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Actual. Osteol 2013; 9(3): 239-240.
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EDITORIAL / Editorial

ASOCIACION ARGENTINA DE OSTEOLOGIA Y METABOLISMO
MINERAL: SUS 30 ANOS

Carlos Mautalen*

Socio Fundador y Honorario. Expresidente AAOMM

La AAOMM acaba de celebrar su XXX Reunién Anual y cumplir 30 afios de continuada labor
a partir de su fundacién en julio de 1983. Es para mi sumamente grato rememorar sus inicios,
las premisas que guiaron su formacion (y que la continian guiando), las tareas cumplidas, su
solido presente y su futuro.

El reducido grupo que pensé que era posible formar una sociedad argentina que agrupara
a los, por entonces, pocos centros dedicados a las investigaciones del metabolismo éseo y
mineral, tomd como guia la American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) for-
mada en Estados Unidos en 1979. Esta sociedad requeria que sus miembros contaran con
antecedentes en investigacion, celebraba una reunion anual —en sus inicios solo dos dias de
duracién- cuyo motivo principal eran la presentacion y discusion de las investigaciones de
sus asociados. Su presidente tenia mandato de un afio de duracién y no era nunca reelegi-
do. Con ese espiritu, preparamos con Ariel Sanchez los reglamentos preliminares, finalmente
aprobados en julio de 1983 en una nueva reunion celebrada en un aula de la Catedra de Ana-
tomia Patolégica (Universidad de Buenos Aires). Fue posiblemente un acierto la denominacion
“Osteologia” con el significado de “Rama de la medicina que estudia la anatomia, fisiologia,
fisiopatologia y clinica de las enfermedades 6seas”, desechando la definicién vigente que se
limitaba solo a la “anatomia”. El término “osteologia” fue adoptado mas tarde por la Sociedad
Iberoamericana y otras sociedades latinoamericanas como la de Chile y Colombia.

La AAOMM se presentd en sociedad el 10 de noviembre de 1983 —gracias al apoyo de
Sandoz, empresa que también apoyé significativamente la formacion de la ASBMR- con una
reunion matinal en la que hablaron G. Mundy, C. Gennari y C. Nagant, tres excelentes especia-
listas que habian participado los dos dias anteriores en un Simposio Calcitonina.

La primera Reunién Anual se celebré en Rosario en 1984. A partir de entonces, todos los
afos sin interrupcidn realizd sus reuniones anuales, en las que los grupos iniciales presentaban
todos sus trabajos, aun los preliminares, para estimular la discusién y también para contribuir
a alcanzar un volumen importante de trabajos en cada reunién.

* Correo electrdnico: drmautalen@osteomed.com.ar
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Editorial

Aproximadamente una década después de la formacion de la AAOMM, la especialidad
experimentd una notable expansion debida a los estudios de densitometria y a la aparicion de
nuevos medicamentos para el tratamiento de la osteoporosis. Simultaneamente se formé en
nuestro medio una sociedad con similar enfoque, que en teoria competia intensamente con la
AAOMM por sus recursos humanos y posibles apoyos econémicos.

Sin embargo, lejos de debilitarse, la AAOMM mantuvo sus premisas iniciales y se consolidé
como el foro que agrupa a todos aquellos que efectuan investigaciones basicas y clinicas rela-
cionadas con todos los aspectos del metabolismo 6seo y mineral.

En las ultimas décadas, la AAOMM emprendié nuevas actividades que, sumadas a la reu-
nién anual, aumentaron su insercion internacional y nacional.

A partir de 1996, los mejores trabajos presentados en la reunion anual se publican en inglés
en la prestigiosa revista Bone, dando asi a conocer internacionalmente los resultados de las
investigaciones efectuadas en el pais.

En 2005 comenzé la publicacién de la revista Actualizaciones en Osteologia, érgano oficial
de la AAOMM. “Actualizaciones”, de excelente contenido en castellano o inglés y lujosa im-
presién, aparece cuatrimestralmente y no ha sufrido ninguna interrupcién. Publica editoriales,
trabajos originales basicos y clinicos, revisiones de temas de actualidad, casos clinicos e ima-
genes de patologias 6seas. Ademas ya esta indexada en una serie de portales internacionales.
Desde ese enfoque también debe destacarse la pertenencia de la AAOMM a las siguientes
asociaciones internacionales: la International Bone and Mineral Society, la International Os-
teoporosis Foundation, la Sociedad Iberoamericana de Osteologia y Metabolismo Mineral y la
European Society for Calcified Tissue.

Otro acierto notable ha sido la realizacién de ateneos clinicos —con toda justicia denomi-
nados “Dr. Glinther Fromm”- en colaboracién con entidades locales en distintos puntos del
pais. Basta enumerar las ciudades en las que se celebraron en los dos ultimos afios —Rosario,
Corrientes, Bahia Blanca, Bariloche, Mendoza, Jujuy y Buenos Aires— para acreditar su signi-
ficativa trascendencia.

Considero que uno de los objetivos mas loables de la AAOMM es la reciente decision de
participar junto con la Seccion Osteologia del Hospital Italiano en el Curso Superior de Os-
teologia, de dieciocho meses de duracion —dictado los primeros viernes y sabados de cada
mes para facilitar la concurrencia de candidatos del interior del pais— y que abarca en cuatro
moddulos sucesivos todas las enfermedades 6seas y del metabolismo mineral.

La misma participacion de la AAOMM y de la Seccién Osteologia (Endocrinologia) del Hos-
pital ltaliano se planifica en una futura (a breve plazo) “Carrera de Especializacién en Osteolo-
gia” de dos afios de duracion, que otorgara el titulo de especialista en osteologia de jerarquia
universitaria.

Todos los temas mencionados de docencia y publicaciones aseguran un sélido desarrollo
futuro de la AAOMM, cuya importancia presente se ha evidenciado en la XXX Reunién Anual:
mas de 500 concurrentes escucharon y discutieron -ademas de las conferencias y mesas
redondas- alrededor de 40 comunicaciones presentadas esta vez por cerca de 20 centros o
grupos de investigacion de nuestro pais.

Finalizaria esta breve resefia manifestando que el pequefio grupo de impulsores de un
proyecto bastante quimérico —la formaciéon de la AAOMM cuando la especialidad era casi
desconocida— podemos sentirnos gratificados. La Asociacién ha crecido considerablemente,
esta involucrada en importantes tareas de docencia y difusion, y una nueva generacion de en-
tusiastas investigadores y especialistas asegura una exitosa proyeccién futura.
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CONSENSOS Y EDUCACION EN OSTEOLOGIA
Consense Documents and Osteology Education

VALORACION DEL RIESGO DE FRACTURA A DIEZ ANOS MEDIANTE
ALGORITMO COMPUTARIZADO (FRAX®). USOS Y LIMITACIONES

EN LA PRACTICA CLIiNICA
Posicion oficial ISCD-IOF

Traduccidn al castellano: Diana Wiluzanski *
Centréseo (Montevideo, Uruguay)

Introduccidn

La valoracion del riesgo de fracturas me-
diante un algoritmo computarizado (Fracture
Risk Assessment Tool -FRAX®- en inglés) es
una herramienta disefiada para estimar la pro-
babilidad de presentar una fractura mayor por
osteoporosis (cadera, vertebral clinica, hume-
ro, muieca) en un periodo de diez anos. Fue
desarrollada por el Centro de Colaboracién de
la Organizacion Mundial de la Salud para En-
fermedades Oseas Metabdlicas.

La probabilidad de fractura a diez afios de-
riva de dos factores: el riesgo de fractura y el
riesgo de muerte en el periodo. El primero se
calcula teniendo en cuenta la edad, sexo, indi-
ce de masa corporal y categorias dicotémicas
de factores de riesgo: previa fractura, antece-
dentes de padres con fractura de cadera, uso
prolongado de corticoides, tabaquismo, artritis
reumatoidea, osteoporosis secundarias, con-
sumo excesivo de alcohol, densidad mineral
6sea de cuello femoral (opcional). La expecta-
tiva de vida es un factor de importancia pues

* Correo electronico: centroseo@netgate.com.uy

a mayor tiempo de sobrevida mayor probabili-
dad de fracturas y a la inversa. Por otra parte
muchos de los factores de riesgo antes men-
cionados favorecen una muerte prematura in-
cluido el riesgo de fractura per se.'

La probabilidad de fractura calculada por
FRAX® varia con las diferentes etnias y facto-
res socioeconémicos. Esta herramienta requi-
ri6 adaptaciones en distintos paises. Desde su
lanzamiento (2008) hasta la fecha esta disponi-
ble en 52 paises.

Distintas apreciaciones de investigadores
y médicos asistenciales establecieron fortale-
zas y debilidades de FRAX. La Sociedad Inter-
nacional de Densitometria Clinica (ISCD) y la
Fundacion Internacional de Osteoporosis (IOF)
destinaron un panel de expertos para consen-
suar alcances y limitaciones de este método.
Un documento cuya sintesis se presenta en
esta seccién da cuenta de este trabajo. Se des-
taca que los puntos 2 al 14, 21 y 22 puntualizan
limitaciones del FRAX; las consideraciones 15
al 20 argumentan pro y contras sobre la utilidad
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de la densitometria 6sea en el algoritmo. En los
enunciados 23 al 28 se establecen certezas y
consejos para el uso internacional de este ins-
trumento.

El FRAX es una herramienta en discusién y
requiere mejor adaptacion a paises con esca-
sos datos epidemiolégicos de riesgo de fractu-
ras y de mortalidad. El médico asistencial debe
tener una mirada critica, considerar como un
dato cuantitativo mas para evaluar a los pa-
cientes, conocer sus alcances y sus inconve-
nientes.

Los editores de Actualizaciones en Osteo-
logia agradecen a la Dra. Diana Wiluzanski del
Centréseo (Montevideo, Uruguay) la traduc-
cién al castellano de las conclusiones de la
Conferencia de Desarrollo de Posiciones del
FRAX realizada en 2010.

INTERPRETACION Y USO DEL FRAX® EN
LA PRACTICA CLINICA

Posicion oficial de la Sociedad Interna-
cional de Densitometria Clinica (ISCD) y la
Fundacion Internacional de Osteoporosis
(IOF).

La Sociedad Internacional de Densitome-
tria Clinica (ISCD) y la Fundacién Internacio-
nal de Osteoporosis (IOF) convocaron el 14
de noviembre de 2010 en Bucarest (Rumania),
a la Conferencia de Desarrollo de Posiciones
del FRAX® (CDP), en la que analizaron y discu-
tieron la “Interpretacion y el uso de FRAX® en
la practica clinica”. En estos tres dias de de-
bates y discusiones dirigidos por un panel de
expertos internacionales de la ISCD, la IOF, y
de destacados equipos de trabajo, se aclara-
ron aspectos importantes relacionados a la in-
terpretacion y aplicacion del FRAX® en la prac-
tica clinica. Las posiciones oficiales resultantes
de la CDP estan destinadas a mejorar la cali-
dad vy utilidad clinica de la evaluacion del ries-
go de fractura a nivel mundial. Como el campo
de la valoracion del esqueleto es nuevo y se
encuentra en constante desarrollo, algunos as-
pectos de importancia clinica abordadas en la
CDP no estan asociados a una sélida evidencia

FRAX: Posicion oficial ISCD-IOF

International

Osteoporous
Foundation

médica. Por lo tanto algunas Posiciones Ofi-
ciales estan basadas en opinion de expertos. A
pesar de las limitaciones inherentes a cualquier
proceso similar, la ISCD y la IOF creen que es
importante ofrecer a médicos y técnicos la me-
jor sintesis de los conocimientos actuales en la
disciplina de la densitometria dsea, y propor-
cionar guias a la comunidad cientifica, donde
aun son necesarias mas investigaciones a fin
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de resolver areas de ambigliedad y/o perma-
nente controversia.

La ISCD y la IOF reconocen los extraordi-
narios esfuerzos de los Presidentes y miem-
bros del Grupo de Trabajo de la CDP que re-
presentaron a un distinguido grupo de exper-
tos internacionales. La dedicacion de estas
personas ha sido ejemplar en los dos ultimos
afnos.

Conclusiones de la Conferencia de Desa-
rrollo de Posiciones del FRAX® (CDP), Bu-
carest, 2010

1- EI FRAX es un algoritmo computarizado
que emplea factores de riesgo clinicos para es-
timar la probabilidad individual de fractura a 10
anos. Puede ser utilizado por médicos clinicos
para identificar pacientes con riesgo aumenta-
do de fractura.

2- El grado de deterioro funcional en pa-
cientes con artritis reumatoidea podria consi-
derarse un factor de riesgo para fracturas clini-
cas. En dichos pacientes el FRAX subestimaria
la probabilidad de fractura.

3- No existe evidencia consistente de que
la medicacién no corticoidea para la artritis
reumatoidea modifique el riesgo de fractura.

4- Aunque hay evidencia de que la dura-
cién e intensidad del tabaquismo impactarian
en el riesgo de fractura, no es posible cuantifi-
carlo.

5- Las caidas son un factor de riesgo de
fracturas, pero no se adaptan como una varia-
ble para ingresarlas en el presente modelo de
FRAX. La probabilidad de fractura podria estar
subestimada en personas con historia de cai-
das frecuentes, pero actualmente no es posi-
ble la cuantificacién de dicho riesgo.

6- Existe una relacion entre el numero de
fracturas previas y el subsecuente riesgo de
fractura. El FRAX subestimaria la probabilidad
de fractura en personas con historia de multi-
ples fracturas.

7- Hay una relacion entre la severidad de
una fractura vertebral previa y el riesgo de frac-

FRAX: Posicion oficial ISCD-IOF

tura. El FRAX podria subestimar la probabilidad
de fractura en personas con fracturas vertebra-
les severas prevalentes.

8- Aunque hay evidencias de que las frac-
turas de cadera, de vértebras y de humero
confieren un riesgo mayor de subsecuentes
fracturas que la de otros sitios, no es posible
mediante el FRAX cuantificar el aumento de
este riesgo.

9- La historia familiar de una fractura por
fragilidad que no sea de cadera podria ser un
factor de riesgo para fractura. EIl FRAX subes-
timaria la probabilidad de fractura en personas
con historia familiar de fracturas por fragilidad
que no sean de cadera.

10- No es concluyente la evidencia de que
los marcadores de remodelacion 6sea predi-
cen el riesgo de fractura independientemente
de la DMO. Por lo tanto no estan incluidos en-
tre los factores de riesgo del FRAX.

