencia y prestigio 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 propésitos y orientacion de “Actualizaciones en Osteologia”. El tiempo de
evaluacion durara entre 30 y 90 dias. Luego de que el Comité de Redaccion haya comple-
tado el proceso de evaluacidon se notificara por correo electronico al autor responsable
sobre la aceptacion (con o sin correcciones) o el rechazo del manuscrito. La decision de
éste sera inapelable. El Comité de Redaccion se reserva el derecho de introducir, con cono-
cimiento de los autores, todos los cambios editoriales exigidos por las normas gramatica-
les y las necesidades de compaginacion. Los trabajos aceptados con modificaciones seran
devueltos a sus autores para eventuales correcciones y se les otorgara para la devolucion
un plazo no mayor a 30 dias.

Seguiremos los lineamientos expuestos por el International Committee of Medical Journal
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bién en lo referente a Conflicto de intereses de revisores, autores y editores, a las relacio-
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impresa debe ir adjunta a la versidn electronica. La version electrénica no sera devuelta a
los autores.
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Transferencia de Derechos de Autor
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