11- Existe una relacién entre la dosis de
los glucocorticoides usados por mas de 3 me-
ses y el riesgo de fractura. El rango de dosis
mejor ponderado para ser incluido en el FRAX
seria entre 2,5y 7,5 mg/dia de prednisona o su
equivalente. La probabilidad de fractura podria
estar subestimada cuando la dosis diaria de
prednisona es mayor de 7,5 mg y sobreestima-
da cuando es menor a 2,5 mg.

12- El uso frecuente intermitente de altas
dosis de glucocorticoides aumenta el riesgo de
fractura. No es posible cuantificar este riesgo
debido a la variabilidad de dosis y de planes de
dosificacion.

13- Dosis altas de glucocorticoides inha-
lantes podrian considerarse un riesgo de frac-
tura. El FRAX podria subestimar la probabilidad
de fractura en quienes consumen altas dosis
de glucocorticoides inhalantes.

14- No se ha demostrado que el reempla-
zo adecuado de glucocorticoides en individuos
con insuficiencia suprarrenal aumente el ries-
go de fractura. En estos pacientes, el uso de
glucocorticoides no deberia ser incluido en los
célculos del FRAX.

15- Mediciones de DMO o T-score que
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no sean las de cuello femoral adquiridas por
Absorciometria Dual de Rayos X (DXA) no son
recomendadas para el FRAX.

16- El FRAX subestimaria o sobreestimaria
el riesgo de una fractura osteoporética cuando
el T-score de la columna lumbar fuera mucho
mas bajo o alto que el T-score del cuello de
fémur (>1 desvio estandar de discrepancia).

17- Un procedimiento que considere la dife-
rencia entre los T-scores de la columna lumbar
y el cuello femoral mejoraria la prediccion de
riesgo de fractura en la version actual del FRAX.

18- Las manifestaciones 2010 de la CDP de
la ISCD en la prediccién del riesgo de fractura
y la aplicacion del Ultrasonido Cuantitativo de
talén (QUS) se apoyan en mayor nivel de evi-
dencia en hombres y en mujeres que las dispo-
nibles en 2007.

19- Los equipos de QUS de talén validados
actualmente, utilizando criterios definidos en la
CDP de la ISCD del 2007, predicen de manera
similar el riesgo de fractura.

20- El FRAX con la DMO predice mejor el
riesgo de fractura que los factores de riesgo cli-
nicos o la DMO por separado. El uso del FRAX
sin DMO es apropiado cuando no se dispone
facilmente de la DMO, y sirve para identificar
personas que se beneficiarian con la medicion
de la DMO.

21- No es apropiado el uso del FRAX para
monitorear la respuesta al tratamiento.

22- La evidencia de que los marcadores de
pérdida 6sea pueden utilizarse como un factor
de riesgo de fractura es contradictoria. Por lo
tanto esos marcadores no se incluyen entre los
factores de riesgo del FRAX.

23- Estan disponibles modelos de FRAX in-
dividuales para hispanicos, negros y asiaticos
que viven en los EE. UU., debido a que las ta-
sas de fracturas de cadera y de fracturas os-
teoporoéticas mayores son mas bajos en esos
grupos étnicos que en los blancos de ese pais.
Hasta que se disponga de nuevos datos, debe-
rian usarse los calculos de FRAX para caucasi-
cos de EE. UU. con el fin de valorar el riesgo de
fractura de las mujeres nativas de los EE. UU.

FRAX: Posicion oficial ISCD-IOF

24- Se esperan cambios en los indices de
fractura, de mortalidad y en la calidad de la
informacion. Por lo tanto se recomienda reali-
zar actualizaciones periddicas de las tasas de
fracturas propias de cada pais basados en el
modelo de FRAX.

25- Existe una significativa variabilidad en
las tasas de fractura de cadera en todo el mun-
do. El requerimiento minimo para construir un
modelo de FRAX especifico para el pais es
poseer informacion de buena calidad y que la
misma sea representativa de las cifras de inci-
dencia de fractura de cadera del pais.

26- La precisién de los modelos de FRAX
ha sido mejorada con la inclusién de indices de
otras importantes fracturas osteoporéticas (de
vértebra, hiumero y antebrazo distal) especifi-
cas de cada pais segun edad y sexo.

27- En ausencia de datos nacionales de
buena calidad de fracturas de cadera, un mo-
delo de FRAX especifico de un pais puede
construirse usando las tasas de incidencia de
fractura de un pais que disponga de un mo-
delo similar, pero incorporandole los indices de
mortalidad especificos de dicho pais.

28- En ausencia de datos de fractura de ca-
dera, se recomienda el desarrollo de modelos
de FRAX basados en amplias categorias de
riesgos de fractura (por €j.: bajo, mediano, alto)
ajustados por indices de mortalidad especifi-
cas del pais.

Las Posiciones Oficiales de ISCD-
IOF son aplicables en todo el mundo.
Pueden ser descargadas de los sitios
web de la ISCD y IOF: www.iscd.org y www.
iofbonehealth.org
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Resumen

Segun las Ultimas encuestas nutricionales,
la ingesta de calcio (Ca) esta por debajo de
las recomendaciones diarias internacionales.
El aumento en la absorcién y biodisponibili-
dad seria una estrategia ante la baja ingesta
para prevenir efectos negativos sobre la masa
6sea. Los galactooligosacaridos (GOS) y fruc-
tooligosacaridos (FOS) favorecen la absor-
cién activa y pasiva de Ca. Objetivo: evaluar
el efecto de GOS/FOS®, sobre la absorcion y
retencién de Ca, magnesio (Mg) y fésforo (P)
en un modelo experimental de ratas norma-
les en crecimiento. Métodos: al destete, ratas
machos Wistar recibieron: AIN93-G (A) o las
siguientes formulas lacteas: Nutrilon (N), Vital
(V) y Nutrilon Sin Lactosa (NSL) hasta los 40
dias. N y NSL contienen 5,3% de GOS/FOS®,
y V contiene los mismos nutrientes que N sin
la mezcla prebiética. Se evaluaron consumo

de alimentos, absorcién de Ca, Mgy P (mg/d
y %) y desarrollo de lactobacilos; tras el sacri-
ficio se midieron pH cecal, contenido mineral
en fémur (CMF), biomecanica ésea y parame-
tros densitométricos (Lunar DXA). Resulta-
dos: el desarrollo de lactobacilos aument6 y
el pH cecal disminuyd en los grupos N y NSL
respecto de A y V (p<0,0001). La absorcion
de Ca, Mg y P aumenté significativamente
(p<0,05) al igual que el CMF (p<0,05), los pa-
rametros densitométricos (p<0,01) y biome-
céanicos (p<0,05). Conclusién: la mezcla GOS/
FOS® utilizada favorecio la absorcion de Ca,
Mg y P, lo que indujo una mayor retencion de
mineral en hueso; esto asegura su efecto para
suministrar una cantidad extra de Ca para fa-
vorecer la salud Osea.

Palabras clave: calcio, fosforo, magnesio,
galactooligosacaridos (GOS)/fructooligosaca-
ridos (FOS), absorcion, retencion dsea.

* Direccion Postal: Av. Cdrdoba 2351 - 8vo. Piso (1120) Buenos Aires. Argentina.
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Summary

EFFECT OF A MIXTURE OF GALAC-
TOOLIGOSACCHARIDES (GOS) / FRUC-
TOOLIGOSACCHARIDES (FOS) ON THE
INTESTINAL ABSORPTION AND BONE
RETENTION OF CALCIUM, PHOSPHORUS
AND MAGNESIUM: EXPERIMENTAL MOD-
EL IN RATS DURING NORMAL GROWTH

Calcium requirements are generally not
covered regardless of age and socioeconomic
status. Increase Ca intake would be adequate
to prevent deficiency; however, if it is not
possible, to increase intestinal absorption
would be an useful tool to obtain an extra-
supply of mineral. Colonic flora fermentation
of galactooligosaccharides (GOS) and
fructooligosaccharides (FOS) enhances active
and passive Ca absorption. Objective: to
evaluate GOS/FOS® effect on Ca, Mg and P
absorption and retention in an experimental
growing rat model. Methods: At weaning, Wistar
male rats (n = 8) received AIN93-G (A), Vital,
Nutrilon or Nutrilon Lactose Free (N, V and NSL
respectively) formula milks until 40 days of life.
NSL and N supplies 5.3% of GOS / FOS ® while
A and V does not. Food consumption, Ca, Mg
and P absorption, and lactobacilli development
in fresh feces was evaluated weekly; caecum
pH, femur mineral content and biomechanical,
total skeleton mineral and subareas of bone
mineral content and density (BMC, BMD) (Lunar
DXA) were measured after sacrifice. Results:
No significant differences in caloric terms of
food consumption were found among groups.
N and NSL increased lactobacilli development
(p<0.0001); reduced caecum pH (p<0.0001);
increased Ca, Mg and P absorptions (p <0.05,
p <0.01, p<0.0005, respectively); femur mineral
content (p<0.05); total skeleton BMC and tibia
BMD (p<0.01) and biomechanical parameters
(p<0.05) vs. Aand V.

Conclusion: The mixture GOS / FOS®
supplied an extra amount of bone minerals that
beneficed bone acquisition.

Key words: calcium, phosphorous, magne-
sium, galactooligosaccharides (GOS)/fruc-
tooligosaccharides (FOS), absorption, bone
retention.

Introduccion

El mantenimiento de la homeostasis del
calcio (Ca) es vital para maximizar el pico de
masa 6sea que se alcanza al final del creci-
miento y, mas adelante, limitar la pérdida que
normalmente ocurre en la edad adulta." La
hipocalcemia induce la secrecién de la hor-
mona paratiroidea (PTH), que aumenta la re-
sorcion Osea para normalizar los valores de
Ca en sangre. Este efecto, con el tiempo, se
traduce en una pérdida de masa ésea que
afectara negativamente la salud del hueso.?

La leche y sus derivados constituyen la
mayor fuente de Ca; sin embargo, existe una
tendencia en la juventud a reemplazar este
tipo de alimentos por otros deficientes en
Ca introduciendo un factor de riesgo para la
pérdida de masa 6sea a largo plazo.® En este
contexto, el comité de nutricién de Estados
Unidos concluy6 que la ingesta de calcio (ICa)
cae del 80 al 50% en nifos entre 1-5 afios.*
Este hecho se traduce en la existencia de un
alto porcentaje de la poblacién mundial, in-
cluidos los nifios, que no cubren su recomen-
dacién diaria, a pesar de la importancia de
una 6ptima ICa.’ Segun la Encuesta Nacional
de Nutricion y Salud (ENNyS) realizada en la
Argentina durante 2004-2006, la insuficiencia
en la ICa alcanzé un 16-21% en nifos y se
eleva aun mas en mujeres en edad fértil.5”

El incremento de la ICa seria lo mas efi-
caz para prevenir su deficiencia/insuficiencia
nutricional. Si ello no es posible, el aumento
en la absorcion intestinal se convertiria en una
estrategia sencilla para aumentar la biodispo-
nibilidad de dicho mineral. En este sentido, se
debe recordar que la mayor parte de la absor-
cion de Ca se produce en el intestino delgado,
aunque alrededor del 10% podria ocurrir en el
colon.?
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Los oligosacaridos no digeribles (OND)
constituyen la principal fuente de glucidos
después de la lactosa en la leche materna.®
Los OND con funcién prebiética tienen la pro-
piedad de actuar benéficamente en el colon
del huésped estimulando el crecimiento y/o la
actividad de un numero selectivo de bacterias
sacaroliticas que generan &cidos grasos de
cadena corta (AGCC) y gases.' La liberacion
de AGCC desciende el pH y aumenta la solu-
bilidad de diferentes sales de Cay con ello su
absorcién.™ Por otra parte, uno de los AGCC,
el acido butirico, presenta un efecto tréfico
sobre los colonocitos aumentando la profun-
didad y densidad de las criptas colonicas, y
con ello la absorcion paracelular/transcelular
de minerales.'?'® Este incremento en la absor-
cién coldnica aumentaria la cantidad disponi-
ble de mineral que podria ser depositado en
hueso si una cantidad adicional de P también
fuera absorbida, con lo cual se mejoraria la
adquisicion de masa ésea en los nifios y se
evitaria la pérdida en la edad adulta.''s

Sobre estas bases se estudio el efecto de
una mezcla de GOS/FOS®, actualmente utili-
zada en férmulas lacteas, sobre la absorcion
intestinal y la retencién 6sea de Ca, P y Mg
en un modelo experimental de ratas en cre-
cimiento.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron ratas Wistar machos al deste-
te (~21 dias de edad), con un peso compren-
dido entre 33-37 g, pertenecientes al bioterio
de la Catedra de Nutricion de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, UBA. Los animales
fueron mantenidos de acuerdo con las nor-
mas de la Guia de Salud de Institutos Nacio-
nales para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (ILARCLS, 1996). El protocolo del
estudio fue aprobado por el comité de ética
de la Universidad de Buenos Aires (Res. CS
4081/04).

Las ratas fueron colocadas en jaulas de
acero inoxidable respetando los ciclos de

luz-oscuridad de 12 horas, con temperatura
controlada en 21+2 °C y 55% de humedad re-
lativa. Tanto el alimento como el agua fueron
administrados ad libitum. Al finalizar la expe-
riencia, los animales fueron sacrificados por
puncién cardiaca, previa anestesia con solu-
cién de clorhidrato de ketamina (50 mg/ml)
(Holliday-Scott SA, Argentina) inyectada via
intraperitoneal (IP) en una dosis de 0,1 mI/100
g peso corporal (PC), conjuntamente con 0,02
ml de clorhidrato de xilacina (Xilacina, Lab Ri-
chmond, Div. Veterinaria SA, Argentina).

Dietas

Un total de 32 ratas (8 por grupo) recibie-
ron desde el destete hasta los 40 dias de edad
una de las 4 dietas experimentales ensayadas
(Tabla 1): la dieta control (A) fue preparada de
acuerdo con las recomendaciones del Ame-
rican Institute of Nutrition (AIN93’G) del afo
1993.7 Dicha dieta satisface los requerimien-
tos nutricionales de los animales durante el
crecimiento. Las otras 3 dietas fueron férmu-
las lacteas comerciales en polvo: Nutrilon, Vi-
tal y Nutrilon Sin Lactosa (N, V y NSL, respec-
tivamente) (Nutricia-Bagd, SA). Estas dietas
lacteas fueron adicionadas con minerales, vi-
taminas y proteinas hasta alcanzar los valores
recomendados por AIN93’G. Las leches N y
NSL contienen 5,3% de una mezcla de GOS/
FOS®, mientras que la leche V contiene los
mismos nutrientes que N sin la mezcla pre-
biética. Mientras que N y V contienen ~50%
de lactosa, las dietas A y NSL estan libres de
esta.

Meétodos
Parametros zoométricos y de absorcion

Desde el destete y hasta el final de las ex-
periencias se registré la ingesta de alimentos
y el peso corporal con una frecuencia de dos
Veces por semana.

La absorcién fue evaluada por metodolo-
gia de balance, tanto al comienzo de la ex-
periencia (T=0) como al finalizar el estudio
(Tf=40). Para ello, los animales fueron colo-
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Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales (Reeves PG. y col., 1993).

DIETA A Vv N NSL
Energia (Kcal) 400 474 462 462
Proteina (g) 17,8 17,8 17,8 17,8
Lipidos (g) 7 23 23 23
Mezcla de sales (g) 4 De acuerdo a AIN93'G

Vitaminas* (g) 1 De acuerdo a AIN93'G

Colina (g) 0,1 De acuerdo a AIN93'G

Cisteina (g) 0,37 De acuerdo a AIN93'G

Celulosa (g) 5 5 5 5
GOS/FOS® 0 0 5,3 5,3
Dextrina ** hasta completar 100g

*Vitaminas hidro y liposolubles (componentes individuales de Sigma, Missouri, USA). Ergocalciferon 200U1%.
** Dextrina, agregada como fuente de carbohidrato para alcanzar 100g de dieta.

cados en jaulas metabdlicas individuales de
acero inoxidable, registrando durante 3 dias
consecutivos la ingesta de alimento y recolec-
tando las heces. Con dichos parametros se
calcul6 la absorcién aparente (AP) total (mg/d)
y la AP como porcentaje de la ingesta (%A) de
acuerdo con las siguientes ecuaciones:
1) AP=I1-F

2) %AP-= = 100

donde F: eliminacién fecal e I: ingesta de
alimento.

Las heces y dieta fueron digeridas con
HNO, concentrado en microondas usando
bombas Parr para la determinacién de Ca, Mg
y P17

El Ca se determiné mediante absorcion
atémica empleando cloruro de lantano (con-
centracién de 6500 ppm) como supresor de
interferencias.®

El P y Mg se determinaron por colorimetria

utilizando los métodos habituales de labora-
torio y un autoanalizador (Abbott Laborato-
ries, Abbott Park, IL, USA).

Pruebas microbiolégicas y pH

A partir del destete y semanalmente se ex-
trajeron heces frescas por estimulacién anal,
las cuales fueron inmediatamente transferidas
a tubos estériles y homogeneizadas formando
una suspension fecal mediante el agregado
de una solucién buffer fosfato 0,1 M que con-
tenia 0,5% de cisteina. Posteriormente, con el
fin de cuantificar el desarrollo de colonias de
lactobacilos, se realizaron diluciones sucesi-
vas de dicha suspensién que se sembraron
en medio de cultivo Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) (Britania, Argentina) selectivo y especi-
fico para lactobacilos y otras bacterias acido-
lacticas, utilizando la técnica de profundidad.
La incubacién se realizé en atmdsfera aerdbi-
cacon 5-10% CO,, a 35-37 °C durante 48 ho-
ras. Los lactobacilos fueron identificados por
el desarrollo de pequefias colonias de color
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blancogrisaceo, lisas o rugosas. El recuento
total de colonias por placa se informé como
unidad formadora de colonias (UFC) y se ex-
presé como log10 UFC por gramo de heces.
La confirmacion morfologica fue realizada
mediante tincion de Gram.

Luego del sacrificio se determiné el peso
(Denver instrument, USA) y pH del ciego, este
ultimo directamente por insercion de un pH-
metro calibrado (Adwa AD110, Hungria) en la
luz cecal.

Determinaciones bioquimicas y biomecanicas
en fémur

El fémur izquierdo fue removido luego del
sacrificio; se limpié de todo resto muscular y
se sec6 72 horas a 100 °C. Se desengraso
con una mezcla de cloroformo-metanol (3:1),
se sec y se evaluaron el peso y la longitud
con una balanza analitica y con un Vernier,
respectivamente. Los fémures asi tratados se
mineralizaron con una mezcla acida de HCI-
HNO, (1:1) hasta su completa disolucion. Esta
solucién fue utilizada para evaluar Ca, Mg y
P por los mismos métodos descriptos previa-
mente.

El fémur derecho limpio de todo resto mus-
cular se utilizd para pruebas biomecanicas.
Dichas determinaciones fueron realizadas
mediante el test de flexion de tres puntos en
un equipo Instron 4411 de analisis universal
de materiales. Se determinaron los siguien-
tes parametros diafisiarios femorales: fuerza
maxima de fractura, rigidez ésea y médulo de
elasticidad.

Densitometria dsea

Previo al sacrificio se determinaron “in
vivo” el contenido y la densidad mineral 6sea
(CMO y DMO, respectivamente) del esquele-
to total (et) bajo anestesia débil mediante la
técnica de DXA. El equipo utilizado consta de
un software disefiado especificamente para
evaluar pequefios animales (DPX Alfa, radia-
cién Lunar Corp., Madison, WI)."® Todas las
ratas fueron analizadas utilizando el mismo

tipo de exploracion. La precision del software
fue evaluada por la medicién de una misma
rata cinco veces con reposicion entre dos
exploraciones en el mismo y en diferentes
dias. El coeficiente de variacion fue de 0,9%
para DMO de esqueleto total y el 3,0% para
CMO. El andlisis de las diferentes subareas
se realizé utilizando la imagen del animal vi-
sualizado en la pantalla de la computadora
mediante operacion manual delimitando una
ventana especifica (ROI) para cada segmen-
to. El CV para DMO de columna lumbar (CL)
fue de 1,8% y para tibia proximal (TP) fue de
3,5%. Todos los analisis fueron realizados por
el mismo observador con el fin de reducir al
minimo la variacién interobservador.?

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como me-
dia + desvio estandar (DE). La normalidad de
las variables fue evaluada mediante el test de
Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas
mediante el test de Levene. Los datos nor-
males fueron analizados mediante analisis de
varianza (ANOVA) y aquellos que no presenta-
ron distribucién normal (desarrollo de lactoba-
cilos) mediante el test de Kruskal-Wallis para
datos no paramétricos. Cuando se constaté
diferencia entre los distintos grupos se aplicé
a posteriori el test de Bonferroni para determi-
nar entre cudles de los grupos se encontraban
diferencias significativas. El célculo estadisti-
co de la absorcion mineral por evaluarse solo
dos grupos fue realizado mediante el test de
Student. Los andlisis se realizaron utilizando
el programa SPSS 19.0 para Windows (SPSS,
Inc. Chicago, IL). Un valor de p<0,05 fue con-
siderado significativo.

Resultados
Parametros zoométricos

El grupo A (control) tuvo un promedio de
consumo de alimentos (g/d) significativamen-
te mayor que el resto de los grupos (p<0,05)
(Tabla 2); sin embargo, cuando se calcul6 la
ingesta diaria en Kcal, no existieron diferen-
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cias significativas entre los grupos. EI PC no
mostrd diferencias significativas entre los 4
grupos ni al inicio ni al final de la experiencia
(Tabla 2).

Desarrollo de lactobacilos, pH y peso cecal

Al comienzo de la experiencia, todos los
grupos presentaron similar desarrollo de lac-
tobacilos. Sin embargo, a partir de la prime-
ra semana y hasta finalizar la experiencia,
los grupos que consumieron la mezcla GOS/
FOS® aumentaron en forma significativa la
cantidad de colonias de lactobacilos en com-
paracién con los que recibieron dietas libres
de prebidticos (Figura 1).

Desarrollo de Lactobacilos
8,0

7,5

7,0 /L T
6,5

Log UFC/g heces frescas

» T

5,0

Tiempo (semanas)

Figura 1. Efecto de la mezcla GOS/FOS sobre el
desarrollo de lactobacilos (media + DE). *p<0,0001
entre N-NSL vs A-V. Datos analizados mediante
Kruskal Wallis y test “a posteriori” de Bonferroni.

El pH cecal fue significativamente inferior
(p<0,0001) en los grupos V, N y NSL respecto
de A. La menor acidez cecal se observé en el
grupo N (p<0,05), mientras que los grupos V y
NSL presentaron similar pH (Tabla 2).

Los grupos que consumieron la formula
lactea que contenia lactosa (V y N) presenta-
ron en ciego distintas zonas con gases, lo que
imposibilité su correcta pesada (Figura 2). El

peso cecal de NSL fue significativamente su-
perior al de A (p<0,0001).

Absorcion aparente

Luego del consumo de dieta y durante 4
dias, las ratas pertenecientes a los grupos V
y N presentaron signos de diarrea. EI motivo
se atribuyé al elevado contenido de lactosa
(~50%) varias veces superior al umbral de to-
lerancia de la rata (~12%). Este hecho obligd
a realizar la comparacion en la absorcién sélo
entre los 2 grupos libres de lactosa (A y NSL).

Al comienzo de la experiencia no existieron
diferencias importantes en la ingesta, excre-
cién y absorcion aparente de Ca, Mg y P (da-
tos no mostrados).

Al finalizar la experiencia, el grupo NSL
presentd un valor significativamente inferior
en la excrecion de Ca, Mg y P respecto del
grupo A (p<0,01) (Tabla 3). Esto condujo a
que el grupo NSL presentara, respecto del
grupo A, valores significativamente superio-
res tanto de absorcién aparente de Ca, Mg
y P (mg/dL) (p<0,05, p<0,01, p<0,0005, res-
pectivamente) como porcentual (p<0,0005;
p<0,05 y p<0,0001, respectivamente) (Figura
3; Tabla 3).

Contenido mineral en fémur y parametros
densitomeétricos

Los grupos N y NSL presentaron valores
significativamente superiores de Ca 'y P en fé-
mur respecto de los grupos A y V (p<0,05);
asimismo, V presenté un valor significativa-
mente mayor que A (p<0,05). Sin embargo,
el contenido de Mg fue similar en todos los
grupos estudiados (Tabla 4).

El CMO fue significativamente menor en el
grupo A respecto de los otros 3 grupos estu-
diados (p<0,005). Asimismo, se observd que
el grupo NSL presento el valor significativa-
mente mas alto y el grupo A el valor significa-
tivamente mas bajo en la DMO de esqueleto
total (p<0,05). La DMO de tibia proximal fue
significativamente mayor en los grupos N y
NSL respecto de A y V (p<0,01) aunque sin
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Tabla 2. Consumo, peso corporal y pH cecal (media + DE). Letras diferentes determinan una diferencia

significativa entre grupos p<0,05; *p<0,0001 NSL respecto de A.

A Vv N NSL
Consumo diario (g/d) 12,9+1,1a 9,5+0,4b 9,5+0,6b 10,1+0,5b
Consumo diario (Kcal) 51,6+4,1 46,6+4,6 44.1+4,6 44,8+4,8
Peso inicial (g) 44,0+3,9 46,0+7,5 44,9+6,1 41,7+3,7
Peso final (g) 132,3+16,3 123,6+14,6 122,4+12,1 127,5+11,0
pH cecal 71+0,2a 6,6+0,3b 5,7+0,1c 6,5+0,2b
Peso cecal (g) 1,51+0,17 2,26+0,19*

Datos analizados mediante el test de Bonferroni luego de aplicar ANOVA.

Ciego de rata al finalizar la experiencia

Figura 2. Aspecto de los ciegos al finalizar la experiencia (Tf=40).

diferencia entre ellos. La DMO de columna no
mostré diferencias entre los distintos grupos
(Tabla 4).

Pruebas biomecanicas

La Tabla 4 muestra los valores biomecani-
cos de los grupos estudiados. La fuerza maxi-
ma de fractura, el médulo de elasticidad y la

rigidez Osea fueron significativamente mayo-
res en los grupos N y NSL respecto de Ay V
(p<0,05), sin diferencias entre ellos.

Discusion

Los resultados del presente estudio confir-
man el efecto positivo del consumo de OND
con caracteristicas prebidticas sobre la absor-
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Tabla 3. Absorcién aparente de Ca, Mgy P en tiempo inicial y final de los grupos estudiados (media + DE).

Tiempo Final
A NSL p
Consumo de dieta (g/d) 17,1£3,0 16,9+0,6 ns
Ingesta de Ca (mg/d) 85,5+7,1 84,6+2,9 ns
Ca en heces (mg/d) 18,8+4,7 9,4+1,9 0,0075
Absorcion aparente de Ca (mg/d) 66,7+3,9 75,2+3,4 0,0326
Ingesta de Mg (mg/d) 8,7+1,5 8,6+0,3 ns
Mg en heces (mg/d) 3,5+0,4 2,6+£0,5 0,0407
Absorcion aparente de Mg (mg/d) 51+0,5 6,1+0,2 0,0077
Ingesta de P (mg/d) 51,3+8,9 50,8+1,7 ns
P en heces (mg/d) 10,6+1,6 4,3+1,0 0,0005
Absorcién aparente de P (mg/d) 40,6+2,7 46,5+2,1 0,01

Datos analizados con la prueba t de Student. ns: no significativo

Tabla 4. Contenido mineral en fémur, parametros densitométricos y parametros biomecanicos (media + DE).
Letras diferentes determinan una diferencia significativa entre grupos p<0,05.

A Vv N NSL
Contenido mineral en fémur
Contenido de Ca (mg/q) 117+2,6¢ 133,1+2,2b 152,4+2,3a 147,7+2,5a
Contenido de Mg (mg/g) 1,35+0,05 1,40+0,02 1,39+0,05 1,40+0,07
Contenido de P (mg/g) 70,0+1,1c 78,1+1,3b 85,7+2,3a 83,3+2,1a

Parametros densitométricos

CMO/PC Esqueleto Total (g/100g PC) 2,00+0,21b 2,27+0,30a 2,25+0,11a 2,27+0,25a
DMO de Columna (mg/cm2) 185+5 179+2 17712 181x7
DMO de Tibia proximal (mg/cm2) 172+5b 169+11b 188+12a 185+22a

Parametros biomecanicos

Fuerza maxima de fractura (N) 46,4+2,6b 42,6+4,2b 56,1+1,2a 59,2+2,2a
Rigidez 6sea (N/mm) 109+10b 105+2,9b 148+13a 141,7+14a
Modulo de elasticidad 662+118b 721+196b 1185+211a 1131+£95a

Datos analizados mediante el test de Bonferroni luego de aplicar ANOVA.
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Figura 3. Absorcion aparente porcentual al finalizar la experiencia (Tf=40) (media + DE).
*p<0,0005, **p<0,05, ***p<0,0001. Datos analizados mediante test de Student.

cién de Ca, P y Mg. Por otra parte, esa mayor
absorcién se tradujo en una mayor biodispo-
nibilidad mineral que mejord no solo la reten-
cién de Ca en hueso sino las propiedades bio-
mecanicas del tejido.

Si bien el consumo diario expresado en
gramos fue diferente entre AIN93 y las 3 for-
mulas lacteas empleadas, cuando se expres6
el consumo en términos caléricos no exis-
tieron diferencias entre ellas. Este resultado
es consecuencia de que la rata consume en
términos de requerimientos energéticos.?'?
Un inconveniente que se presentd en el es-
tudio fue el elevado porcentaje de lactosa en
las leches V y N, que indujo diarrea osmotica.
A pesar de ello, el peso corporal alcanzado

al final del estudio fue similar en los 4 grupos
estudiados.

La mayor absorcion de Ca, P y Mg se pro-
duce en el intestino delgado pero, si estos mi-
nerales se mantienen en solucién, también es
posible su absorcion a nivel de colon y ciego.
Diversos estudios han demostrado el aumen-
to en la absorcién de Ca, P y Mg por el consu-
mo de una dieta que contenia prebidticos. 252

Los OND favorecen la solubilidad de las
sales de Ca, P y Mg al inducir la produccion
de AGCC que acidifican el medio debido a la
fermentacion de dichos compuestos por bac-
terias acidorresistentes tales como bifidobac-
terias y lactobacilos.?® En el presente estudio,
la acidificacién del medio por el consumo de

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 9 - N° 3 - 2013

253



Bryk y col.: Efectos de GOS/FOS sobre la absorcion intestinal

GOS/FOS® se evidencio a través de la reduc-
cion del pH cecal observado en los grupos que
consumieron las férmulas lacteas con prebié-
ticos. Esta disminucion favorece, por compe-
tencia, el crecimiento de bacterias benéficas o
probidticos como los lactobacilos, cuyo mayor
desarrollo fue confirmado en el presente estu-
dio.*El menor pH colénico se observo a través
del consumo de la dieta que aportaba lactosa
y GOS/FOS®, ambos con caracteristicas pre-
biéticas; mientras que una menor disminucion
en el pH, aunque significativa, fue observada
en los grupos NSL y V, los cuales sélo aportan
uno de aquellos dos componentes prebidticos.
Sin embargo, la lactosa no indujo aumento en
el niumero de lactobacilos, posiblemente por la
diarrea osmética.

En el presente estudio se demostrd una
clara asociacion entre el incremento de lac-
tobacilos y el aumento en la absorcion Ca,
Mg y P por el consumo de GOS/FOS®. El
aumento que se produjo en la absorcién de
estos 3 minerales favorecié la disponibilidad
para su utilizacién en los distintos procesos
fisiologicos en los que ellos se encuentran
involucrados. Respecto del Ca y P, como el
mayor porcentaje de estos compuestos se
encuentra en hueso, es légico suponer un
aumento en los depdsitos en tejido 6seo. En
el presente estudio se evidencié el aumento
en la retencion de Ca y P. Asimismo, si bien
no pudo evaluarse la absorcién en los gru-
pos Ny V, la cantidad de Ca y P depositado
en fémur por el consumo de estas dietas au-
menté sugiriendo también en estas dos die-
tas un aumento en la biodisponibilidad por
la presencia de GOS/FOS® + lactosa o de
lactosa, respectivamente. Respecto del Mg
se debe recordar que es un mineral funda-
mentalmente intracelular que actia en dis-
tintas vias de sefalizacién o como cofactor
enzimatico en la sintesis de proteinas y de
nucledtidos. En hueso, su funcién radica en
inhibir el crecimiento cristalino para mante-
ner el tamafo adecuado de los cristales de
hidroxiapatita que asegure el cumplimiento

de las funciones biomecanicas. Este hecho
podria explicar que, a pesar de una mayor
absorcion intestinal de Mg, el contenido del
mineral a nivel 6seo no aumenté significativa-
mente. Sin embargo, se observé un aumento
en las funciones biomecanicas del fémur, lo
que indirectamente sugiere que su presencia
contribuyd a que se produjera una adecuada
mineralizacion del tejido.

Varios estudios han demostrado un au-
mento en la CMO por el consumo de dife-
rentes prebidticos.’*3" En concordancia con
estos estudios, el aumento que se observé
en el contenido de Ca y P femoral se tradujo
en un mayor deposito de hueso en todo el te-
jido, lo cual se evidencd por una mayor masa
6sea a nivel del esqueleto total. El consumo
de prebidticos favorecio asimismo el aumen-
to de la DMO a nivel tibia proximal, sin efecto
a nivel de columna. Si bien ambos tipos de
hueso presentan un mayoritario porcentaje
de hueso trabecular, el diferente comporta-
miento respecto de la densidad 6sea se debe
a que en los cuadrupedos, y en especial en
la rata, la tibia soporta una carga mecanica
superior a la columna. Por otra parte el hueso
cortical también se vio beneficiado al obser-
varse una mayor resistencia a las fracturas
con mejoras tanto en las propiedades estruc-
turales como materiales del hueso y con ello
en la rigidez y mineralizacién del tejido.

Conclusiones

La mezcla de GOS/FOS® indujo un au-
mento en la absorcion coldénica de Ca, Mgy P
y una mejora en los pardmetros 6seos de los
animales normales en crecimiento. Dicho au-
mento estuvo relacionado directa o indirecta-
mente con el aumento de la microflora lactica
responsable del descenso de pH observado.
Estos resultados podrian ser extrapolados
al ser humano, por lo cual la adiciéon de una
mezcla de dichos componentes a formulas
infantiles es Util para mejorar la biodisponi-
bilidad de minerales que afectan la salud en
general y la ésea en particular.
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Resumen

El objetivo del trabajo fue estudiar y com-
parar los efectos vasculares de farmacos
empleados en el tratamiento de la osteopo-
rosis: el modulador selectivo del receptor
de estrégenos raloxifeno y el bisfosfonato
alendronato. Se investigaron las acciones in
vitro sobre procesos celulares vitales para la
salud vascular: la biodisponibilidad de éxido
nitrico y la interaccion monocito-plaqueta-
endotelio. Ambos farmacos estimularon la
produccién del vasoactivo en las dosis en-
sayadas (56; 64% sobre control, raloxifeno;
alendronato). Para el estudio del mecanis-
mo de accién se emplearon el antagonista
del receptor de estrogenos ICI 182780 e
inhibidores especificos de las vias MAPK
(PD98059) y PI3K (LY294002). El receptor
de estrégenos y la via PI3K participan en el
mecanismo de accion del raloxifeno, mien-
tras que la via MAPK en la accién vascular
del alendronato. En condiciones de elevado

calcio extracelular, el alendronato mantuvo
su capacidad de estimular la sintesis de 6xi-
do nitrico (80,5% sobre el control, p<0,05),
mientras que el raloxifeno pierde su poten-
cial de accién sobre la produccién del va-
soactivo. En ensayos de agregacién plaque-
taria determinamos que el raloxifeno ejerce
un marcado efecto antiagregante (65; 76%
de inhibicién con respecto al control, raloxi-
feno 1; 10 nM, p<0,05). Al estudiar la inte-
raccion monocito-endotelio, el alendronato
no modificd la adhesién basal de monoci-
tos, pero suprimié parcialmente la adhesién
inducida por el proinflamatorio lipopolisaca-
rido bacteriano. En sintesis, si bien basal-
mente cada farmaco regula positivamente la
funcién vascular con mecanismos de accién
especificos, ante condiciones de estrés solo
el alendronato exhibe una capacidad de
sustentar los efectos beneficiosos.
Palabras clave: calcio; raloxifeno; alendrona-
to; éxido nitrico; calcificaciones vasculares.
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SUMMARY

VASCULAR EFFECTS OF RALOXIFENE
AND ALENDRONATE

The aim of this work was to study and
compare the vascular effects of two drugs fre-
quently used osteoporosis treatment, the es-
trogen receptor modulator raloxifene and the
bisphosphonate alendronate. We investigate
the in vitro actions of raloxifene and alendro-
nate on key cellular processes involved in vas-
cular homeostasis such as the bioavailability
of nitric oxide, and monocyte-platelet-endo-
thelium interactions. Using endothelial cells
cultures we found that, both drugs signifi-
cantly enhanced nitric oxide production (56;
64% over control, raloxifene; alendronate re-
spectively). The mechanism of action evoked
by each drug was studied employing an es-
trogen receptor antagonist (ICI 182780 com-
pound), and specific MAPK (PD98059) y PI3K
(LY294002) inhibitors. The evidence obtained
shows that estrogen receptor and PI3K me-
diated vascular raloxifene actions, meanwhile
the effect of alendronate was dependent on
MAPK signalling transduction pathway. When
endothelial cells were incubated in high extra-
cellular calcium concentrations, only alendro-
nate was able to sustain its stimulatory action
on nitric oxide synthesis. In platelet aggreg-
ation assays, we found that raloxifene exhib-
its a potent antiaggregatory action. To study
monocyte-endothelium interactions, the ef-
fect of alendronate on monocyte adhesion to
endothelial cells was evaluated. The bisphos-
phonate did not affect basal mononuclear ad-
hesion, but significantly prevented monocyte
adhesion induced by inflammatory environ-
ment represented by the presence of bacterial
lipopolysaccharide. In summary, although
both drugs elicited potential beneficial action
on key process involved in vascular health, un-
der stress conditions only alendronate main-
tain its capability to modulate the synthesis of
the main vasoactive factor, nitric oxide.

Rauschemberger y col.: Efectos vasculares
de raloxifeno y alendronato

Keywords: cardiovascular system; raloxifene;
alendronate; nitric oxide; vascular calcifica-
tions.

Introduccién

Teniendo en cuenta la integridad del eje
Oseo-vascular, se considera que drogas uti-
lizadas para el tratamiento de la osteoporo-
sis (bifosfonatos, moduladores selectivos del
receptor de estrogenos o SERMs, calcitriol)’
pueden afectar la salud vascular, y por el
contrario, los farmacos empleados en la tera-
péutica cardiovascular (estatinas, inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina y
antagonistas del receptor de angiotensina
Il) pueden afectar el metabolismo 6seo. La
osteoporosis y las enfermedades cardiovas-
culares (ECV) son patologias prevalentes en
la menopausia, hecho que ha sido atribuido
principalmente a la disminucién de los estré-
genos circulantes. Diversos estudios epide-
miolodgicos y preclinicos han demostrado una
interesante relacién entre osteoporosis, ECV
y mortalidad asociada.??® Aunque tradicional-
mente estas enfermedades se han conside-
rado como procesos independientes rela-
cionados con la edad y status ovarico, cada
vez existe mayor evidencia que confirma que
ambas entidades comparten mecanismos fi-
siopatologicos.

La terapia hormonal de reemplazo (THR) en
base a estrégenos, o combinada (estrogenos
mas progestagenos), surge como alternativa
para prevenir patologias posmenopausicas.*
Si bien a nivel éseo los resultados de ensayos
clinicos aleatorizados sobre el sistema cardio-
vascular han sido satisfactorios, los estudios
HERS (Heart and Estrogen progestin Replace-
ment Study), WHI (Women's Health Initiative)
y ERAS (Estrogen Replacement and Atheros-
clerosis Study) pusieron en duda la utilidad
clinica de la THR para la prevencion de ECV.®
Los SERMs han sido propuestos como alter-
nativa de terapia para minimizar los sintomas
asociados al hipoestrogenismo posmeno-
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pausico. Constituyen compuestos sintéticos
disefiados para interactuar con el receptor
de estrogenos (RE), reproducir selectivamen-
te los efectos beneficiosos y/o antagonizar
los efectos no deseables de los estrégenos.
El raloxifeno (RAL) es un SERM desarrollado
especificamente para mantener los efectos
beneficiosos del 17p-estradiol en hueso y en
el perfil lipidico y comportarse como antago-
nista estrogénico en mama y endometrio. Su
uso clinico fue aprobado para el tratamiento
contra la osteoporosis,® siendo poco claros
sus efectos vasculares. Se propone que ten-
dria un impacto positivo a nivel cardiovascu-
lar; sin embargo, el estudio RUTH (Raloxife-
ne Use for The Heart) no pudo confirmar una
accién beneficiosa en la prevencién de ECV
posmenopausica e incluso alerté sobre un
riesgo incrementado de tromboembolismo
venoso y accidentes cerebrovasculares.” No
obstante ello, algunos estudios recientes re-
fieren una accién protectora del RAL sobre la
funcién endotelial® y proponen que, en muje-
res posmenopausicas, el RAL incrementa la
concentraciéon de osteoprotegerina en el en-
torno vascular,® lo que reduciria el riesgo de
calcificaciones vasculares. Por consiguiente,
el impacto vascular del RAL sigue siendo mo-
tivo de estudio y debate.

Los bifosfonatos (BP) son analogos del pi-
rofosfato con gran afinidad por el tejido 6seo.
Los BP reducen la resorcion 6sea y disminu-
yen el riesgo de fractura, y constituyen uno
de los tratamientos de primera linea para la
osteoporosis. En particular, aquellos com-
puestos que tienen un nitrégeno en su es-
tructura molecular exhiben mayor potencia;
tal es el caso del alendronato (ALN). Existe
poca informacion en la literatura acerca de
los efectos celulares y moleculares de los BP
a nivel vascular. Los datos existentes provie-
nen mayoritariamente de estudios clinicos en
pacientes con patologia renal crénica y dia-
betes, que proponen que los BP reducen el
engrosamiento de la intima arterial'® e inhiben
la calcificacion vascular (CaV). Sin embargo,

Rauschemberger y col.: Efectos vasculares
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los resultados son contradictorios y no esta
claro aun si actian en forma directa sobre cé-
lulas vasculares o indirectamente a través de
Su accion sobre el sistema 6seo.

La aterosclerosis, principal ECV, es una
patologia crénica inflamatoria que conduce
a una pérdida de la arquitectura vascular y
generacion de una lesion vascular (ateroma)
que ocluye el vaso afectado.’ Se inicia con
una disfuncion endotelial, evento caracteriza-
do por un desequilibrio en la produccion de
factores vasodilatadores y vasoconstrictores.
Se observa una marcada disminucién en la
biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO), lo que
conduce a un estado de vasoconstriccion,
pro-oxidante, proinflamatorio y protrombéti-
co.”™ La respuesta inicial al dafio vascular es
el aumento de la permeabilidad endotelial y la
secrecion de citoquinas inflamatorias, lo que
provoca la adhesién de plaquetas al endotelio
activado por la injuria. A su vez, las plaque-
tas activadas promueven el reclutamiento de
monocitos y su activacion a macrofagos. La
adhesién de monocitos cargados de lipidos y
su migracion a través del endotelio constituye
el factor mas importante de aceleracion de la
aterogénesis.™ Producto de la activacion de
células endoteliales (CE) y de monocitos, au-
menta la expresion de moléculas de adhesion
celular en ambos sistemas celulares. La pro-
liferacion y migracion de células musculares
lisas vasculares (CMLV) provoca la formacion
de la neointima y la estenosis del vaso. La le-
sion y muerte del endotelio vascular inducido
por el ambiente inflamatorio contribuye a la
desestabilizacién de la placa y ruptura hemo-
rragica del ateroma. La etapa mas avanzada
de la lesién es la calcificacion aterosclerética
de la intima, consistente en un reemplazo casi
completo del tejido vascular por tejido simil
osteogeénico. Es la forma de vasculopatia cal-
cificante mas comun, resultado de la induc-
cién de una transdiferenciacion osteogéni-
ca de subpoblaciones de células vasculares
como consecuencia del microambiente infla-
matorio. Aproximadamente el 15% de las pla-
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cas ateromatosas humanas desarrollan una
completa calcificaciéon, con una arquitectura
indiferenciable de la estructura histoldgica tra-
becular.™

El objetivo del presente trabajo fue estu-
diar y comparar los efectos vasculares de far-
macos empleados en el tratamiento de la os-
teoporosis. Para ello seleccionamos el SERM
RAL vy el bifosfonato ALN, e investigamos sus
acciones in vitro sobre procesos celulares vi-
tales para la salud vascular como son la bio-
disponibilidad de NO vy la interaccién monoci-
to-plaqueta-endotelio.

Materiales y métodos

Materiales

Los reactivos de Griess fueron adquiri-
dos en Laboratorios Britania (Buenos Aires,
Argentina). Tripsina/EDTA (10x), L-glutamina
(100x), anfotericina-B (0,25 mg/ml), penicili-
na/estreptomicina (100x) y suero fetal bovino
(SFB) fueron obtenidos en Laboratorios GBO.
El medio de cultivo Dulbecco’s Eagle’s mo-
dificado (DMEM), los inhibidores LY294002 y
PD98059, el lipopolisacarido de origen bac-
teriano (LPS), RAL, ALN y demas reactivos
empleados fueron adquiridos en Sigma (St.
Louis, MO, USA). El antagonista del RE ICI
182780 se obtuvo en Bioscience Tocris (Park
Ellisville, USA).

Cultivo de CE de aorta de rata

Se emplearon CE obtenidas por cultivo pri-
mario de explante a partir de anillos de aorta
de ratas Wistar de 4 a 6 semanas de edad, se-
gun lo descripto previamente.'®'” Se cortaron
anillos de 1 a 2 mm de longitud y se sembra-
ron en placas de Petri (NUNC) de 5 cm de dia-
metro, en medio de cultivo DMEM, suplemen-
tado con 10% de SFB, penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml), anfotericina-B (2,5
pg/ml) y L-glutamina (2 mM). Se incubaron a
37 °C en atmosfera de 95% aire y 5% de CO,
durante 5 dias. Transcurrido este tiempo, los
anillos fueron removidos y las CE se cultivaron
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hasta alcanzar un crecimiento confluente. La
identidad de las CE fue determinada por: a) la
observacién en microscopio de contraste de
fase (Nikon Eclipse TS100) de las caracteris-
ticas morfoldgicas tipicas de las CE cuando
crecen en monocapa, b) por la reaccién inmu-
nocitoquimica positiva con Factor VIII, y con
anti-Vimentina, clone V9 usando Sistema En-
Vision DakoCytomation, y c) la capacidad de
sintesis de NO.'® Para todos los ensayos se
emplearon cultivos de CE de pasajes 2 a 4.%8
Los trabajos con animales se llevaron a cabo
en el Bioterio del Departamento de Biologia,
Bioquimica y Farmacia de la Universidad Na-
cional del Sur.

Medicion de la producciéon de NO

Se utiliz6 el método colorimétrico de
Griess, como se describié previamente.'® Las
CE se siembran en una densidad de 3,5x10*
células/pocillo y, luego de alcanzar un 90% de
confluencia, se tratan con RAL o ALN en me-
dio DMEM que contiene 1% de suero fetal bo-
vino (SFB). Se proces6 siempre en paralelo un
grupo control con vehiculo solamente (isopro-
panol para RAL, agua para ALN) adicionados
en concentracién <0,1%. Inmediatamente
después del tratamiento se midié la produc-
cion de nitritos (productos estables y no vola-
tiles del NO liberado) en el medio de incuba-
cién. Cuando se emplearon los compuestos
ICI 182780 (antagonista del RE), LY294002
o PD98059 (inhibidores de vias mensajeras
PIBK 'y MAPK, respectivamente), estos fueron
agregados al medio de cultivo 30 minutos an-
tes del tratamiento con los farmacos. En los
ensayos donde se estudio la contribucion de
altas concentraciones de calcio (5 mM), las
CE se cultivaron en un medio enriquecido en
calcio durante 24 horas previas a la adicion de
RAL o ALN. Alicuotas del sobrenadante fue-
ron mezcladas con el reactivo de Griess y se
incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente. La absorbancia fue medida a 548
nm en lector de placas multimodo Synergy HT
(Biotek, USA). La concentracién de NO se de-

260

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 9 - N° 3 - 2013



termind por referencia a una curva estandar
realizada con nitrito de sodio en la misma ma-
triz. Las células se disolvieron en NaOH 1 M
y se determind contenido proteico por el mé-
todo de Lowry. Los resultados se expresaron
como nmoles de NO/mg de proteina.

Ensayos de agregacion plaquetaria

La agregacioén plaquetaria se evalué em-
pleando un método turbidimétrico de acuer-
do con lo descripto previamente.?® Las CE
se cultivaron en multiplacas de 24 pocillos
(NUNC) en una densidad de 3x10* células/pocillo
en DMEM suplementado con 10% de SFB.
Luego de alcanzar un 90% de confluencia, el
medio de cultivo fue reemplazado por 400 pl
de un pool de plasma rico en plaquetas (PRP,
3x108 plaquetas/ml) y se traté con RAL. Se
proces6 en paralelo un grupo control que
recibié vehiculo solamente (isopropanol
<0,1%). Finalizado el tratamiento, se toma-
ron alicuotas de 285 pl del PRP y se coloca-
ron en la cubeta del agregémetro (CronoLog
430). Se inicié la agregacién plaquetaria con
el agregado de adenosina difosfato (ADP)
2x10®° M. Se registraron los cambios en la
transmision de luz en un intervalo de 5 minutos.
Las CE se disolvieron con NaOH 1 My se toma-
ron alicuotas para la determinacion de las pro-
teinas por el método de Lowry. Los resultados
se expresaron como porcentaje de inhibicion de
la agregacion plaquetaria por mg de proteina.
La agregacion plaguetaria maxima se considerd
aquella inducida por el grupo control.

Ensayo de adhesién de monocitos a CE

El aislamiento de los monocitos se realizd
mediante un gradiente de densidad (Ficoll-
Paque Plus) de acuerdo con lo descripto
previamente por nuestro laboratorio.?’ Una
vez aislados, los monocitos se cultivaron
en medio DMEM con 10% de SFB. Las CE
fueron tratadas con ALN durante 24 horas
en medio DMEM suplementado con 1% de
SFB. Este tratamiento se realiz6é en ausencia
y presencia del agente proinflamatorio LPS
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(1 pg/ml), el cual se agregd durante las ulti-
mas 21 horas de tratamiento con el farmaco.
Finalmente, un numero exacto de monocitos
se sembraron sobre las CE pretratadas y se
incubaron durante 2 horas a 37 °C.22 Se co-
lect6 el medio y el nimero de monocitos ad-
heridos a las CE fue calculado por diferencia
entre el total de monocitos sembrados vy el
total de monocitos no adheridos presentes
en el sobrenadante.

Andlisis estadistico

Cada condicién experimental fue realizada
en tres experimentos independientes hechos
por cuadruplicado. Los datos se expresan como
la media + desvio estandar (SD). Se utilizo el test
t de Student para la comparacién entre dos me-
dias independientes y para las comparaciones
multiples ANOVA de una y dos vias seguido
de la prueba LSD de Fisher. Las diferencias de
p<0,05 se consideraron significativas.

Resultados

Empleando el método de Griess evaluamos
los efectos de RAL y ALN sobre la produccion
de NO en CE. Como se observa en la Figura 1,
ambos farmacos estimulan significativamente
la produccion del vasoactivo en las distintas
dosis ensayadas (56 y 67% sobre su control,
RAL 1 y 10 nM respectivamente, p<0,05; 49
y 64% sobre su control, ALN 1 y 5 pM, res-
pectivamente, p<0,01). Evaluamos la partici-
pacion del RE en la transduccién de la sedal
mediada por el RAL. Se observo que el efecto
estimulatorio de RAL (55% sobre control) se
suprime en presencia del antagonista del RE,
IC1 182780 1 uM (47,2+2,5 vs. 29,0+1,5 nmo-
les NO/mg proteina, RAL vs. RAL+ICI 182780,
respectivamente) (Tabla 1).

Teniendo en cuenta que las vias de sefia-
lizacién intracelular MAPK y PI3K regulan la
actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS) y
la produccion de NO mediada por agonistas
naturales del sistema vascular, estudiamos
la participacion de estas cascadas de sefia-
lizacién en el mecanismo de accion de RAL y
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ALN. Para ello se realizaron ensayos de medi-
cién del vasoactivo en presencia de inhibido-
res de las vias MAPK (PD98059, 5 uM) y PI3K
(LY294002, 1 puM). En presencia del inhibidor
de PI3K se suprimié la sintesis de NO mediada
por el SERM (29,5+1,9 vs. 30,4+2,1 nmoles NO/
mg proteina, C+LY294002 vs. RAL+LY294002,
respectivamente), mientras que en los ensa-
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Figura 1. Efecto de raloxifeno (RAL) y alendronato
(ALN) sobre la produccién de 6xido nitrico (NO) en
células endoteliales.

Las células se incubaron durante 15 minutos con
RAL (1 y 10 nM), ALN (1 y 5 uM) o sus respectivos
vehiculos (isopropanol y H,O, respectivamente).
La produccién de NO se midi6é por el método de
Griess como se describe en Materiales y métodos.
Los resultados representan la media + SD de tres
experimentos independientes (n=4). *p<0,05 vs.
control de RAL, *p<0,01 vs. control de ALN. Test
estadistico: ANOVA seguido de LSD de Fisher.

yos realizados en presencia del inhibidor de
MAPK, el RAL mantuvo su efecto estimulato-
rio sobre la actividad de NOS (Tabla 1). Al eva-
luar las vias de sefializacién involucradas en la
transduccién de sefiales mediadas por ALN, la
supresion del estimulo en la sintesis de NO se
observé en cultivos de CE previamente incu-
bados con PD98059 (67,3 vs. 3,2% sobre el

Tabla 1. Efecto de raloxifeno (RAL) y alendronato (ALN) sobre la produccion de NO en células endoteliales:
participacion del RE y las vias mensajeras de MAPK y PI3K.

Las células endoteliales se preincubaron con ICI 1828780 (1 uM), LY294002 (1 uM) 6 PD98059 (5 uM)
durante 30 minutos e inmediatamente después se trataron con raloxifeno (RAL) 10 nM, alendronato
(ALN) 5 pM 6 vehiculo durante 15 minutos. La produccion de 6xido nitrico (NO) se midié por el método
de Griess como se describe en Materiales y métodos. Los resultados representan la media + SD de tres
experimentos independientes (n=4). Test estadistico: ANOVA seguido de LSD de Fisher.

Tratamiento Vehiculo +ICI 182780 +LY294002 + PD98059

Control 30.3 2.1 28.3 = 1.4 29.5+1.9 31.2+ 16
47.2 +2.5" 50.3 = 1.9*

RAL 10 nM (155.6%) 29.0=1.5 30.4 2.1 (161.2%)
50.7 + 2.3* 487 = 2.0*

ALN 5 M (167.3%) ND (165%) 322%17

*p<0.05 frente a sus respectivos controles.
ND: no determinado.
1: aumento
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control, ALN vs. ALN+PD98059, p<0,05). La
preincubaciéon con LY294002 no afectd el in-
cremento en NO inducido por ALN (67,3 y 65%
sobre control, ALN y ALN+LY294002, respec-
tivamente, p<0,05) (Tabla 1). Estos resultados
sugieren que la via PI3K participa en el meca-
nismo de accién de RAL y la via MAPK en la
accion vascular de ALN.

Mantener la biodisponibilidad de NO por
parte de las CE es uno de los eventos mole-
culares que inhiben la CaV. Considerando esto
evaluamos el efecto de RAL 10 nM y ALN 5 uM
sobre la produccién de NO en CE cultivadas en
condiciones fisiolégicas o de calcificacion (1 o
5 mM calcio en el medio extracelular, respec-
tivamente). Como se aprecia en la Tabla 2, en
condiciones fisiolégicas, los dos farmacos es-
timularon marcadamente la produccion de NO
en CE (23+1,3; 37,0+1,8 y 41,0+1,6* nmoles
NO/mg proteina; control; RAL y ALN; **p<0,01,
*p<0,05, respectivamente). Cuando los ensayos
de producciéon de NO se realizaron en condicio-
nes de CaV (calcio 5 mM en el medio extrace-
lular), el ALN mantuvo su capacidad de estimu-
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lar la sintesis del vasoactivo en CE (80,5% de
estimulo sobre el control, p<0,05). En cambio,
en condiciones de elevado calcio extracelular, el
RAL pierde su accién sobre la sintesis de NO.
Se evalu6 el efecto del RAL sobre la agre-
gacion plaquetaria dependiente del endotelio
vascular. Para llevar a cabo el experimento,
las CE se incubaron en PRP y se trataron con
RAL (1 y 10 nM) durante 10 minutos. Finaliza-
do el tratamiento, se midié la agregacién pla-
quetaria inducida por ADP 2x10% M. Como se
aprecia en los registros de agregacién plaque-
taria mostrados en la Figura 2A, el tratamien-
to con RAL 1 y 10 nM indujo una agregacion
plaquetaria marcadamente inferior a la corres-
pondiente al grupo control. La cuantificacion
de este efecto se puede observar en la Figura
2B, donde se grafica el porcentaje de inhi-
biciéon de la agregaciéon plaquetaria con res-
pecto al grupo control. El tratamiento con el
farmaco inhibié significativamente la agrega-
cion plaquetaria (65 y 76% de inhibicion con
respecto al control, RAL 1 y 10 nM, respec-
tivamente, p<0,05). Estos resultados ponen

Tabla 2. Efecto del calcio sobre la produccién de o6xido nitrico (NO) mediada por raloxifeno (RAL) 6

alendronato (ALN).

Cultivos de células endoteliales se incubaron en medio con calcio (1 mM 6 5 mM)durante 24 hs y luego

se trataron con RAL 10 nM, ALN 5 uM 6 sus respectivos vehiculos (isopropanol y H,O respectivamente)

durante 15 minutos. La produccion de 6xido nitrico se midié por el método de Griess como se describe

en Materiales y métodos. Los resultados representan la media + SD de tres experimentos independien-
tes (n=4). Test estadistico: ANOVA seguido de LSD de Fisher.

Tratamiento Calcio 1 mM Calcio 5 mM

Control 23.0+1.3 20.0 + 1.8
37.0 + 1.8**

RAL 10 nM (160.9%) 21.2+1.2
41.0 + 1.6% 36.1 +1.0*

ALN5uM (178.3%) (180.5%)

*p<0.05 frente a su respectivo control;
**p<0.01 frente a su respectivo control.

1: aumento
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Figura 2. Efecto de raloxifeno (RAL) sobre la agregacion plaquetaria.

Se muestran registros representativos de la agregacion plaquetaria (A) y la respectiva cuantificacion (B) de

la inhibicion de la agregacion plaquetaria inducida por raloxifeno. Las CE se incubaron en 400 pyl de PRP

en ausencia (control) o presencia de las concentraciones indicadas de raloxifeno o vehiculo (isopropanol)
durante 10 minutos. Finalizado el tratamiento, el PRP se retird rapidamente y se inicié la agregacion de las
plaguetas por adicion de 2x10° M de ADP. Se midié el aumento en la transmision de luz como se describe

en Materiales y métodos. Los resultados representan la media + SD de tres experimentos independientes
(n=4). *p<0,05 frente al control. Test estadistico: test t de Student.

en evidencia que el SERM ejerce un marcado
efecto antiagregante.

De acuerdo con lo reportado en la literatura,
la adhesién de monocitos al endotelio es uno
de los eventos celulares que promueven la for-
macion de calcificaciones vasculares. Por este
motivo investigamos el efecto de ALN sobre
la adhesion de monocitos a cultivos de CE en
respuesta a un estimulo proinflamatorio induc-
tor de adhesion. Como estimulo de inflamacion
empleamos LPS. Las células se trataron duran-

te 24 horas con el bisfosfonato (5 pM) en au-
sencia o presencia de LPS (1 pg/ml), el cual se
agrego en las Ultimas 21 horas del tratamiento
con ALN. Finalizado este, las células se incu-
baron con la suspension de monocitos durante
2 horas adicionales. En la Figura 3 se muestran
los resultados de la cuantificacion de la adhe-
sion de los mononucleares a las CE. Como se
puede observar, el tratamiento con LPS indu-
jo una mayor adhesion de monocitos a las CE
con respecto al grupo control (23,06+2,53 vs.
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38,12+4,2 células/campo, control vs. LPS, res-
pectivamente, p<0,001). Cuando las CE son
tratadas con ALN no se modifica la adhesion
basal de monocitos. Sin embargo, si las CE
son previamente expuestas al bisfosfonato, se
suprime parcialmente el estimulo inducido por
el agente proinflamatorio (65% vs. 34% sobre
el grupo control, LPS vs. LPS+ALN, respectiva-
mente, p<0,05).

Discusién

Los resultados presentados muestran que
ambos farmacos son activos a nivel vascular,
potenciando la produccion del principal va-
soactivo (NO) e inhibiendo la interaccion de
plaquetas o de monocitos con las células en-
doteliales. En su conjunto, estas representan
acciones saludables sobre la homeostasis de
los vasos sanguineos. Si bien cada farmaco
exhibe un mecanismo de accién especifico, el
analisis estadistico no mostré diferencias sig-
nificativas entre los efectos de cada uno de
ellos, por lo que hasta el presente no pode-
mos establecer si alguno posee un mayor po-
tencial de accién. Si encontramos diferencias

Rauschemberger y col.: Efectos vasculares
de raloxifeno y alendronato

Figura 3. Efecto de alendronato (ALN) sobre la ad-
hesion de monocitos a células endoteliales.

Las células endoteliales fueron tratadas con ALN
(6 M) o su correspondiente vehiculo (H,0) durante
24 horas en presencia o ausencia de LPS (1 ug/ml),
el cual se agreg6 durante las Ultimas 21 horas del
tratamiento con el bisfosfonato. Finalizado este, los
monocitos se sembraron sobre la monocapa de CE
durante 2 horas adicionales. Inmediatamente des-
pués se retird el sobrenadante y se realiz6 el re-
cuento de monocitos adheridos de acuerdo con lo
descripto en Materiales y métodos. Los resultados
representan la media + SD de tres experimentos
independientes (n=4). *p<0,05, **p<0,01 vs. ALN,
***p<0,001 vs. control. Test estadistico: ANOVA se-
guido de LSD de Fisher.

bajo condiciones de estrés (elevado calcio
extracelular), donde solo el ALN conservé su
capacidad de estimular la sintesis de NO aun
en condiciones desfavorables.

El NO es el regulador por excelencia del
metabolismo vascular. Practicamente todas
las funciones vasculares dependen del NO,
por eso se lo conoce como el segundo men-
sajero vascular. Mantener la biodisponibilidad
de NO es indispensable para prevenir la en-
fermedad aterosclerética, y aun en caso de
una lesion establecida actia como inhibidor
de la calcificacién vascular. Ambos farmacos
estimularon significativamente la produccion
de NO. Como era de esperar, siendo el RAL
una droga del grupo de los SERM, su meca-
nismo de accién involucra la participaciéon del
RE. Las concentraciones de RAL empleadas
en este estudio son cercanas a los niveles
circulantes reportados para seres humanos
bajo terapéutica estandar con RAL (1-2 nM).%
Por su parte, los niveles de BP empleados
concuerdan con el rango de concentracion
descripto en la literatura para el cual el ALN
previene la apoptosis osteoblastica y favore-
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ce la viabilidad de osteoblastos osteocitos.?
El mecanismo a través del cual los farmacos
estimulan la sintesis de NO es selectivo. En
el caso del RAL comprende la participaciéon
del RE y de la via PI3K/Akt. Este mecanismo
es similar al empleado por 17p-estradiol en la
activacion de NOS endotelial.?> Para el ALN
la acciéon es mediada por la via MAPK, siste-
ma de sefalizacién intracelular que participa
activamente en el control del tono vascular,
el crecimiento celular y la antiaterogenicidad.
Las células vasculares expresan el sensor de
calcio. En estados de hipoxia o estrés oxida-
tivo es precisamente la via MAPK la respon-
sable de transmitir la sefal de activacién del
sensor de calcio desde la membrana plasma-
tica al interior celular.2

Como se menciond en la introduccion, la
adhesién y agregacion plaquetaria y la adhe-
sion de monocitos al endotelio vascular son
eventos que condicionan fuertemente el pro-
greso de la lesion vascular. Demostramos que
ambos farmacos modulan estos procesos, in-
hibiendo la agregacién plaquetaria en el caso
del RAL y previniendo la adhesion monocitica
inducida por estrés inflamatorio para el ALN.
Estos efectos podrian interpretarse como po-
sitivos y potencialmente beneficiosos para la
homeostasis vascular, ya que ante una injuria
podrian contribuir a inhibir la génesis de la le-
sion ateromatosa.

La calcificacion de la intima arterial consti-
tuye la etapa més avanzada de la lesion vas-
cular. Mantener la capacidad de sintesis de
NO es uno de los eventos clave que inhiben
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la transdiferenciacion de células vasculares a
linaje osteogénico y previene el depésito de
cristales de hidroxiapatita en la matriz extra-
celular.”® Utilizando condiciones de elevado
calcio en el medio extracelular obtuvimos
evidencia de que solo el ALN conserva la
capacidad de estimular la sintesis endotelial
de NO en una magnitud equivalente al efecto
observado en condiciones fisiologicas (1 mM
calcio). Si bien estos resultados requieren una
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pleta del proceso de calcificacion vascular,
preliminarmente sugieren que, ante condicio-
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tentar efectos beneficiosos a favor del ALN.

En conclusién, lo descripto en este trabajo
sostiene la premisa de mantener una mirada
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Resumen

El uso de glucocorticoides (GC) se asocia
a pérdida de masa 6sea e incremento del ries-
go de fracturas. Los objetivos del trabajo fue-
ron establecer la prevalencia del tratamiento
crénico con GC en la poblaciéon de un hos-
pital de comunidad, evaluar el porcentaje de
pacientes tratados por osteoporosis inducida
por corticoides (OIC) y el tipo de tratamiento
implementado en la poblacion con fracturas y
sin ellas que consume GC. Se evaluaron pa-
cientes mayores de 18 afios que recibian tra-
tamiento cronico con GC (mayor de 3 meses).
Se obtuvieron de la historia clinica electronica
los datos de compra de GC, medicacién para
OIC, fractura y densitometria 6sea.

La poblacién con consumo crénico de
GC (2493 pacientes) representa el 1,7% de
los afiliados (n=146.647). La edad media es
68+15 afios y predomina el sexo femenino
(63,6%). Se prescribieron: GC orales, inhalan-
tes, parenterales y GC orales e inhalantes en
el 35,6%, 36,5%, 11,2% y 16,8%, respectiva-
mente. No se observaron diferencias de edad,

sexo y fracturas en los subgrupos segun los
distintos tipos de administracion de GC. El
41% recibié tratamiento para OIC con pre-
dominio de bifosfonatos (26,6%) y vitamina D
(22,2%). La poblacion tratada en relacion con
la no tratada presentaba mayor porcentaje de
fracturas (20,4% vs. 8,6%, p<0,0001), canti-
dad de estudios de densitometria realizados
(26,1% vs. 8,4%, p<0,0001); esta subpobla-
cién consumia menor cantidad de farmacos
por enfermedades asociadas (p<0,001). El
13,6% de la poblacién presentaba antece-
dente de fracturas. El 62,3% de ese subgru-
po recibia tratamiento para OIC. En nuestro
estudio un bajo porcentaje de la poblacién
que consumia en forma crénica GC recibid
tratamiento preventivo para osteoporosis, lo
que demuestra una escasa e insuficiente in-
tervencion institucional. Se requiere mayor
concientizacién de médicos y pacientes sobre
la importancia de este tratamiento preventivo.
Palabras clave: glucocorticoides, osteoporo-
sis, tratamiento, fracturas.

* Correo electronico: luisa.plantalech@hospitalitaliano.org.ar
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Summary

GLUCOCORTICOID INDUCED OSTEOPO-
ROSIS: PREVALENCE OF PREVENTIVE
TREATMENT IN POPULATION OF A CLO-
SED HEALTH SYSTEM

The use of glucocorticoids (GC) is associ-
ated with loss of bone mass and increased
risk of fractures. The objectives of this study
were to establish the prevalence of chronic
treatment with GC in the population of a com-
munity hospital, to evaluate the percentage of
patients treated for glucocorticoid-induced
osteoporosis (GIO) and type of treatment im-
plemented in the population consuming GC
with and without fractures.We evaluated pa-
tients older than 18 years with chronic treat-
ment with GC (for over 3 months). Data were
obtained from GC purchases, medication for
GIO, fracture and bone densitometry detailed
on electronic medical records. The popula-
tion with chronic use of GC (2493 patients)
represented 1.7% of institutional members
(n = 146647). Mean age was 68+15 years in
predominantly (63.6%) female patients. Pre-
scription included: GC oral inhalation, par-
enteral and oral and inhaled GC at 35.6%,
36.5%, 11.2% and 16.8%, respectively. There
were no differences of age, sex and fractures
in subgroups according to the different types
of GC administration. 41% received bisphos-
phonate-predominant (26.6%) and vitamin D
(22.2%) treatment for GIO. The treated popu-
lation relative to untreated patients had high-
er percentage of fractures (20.4% vs. 8.6%,
p<0.0001), densitometry studies (26.1% vs.
8.4%, p<0.0001) and consumed fewer drugs
for associated diseases (p<0.001). 62.3%
of patients with fractures (13.6%) received
treatment for GIO. In our study, a low per-
centage of the population that chronically
consumed in GC received preventive treat-
ment for osteoporosis, which showed a poor
and insufficient institutional intervention.
More physician and patient awareness of the

Carrizo y col.: Osteoporosis inducida
por corticoides: prevalencia de tratamiento

importance of this preventive treatment is re-
quired.

Key words: glucocorticoids, osteoporosis,
treatment, fractures.

Introduccion

La osteoporosis inducida por corticoides
(OIC) es la causa mas frecuente de osteopo-
rosis secundaria. La cantidad de personas
tratadas en forma croénica con glucocorticoi-
des (GC) se estima entre el 0,9y el 1,2% de la
poblacion mayor de 20 afos.?

El uso de GC en altas dosis se asocia a
pérdida de masa ésea en los primeros meses
del tratamiento. También se advierte disminu-
cién con bajas dosis de GC acumuladas en el
tiempo y con el uso de GC por inhalacién. El
riesgo de fracturas vertebrales se incrementa de
2 a 4 veces en pacientes que reciben dosis de
prednisona igual o mayor de 2,5 mg por tiempo
prolongado y el de fractura de cadera aumenta
dos veces con dosis mayores de corticoides. Al
suspender la corticoterapia, el riesgo de fractura
disminuye pero no desaparece.®?

El tratamiento con calcio (Ca), vitamina
D y bifosfonatos (BF) disminuye el riesgo de
fractura.”'® En estudios epidemiolégicos se
advierte un bajo porcentaje de tratamiento (4-
37%) preventivo de OIC.1422

Resulta paradéjico que, disponiendo en
la actualidad de los medios necesarios para
diagnosticar y prevenir, un pequefio porcenta-
je de pacientes recibe tratamiento para evitar
la pérdida de masa 6sea. El reconocimiento y
la actuacion precoz son fundamentales para
disminuir la incidencia de fracturas por fragi-
lidad.

Este estudio tiene como objetivos esta-
blecer la prevalencia del tratamiento crénico
con GC en la poblacién de un sistema ce-
rrado de salud, evaluar el porcentaje de pa-
cientes tratados para OIC en aquellos medi-
cados con GC y en las subpoblaciones con
fracturas y sin ellas. Determinar qué tipo de
tratamiento se prescribe en la institucion.
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Poblacion y métodos

Se trata de un estudio de corte transver-
sal que incluyd a todos los pacientes de edad
mayor o igual a 18 afios, afiliados al sistema
cerrado de salud del Hospital Italiano de Bue-
nos Aires. Se excluyeron los pacientes con
trasplantes de 6érganos y los enfermos onco-
l6gicos.

La recoleccién de los datos se realizé en
forma retrospectiva utilizando la Historia Clini-
ca Electrénica (HCE), que funciona como Uni-
co repositorio de informacién de todo lo que
le ocurre al paciente. La HCE tiene un registro
de las compras de medicamentos de la far-
macia del hospital. Se asumi6 que el paciente
tomaba la medicacion si presentaba el regis-
tro de compra en la farmacia. Se consideré
que el paciente recibié un tratamiento crénico
de GC cuando se detectaban 5 o0 mas com-
pras durante un afo.

Se obtuvieron de la HCE los siguientes pa-
rametros:

1) Edad y sexo del paciente.

2) Fracturas por fragilidad, dato obtenido
del rubro “PROBLEMAS” de la HCE.

3) Densitometria 6sea (DMO) realizada en
el periodo 2003-2010 (informe descripto en
HCE).

4) Compra de GC segun via de administra-
cién oral, inhalante y/o parenteral.

5) El consumo de Ca, BF, vitamina D, rane-
lato de estroncio y teriparatida. No se consi-
deraron la terapia de reemplazo hormonal y el
uso de raloxifeno. Estos tratamientos no son
habituales para osteoporosis en general y OIC
en particular en nuestra institucion.

Se definié paciente “polimedicado” cuan-
do se observé un consumo de farmacos igual
0 mayor de 4 en los registros de la HCE.

Analisis estadistico

Se establecié la prevalencia de: 1) pacien-
tes que reciben GC del universo de pacientes
evaluados, 2) el tipo de GC utilizado, 3) pa-
cientes que consumen en forma cronica GC
con tratamiento para OIC y sin él, 4) tipo de

Carrizo y col.: Osteoporosis inducida

por corticoides: prevalencia de tratamiento

farmaco utilizado para prevenir OIC, 5) subpo-
blacién de pacientes con antecedentes de
fracturas, 6) pacientes que realizaron densito-
metria 6sea (DMO).

Se expresaron las variables continuas con
media y desvio estdndar cuando su distribu-
cién era normal y mediana y rango intercuar-
tilo cuando era asimétrica. Las variables ca-
tegdricas, en proporciones con intervalo de
confianza del 95%. Se utilizd el test de T y
ANOVA. Se consider6 significancia estadisti-
ca cuando la p<0,05. Las estadisticas se rea-
lizaron mediante el programa Epi info 2003.

Resultados

La poblacién con consumo crénico de GC
(2493 pacientes) representaba el 1,7% de
los afiliados (n: 146.647). La edad media fue
68+15 afos y predominaba el sexo femenino
(63,6%).

Se prescribieron GC por diferentes vias:
oral (35,6%), inhalante (36,5%), oral e inha-
lante (16,8%) y parenteral (11,2%). No se ob-
servaron diferencias significativas de edad,
sexo, presencia de fracturas y tratamiento
indicado para osteoporosis segun los tipos
de GC y vias de administracién en esta po-
blacion (Tabla 1).

El 41% de los pacientes recibié algun tipo
de tratamiento para osteoporosis. Los far-
macos mas prescriptos fueron BF en mayor
proporcion, seguido de vitamina D, Ca y aso-
ciacion de Ca y vitamina D. (Figura 1). Nueve
pacientes recibieron ranelato de estroncio y
uno teriparatida.

El grupo etario mas tratado estaba com-
prendido entre las décadas 72y 92 (Figura 2).

Comparando las poblaciones de pacientes
tratados para OIC con los no medicados, se
comprobé que los primeros eran mas afo-
sos, se les prescribieron menos tratamientos
asociados, se les realizé DMO en mayor pro-
porcion y era el grupo con mayor cantidad de
fracturas (Tabla 2).

Se observé presencia de fracturas clinicas
en 339 pacientes (13,6%): el 2,9% de mufie-
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Tabla 1. Caracteristica de la poblacion que consume glucocorticoides segun via de administracion en
pacientes de un sistema cerrado de salud de un hospital de comunidad.

GC oral inﬁgl:cg:')n Gﬁ:;ﬁ:czépnor GC intravenoso p
Edad media, DS 69,115 68,5+15,1 67,0+£15,2 68,7+15,1 ns
Sexo fem % 64,9 63,9 66,3 68,3 ns
Tto para OIC % 44.4 441 48,7 36,7 ns
Fractura % 15,4 12,7 141 9,6 ns

GC: glucocorticoides; Tto: tratamiento; OIC: osteoporosis inducida por corticoides.

ns= no significativo.
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Figura 1. Tipo de tratamientos para prevencién de
osteoporosis inducida por corticoides en la pobla-
cion de pacientes de un sistema cerrado de salud
de un hospital de comunidad.

ca, el 2,1% de cadera, el 1,6% vertebrales
y se describen otras en el 6,2%. Se efectud
densitometria ésea en el 15,6% de los pacien-
tes con corticoterapia cronica.

El 62,3% de la poblacién con fracturas re-
cibia tratamiento con vitamina D (50%) y BF
(45%). Esta proporcién fue superior al grupo
general de pacientes en tratamiento crénico
con GC (41%) (Figura 3).

Discusién

La prevencién primaria y secundaria de la
OIC cobré interés en la comunidad médica
en los ultimos afos. La morbimortalidad que
acarrean las fracturas en un paciente vulnera-

Figura 2. Tratamiento de osteoporosis inducida por
corticoides en pacientes de un sistema cerrado de
salud de un hospital de comunidad. Se evalua el
porcentaje de tratados segun décadas.

do por otra enfermedad motivé el estudio de
la entidad. Numerosos trabajos de diferentes
disefios y caracteristicas poblacionales des-
tacaron el subdiagnoéstico y la escasa inter-
vencion terapéutica de pacientes con OIC.
En los ultimos afos se difundieron guias para
prevencioén y tratamiento; sin embargo, la im-
plementacion de estas medidas es aun poco
satisfactoria 9252627

En este estudio, el 1,7% de la poblacién
mayor de 18 afios consumia GC en forma cré-
nica. Se excluyeron del trabajo los pacientes
con trasplantes de 6rganos y enfermedades
oncoldégicas porque otros factores asociados
a la enfermedad de base y/o sus tratamientos
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la poblacién tratada en relacién con la no tratada para prevencion de
osteoporosis inducida por glucocorticoides en pacientes de un sistema cerrado de salud de un hospital

de comunidad.

Tto para OIC Sin Tto para OIC P
Edad afos 73+10,5 66,1+16,3 0,000
Pacientes polimedicados (n) 849 929 0,000
DMO realizada % 26,1 8,4 0,000
Fracturas % 20,4 8,6 0,000

DMO: densitometria 6sea; Tto: tratamiento; OIC: osteoporosis inducida por corticoides.

] Tto previo
CBF
EcCa

Il vit D

Gc crénico

L]
Gc cronico con fracturas

Figura 3. Prevalencia de tratamiento preventivo para osteoporosis inducida por corticoides en el subgru-
po que presenta fracturas comparado con la poblacion general.

afectan el esqueleto. La edad promedio de 68
afnos y el predominio del sexo femenino son
similares a otras observaciones. 117:2324

La baja prevalencia de consumo de GC en
esta poblacién fue comparable a estudios del
Reino Unido y los Estados Unidos. 217 Van
Staa y cols. describieron prescripcién de GC
orales en el 0,9%, que alcanzé cifras de 2,5%
entre 70 y 79 afnos en Inglaterra y Gales.! A
similares conclusiones arribaron Walsh y cols.
observando que el 1,7% de las mujeres de
55 aflos 0 mas recibian tratamientos crénicos
con GC'7. Algunas estadisticas mas recientes
procedentes de Estados Unidos (NANHES
1999-2008) determinaron que el 1,2% de la

poblaciéon mayor de 20 afos utilizaba GC en
forma cronica y la cifra ascendia al 2,9 % en
los mayores de 80 afos.?

Se advierte en todos los estudios incre-
mento del uso de GC a mayor edad, predomi-
nio del sexo femenino y una baja prevalencia
de uso de GC crénicos en todas las pobla-
ciones.

El 53,3% de los pacientes de este estudio
utilizaba corticoides inhalantes; a partir de
estos datos podemos inferir que la patologia
respiratoria fue la indicacién principal del uso
de GC. El consumo de corticoides por via oral
seguia en importancia, y en menor proporcion,
la aplicacion parenteral de GC. Destacamos
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que no hubo discrepancias en los subgrupos
segln vias de administraciéon de GC, al com-
parar edad, sexo, presencia de fracturas y te-
rapéutica preventiva para OIC.

El porcentaje de pacientes tratados para
prevenir OIC es bajo, tal como se advierte en
estudios internacionales y en nuestro trabajo.
El amplio rango de prevalencia observada en
diversas investigaciones (4 al 54%) se adscri-
be a los diferentes disefos de los estudios, los
tipos de poblaciones evaluadas y los criterios
que se consideraron para definir tratamiento
0'pt|m0 de O|C 2,17,21,23,26,27

Algunos investigadores canadienses ob-
servaron un incremento del tratamiento de
15 a 24% en una década de observacion. La
intervencion se incrementé con el paso del
tiempo pero no lo suficiente, siendo aun sub-
6ptima.?

El 41% de los sujetos con consumo crénico
de GC de nuestro andlisis recibia tratamiento
preventivo de OIC. Una posible explicacion
de esta mayor prevalencia en comparacion
con otros estudios se relacionaria con el tipo
de poblacién tratada, que es de composicién
homogénea y de clase media. Este sistema
de salud dispone de un médico de cabece-
ra que evalla al paciente en forma integral y
tiene facilitado el acceso a los especialistas y
a las medicaciones. Por otra parte considera-
mos “tratamiento para OIC” la administracién
Unica o combinada de calcio, vitamina D, BF
u otro tratamiento “osteoactivo” (ranelato de
estroncio, teriparatida). Otros autores tienen
criterios mas estrictos: definen el tratamiento
para OIC cuando se prescriben drogas anti-
rresortivas y teriparatida. 222527

En este estudio, los farmacos mas indica-
dos fueron los BF y la vitamina D, terapéuticas
similares a la descripta por Solomon.?! En un
reciente metaandlisis, realizado con traba-
jos de distinto disefio y calidad, Duyvendak
y cols.?’observaron que el tratamiento con
BF represent6 el 31+25%, cualquier tipo de
tratamiento 54+30% y los antirresortivos ex-
cluidos Ca y vitamina D: 41+23%. Para Van

Carrizo y col.: Osteoporosis inducida
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Staa y cols., los farmacos mas prescriptos
fueron BF y vitamina D, en pacientes mayo-
res de 45 afos y que consumian altas dosis
de corticoides.” Chantler y cols. 28 informaron
mayor consumo de BF entre la 72 y 82 década
de la vida (22% y 27%, respectivamente). En
la mayoria de los trabajos, el tratamiento con
Ca y vitamina D o su asociacion fueron mas
prescriptos que los BF (21 vs. 52 %).2:21-2327.29

El BF es la prescripcion para osteoporosis
mas indicada en la institucién. El tratamien-
to con drogas anabdlicas es incipiente y mas
difundido el uso de BF, preferidos por expe-
riencia y costos; por ello, pocos pacientes
recibieron ranelato de estroncio y uno teripa-
ratida. Si evaluamos el tratamiento exclusivo
de BF (26%), el porcentaje de tratamiento fue
comparable al de otros estudios.'??°

La prescripcion del tratamiento para OIC
se observd con mayor prevalencia en la po-
blacién mas afiosa, con menos tratamientos
para otras comorbilidades, con estudios diag-
néstico para osteoporosis (DMO) y con fractu-
ras Oseas. En otra investigacién se advirtieron
semejantes indicaciones: edad, sexo femeni-
no, fracturas, altas dosis acumuladas de GC
y enfermedades reumaticas u otras comorbi-
lidades eran los disparadores principales de
prescripcion de terapéuticas preventivas para
olIC.?

En este trabajo, el uso de corticoides fue
mas frecuente entre la 72 y la 92 década de
vida coincidiendo con la prevalencia de uso
de GC y otros estudios.'®?? Por otra parte, la
escasa evidencia de tratamiento preventi-
vo para OIC en poblacion menor de 50 afios
(guias de prevencion con poca claridad en
las normativas), especialmente en mujeres en
etapa reproductiva, condicionaron una pobre
intervencion entre los mas jovenes.®*

A diferencia de otros autores, los pacientes
polimedicados recibian en menor proporcion
medicaciones para OIC, probablemente por-
que los médicos de cabecera priorizaban la
indicacién de farmacos para enfermedades
mas graves o prevalentes.'®?”
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El 16% de la poblacion con consumo cro-
nico de GC tenia al menos una densitometria
6sea realizada, y si bien en la OIC la DMO es
sélo un parametro mas para tener en cuenta
con miras al diagnéstico, observamos que la
poblacion tratada tenia mayor porcentaje de
DMO realizadas que la no tratada. Los resul-
tados publicados por otros autores son muy
variables (entre 6- 50%).20-2226 Es conocida la
importancia de esta herramienta en la adhe-
rencia a los tratamientos de prevencién pri-
maria y secundaria de osteoporosis.3*

El 20,4% de la poblaciéon que consumia
GC presentaba un registro de fractura, mien-
tras que, en los pacientes no intervenidos, el
8,6%, una diferencia significativa. La presen-
cia de fracturas fue un motivo de importan-
cia para la prescripcion del tratamiento para
osteoporosis. Majumdar y cols. consignaron
similares apreciaciones.?

Existe la evidencia de que el uso crénico
de GC se asocia a un aumento de riesgo de
fracturas. El 13,2% presentaba fracturas por
fragilidad de diferente indole. En este estudio
de cohorte transversal no podemos identificar
si la fractura fue previa al uso del corticoide o
concomitante con él. Por otra parte, también
existe un subregistro de las fracturas verte-
brales asintomaticas; no se evaluaron radio-
grafias del raquis.

Los pacientes con tratamiento cronico de
GC inhalantes presentaban también fractu-
ras clinicas. Gonnelli y cols. y otros autores
demostraron aumento del riesgo de fracturas
vertebrales y pérdida de masa ésea en pa-
cientes tratados con altas dosis de GC inha-
|antes7,8,28,29.

Es de interés incorporar en estudios pobla-
cionales de OIC la categoria de GC inhalato-
rios, por su uso frecuente y sus consecuen-
cias esqueléticas.

En la subpoblaciéon de pacientes con frac-
tura, la prescripcion de tratamiento para OIC
fue superior (62% vs. 41%) a la poblacion total
que consumia GC. Se infiere que hay mayor
motivaciéon para el tratamiento en pacientes

Carrizo y col.: Osteoporosis inducida
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con osteoporosis grave. Las medicaciones
mas prescriptas fueron la vitamina D (50%) y
los BF (45%), a diferencia del grupo general en
el que el BF fue la indicacion preponderante.
Se destaca que la vitamina D es una medica-
Cion necesaria pero no suficiente para el trata-
miento de estos pacientes con fracturas.®'s Te-
niendo en cuenta el alto riesgo de fracturas de
esta poblacién se requiere mayor concientiza-
cién médica para indicar terapias preventivas y
mejor difusién de esquemas terapéuticos por
parte los especialistas en enfermedades éseas
a la comunidad médica en general.

Conclusiones

En nuestro estudio se observé que la po-
blacion tratada en forma crénica con GC re-
presenta un bajo porcentaje de pacientes en
un sistema de medicina prepaga. Este trabajo
comprende a una poblacién seleccionada; sin
embargo, la prevalencia coincide con estu-
dios de comunidades.

Se destaca que el tratamiento preventivo
para OIC fue insuficiente, asi como también
los estudios implementados para el diagnosti-
co de la poblacién de riesgo de padecer frac-
turas.

La prevencion de la OIC se realizé con BF,
vitamina D y Ca en toda la poblacion estudia-
da. Si bien los pacientes con fracturas recibian
mas tratamiento que su contraparte, el tipo de
terapéutica indicada no era la mas adecuada.

La morbimortalidad que acontece por OIC
es de relevancia y requieren adecuada aten-
cion por los sistemas de salud. Se requieren
politicas sanitarias a fin de concientizar a
meédicos y pacientes sobre la importancia y
necesidad de tratamiento en pacientes que
reciben GC en altas dosis y en forma crénica.

Conflicto de intereses
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EL TEJIDO OSEO ESPONJOSO Y SU EVALUACION POR MEDIO DE

IMAGENES

Rodolfo C. Puche’

Laboratorio de Biologia Osea. Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Rosario

Resumen

Este articulo describe la importancia fi-
siolégica del hueso trabecular y la estrecha
relacion existente entre su estructura y fun-
cion. Se comparan las tecnologias que pro-
ducen imagenes de alta calidad requeridas
por el diagnéstico meédico: densitometria
6sea dual (DXA), espectroscopia infrarroja
y espectro analizado por la transformada de
Fourier (FT IR), resonancia magnética de alta
resolucién (HR-MRI), tomografia computari-
zada cuantitativa multicorte (MSCT), micro-
tomografia computarizada (uCT), resonancia
magnética de estado sélido (*'P NMR), to-
mografia computarizada cuantitativa perifé-
rica (pQCT), microtomografia computarizada
asociada a sincrotrén (SR-CT) y microscopia
electrénica de barrido (SEM). Se describe
con mayor detalle el TBS (Trabecular bone
score), evaluacion del tejido esponjoso ver-
tebral mediante el analisis de las imagenes
obtenidas por DXA.
Palabras clave: hueso trabecular, calidad
6sea, imagenes digitales, transformada de
Fourier, fractales y trabecular bone score.

Summary

TRABECULAR BONE AND ITS EVALUA-
TION THROUGH IMAGES

This article describes the physiological im-
portance of trabecular bone and the close as-
sociation between its function and structure.
The available technologies that provide high
quality images required for medical diagnosis
are compared: Dual energy X-ray absorptiome-
try (DXA), Infrared spectroscopy and analysis of
spectra through the Fourier Transform (FT IR),
high resolution Nuclear magnetic resonance
(HR-MRI), Multislice computed tomography
(MSCT), X-ray microtomography (uCT), Solic
state Nuclear magnetic resonance (¢'P NMR),
Peripheral quantitative computed tomography
(pQCT), Synchrotron radiation computed to-
mography (SR-CT), scanning electron micro-
scope (SEM). Details are given for the assess-
ment of vertebral trabecular bone through the
Trabecular bone score (TBS) define by analysis
of DXA images.

Key words: trabecular bone, bone quality,
digital images, Fourier Transform, fractals, tra-
becular bone score.

* Direccién postal: Laboratorio de Biologia Osea. Facultad de Ciencias Médicas. Santa Fe 3100. Rosario.
Argentina. Correo electrdnico: rodolfopuche@ciudad.com.ar
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El fascinante hueso trabecular

El hueso trabecular ocupa, aproximada-
mente, el 20% de la masa esquelética de un
ser humano adulto. Esta compuesto por una
red interconectada de placas y barras que re-
ciben el nombre de trabéculas. El hueso es-
ponjoso se encuentra principalmente cerca de
los extremos de los huesos largos, distribuye
las cargas mecénicas desde las superficies
articulares hasta el hueso cortical. Es el cons-
tituyente principal que absorbe las cargas de
las vértebras.

La densidad mineral relativa del hueso
(relativa respecto de los valores mas altos)
varia entre 0,05-0,7 para el hueso trabecular
y entre 0,7-1,0 para el cortical." La densi-
dad relativa de una celda abierta, con es-
tructura de barras, es generalmente menor
de 0,13, mientras que en una celda cerrada
con estructura de placas es mayor de 0,2.
Los valores intermedios se dan en una com-
binacién entre barras y placas. El cambio
de densidad relativa modifica el médulo de
elasticidad y afecta la rigidez del tejido. A
densidades relativas bajas, las celdas for-
man una red abierta de barras; conforme
aumenta la densidad relativa, se acumula
mas material en las paredes de las celdas y
la estructura se transforma en una red mas
cerrada de placas.

La densidad relativa, arquitectura y fun-
cién del hueso en una posicién determinada
dependen de la magnitud de las cargas a las
que esta sometida. Las imagenes muestran
que, en regiones de bajos esfuerzos, se de-
sarrollan estructuras de celdas abiertas con
bajas densidades relativas, mientras que las
de mayores densidades y celdas cerradas se
desarrollan en regiones sometidas a altos es-
fuerzos.

El tejido 6seo trabecular contribuye a dis-
minuir la masa del esqueleto con reducida

pérdida de su resistencia a la fractura. En el
hueso trabecular, las células éseas se sitlan
entre lamelas o en la superficie de la trabé-
culas, donde pueden ser influenciadas por
componentes de la médula. Por su amplia
superficie, expuesta a la circulacioén, parece
ser metabdlicamente mas activo y de res-
puesta mas rapida a las cargas que el hueso
cortical.

La estrecha relacién entre la forma de una
estructura y su funcion

El andlisis de las formas constituye una
parte muy importante del diagnéstico en to-
das las ciencias de la salud. La estrecha re-
lacion entre forma y funcién ha convertido la
idea de forma en uno de los conceptos fun-
damentales en todas las ciencias biolégicas.

Reconocemos la forma de un objeto*, so-
bre la base de exposiciones multiples y pre-
vias de objetos conocidos. Asi terminamos
acumulando modelos mentales de esos ob-
jetos. Por ello, nuestra identificacién o clasi-
ficacion siempre tendra alguna cuota de sub-
jetividad.

El ojo humano es capaz de detectar dife-
rencias sutiles entre dos formas (la del objeto
presente y la definida previamente como nor-
mal o de referencia). Conviene recordar que
los procesos implicados en la recepcion, re-
conocimiento y especialmente en la integra-
cién de estimulos visuales son aun imperfec-
tamente conocidos.

La habilidad humana de discriminar entre
formas tomando nota de las diferencias en
tamafo, perfil, color, trama, textura, etc. esta
tan integrada que nuestra respuesta es a me-
nudo automatica o inconsciente.

No podemos confiar exclusivamente en
nuestros ojos. Somos sensibles a diferencias
en contraste (sobreestimaremos el tamafo si
el contraste es alto), a cambios en perspectiva

* Se utiliza el término “objeto” con el propdsito de generalizar. Segun el interés del lector puede reem-
plazarse por estructura, silueta, corte histologico, radiografia, etcétera

278

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 9 - N° 3 - 2013



Puche RC: Hueso esponjoso y su evaluacion por imagenes

y profundidad, a la orientacién de la ilumina-
cién (preferimos la iluminacién desde arriba).
Ademas, tendemos a completar la imagen
con aquello que pensamos que debe estar en
ella. Para complicar el diagnéstico, las estruc-
turas bioldégicas exhiben un espectro continuo
de modificaciones.

Thompson 2 definié una serie de concep-
tos que han pasado a ser clasicos: “El estudio
de la forma puede ser meramente descriptivo
analitico. Se comienza por describir la silue-
ta de un objeto con palabras coloquiales y se
termina utilizando el preciso lenguaje de las
matematicas. El segundo método sigue al pri-
mero en estricto orden cientifico y de conti-
nuidad histérica”.

Bastara que el lector recuerde haber visto
imagenes de ilusiones Opticas para aceptar
que no podemos confiar exclusivamente en
nuestros ojos y comenzard a explicarse por
qué el analisis de las formas utiliza actual-
mente “el preciso lenguaje de las matemati-
cas”, como lo enuncié Thompson en 1915.

¢ Qué método elegir?

Es una pregunta de dificil respuesta. De-
pende de una serie de factores que explican
la extraordinaria diversidad de investigacio-
nes basicas y clinicas de la literatura:

a) El interesado ¢es un investigador basico o
clinico (interesado especialmente en el co-
nocimiento de la biologia del tejido o inte-
resado principalmente en el diagndstico y
prevencion)?

b) ¢Cual es la tecnologia disponible para ob-
tener imagenes del tejido?

C) ¢Se usara una técnica no invasiva aplica-
ble a los pacientes o una técnica invasiva
que requiere material ex vivo?

d) ¢Qué costo tienen los equipos? ¢;Cual es
el costo de su operacién?

e) ¢Como y quién analizara las imagenes?

f) ¢Se ha demostrado la eficacia clinica del
método elegido?

Los lectores de Actualizaciones en Osteo-

logia son testigos del constante avance en la
tecnologia destinada a producir mejores ima-
genes. Debe ser evidente que la calidad de las
imagenes es funcion de las caracteristicas de
la radiacién, la dosis de esta que puede recibir
el paciente y el entorno del hueso (el antebra-
zo y el calcaneo han sido objeto de intensas
investigaciones por tener poco tejido blando
cercano).

El costo y la disponibilidad de los instru-
mentos contribuyen a la diversidad de infor-
mes publicados: los investigadores utilizan los
recursos disponibles, aplican a las imagenes
obtenidas alguno de los analisis de imagenes
y efectlan la comparacion entre sujetos nor-
males y la patologia de su interés.

Los equipos que producen directamente
imagenes digitales constituyen un gran avan-
ce porque, al obviar el uso de placas radio-
sensibles y su revelado, se reducen las varia-
ciones de la calidad de las imagenes, lo que
termina siendo clave para su analisis.

Definicion de las formas de una determina-
da fraccion de tejido 6seo

El analisis de las formas encontradas al es-
tudiar el tejido 6seo ha avanzado hasta incluir
el concepto de “calidad 6sea”. Este concep-
to surgié como respuesta al hecho de que la
cantidad de hueso (un descriptor de la forma),
evaluada mediante la densidad mineral ésea
(DMO, g/cm?), es una variable con conoci-
das limitaciones como predictor del riesgo de
fractura.

Las investigaciones (basicas y clinicas)
sobre la calidad del hueso tienen como ob-
jetivo ahondar en el conocimiento del tejido
y perfeccionar el manejo clinico de los pa-
cientes.

Es conocido que el monto de la masa
Osea esta fuertemente asociado a la fortale-
za de los huesos. No obstante, por si sola
no es suficiente para determinar la fortaleza
6sea,®* ni predecir su fractura,’® o evaluar
el éxito terapéutico.” La calidad del hueso
es un importante factor para determinar su
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resistencia®' y (ademas de la cantidad) es Recursos tecnoldgicos que proveen ima-

funcién de la: genes de hueso trabecular
a) Microarquitectura ésea (trama trabecular). La Figura 1 exhibe en escala logaritmica
b) Propiedades materiales (grado de minerali- los diferentes recursos disponibles, en fun-
zacion de la matriz). cion de la resolucién de sus imagenes.
¢) Acumulacion de dafo (microfracturas). - Radiografia convencional y digital. Es
d) Caracteristicas genéticas del colageno. extensamente disponible y util para huesos
e) Actividad metabdlica (tasas de reabsorcion  periféricos recubiertos por escaso tejido blan-
y formacién éseas). do (antebrazo, calcaneo). Los analisis de la
N Fibras colagenas ___ 1 nm
anoescala ; .
cristales de apatita
A1 J sem
SRCT
Microescala :ame'as -~ 'um
agunas FTIR
8BS J*CT
DXA
HR-pQCT
( HR- MRI
31P-NMR
Trabéculas
Mesoescala { osteones A4, mm QCT

Radiografia convencional

Macroescala{ Huesos enteros y radiografia digital

4 1m

Figura 1. Instrumentos productores de imagenes de hueso trabecular (barras solidas) en funcién de sus
resoluciones: DXA (densitometria ésea dual), FT IR (Espectroscopia Infrarroja y espectro analizado por
la Transformada de Fourier), HR-MRI (Resonancia magnética de alta resolucién), uCT (Micro-tomografia
computarizada), %'P NMR (Resonancia magnética de estado sélido), HR pQCT (Tomografia computari-
zada cuantitativa periférica, de alta resolucién), SR CT (Sincrotrén asociado a micro-tomografia compu-
tarizada), SEM (Microscopia electronica de barrido). Barra de escaques: TBS (Trabecular bone score).
Se ha omitido la referencia de la MSCT (Tomografia computarizada cuantitativa multicorte) porque su
resolucion es inferior a uCT y es de reciente aparicion en la literatura. Adaptado de Ref. 10.
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textura de radiografias del iliaco se correlacio-
nan con informacién obtenida con micro-CT."

- Tomografia computarizada cuantitativa
multicorte (MSCT). Un estudio inicial con la
TC de 64 cortes ha mostrado su utilidad para
evaluar la geometria 6sea en tres dimensio-
nes: distinguir el hueso cortical del trabecular,
producir valores de DMO volumétrica y la re-
construccion de la microarquitectura de cuer-
pos vertebrales.™

- Tomografia computarizada cuantitativa
periférica (pQCT). En un estudio con pacien-
tes de insuficiencia renal cronica, los analisis
de la textura de radiografias de radio y tibia se
correlacionaron de manera significativa (aun-
que modesta) con informacién de la microar-
quitectura trabecular obtenida por pQCT."®

- Resonancia magnética de alta resolu-
cién. (HR-MRI). No utiliza radiacion ionizante
para producir imagenes sino un fuerte campo
magnético y una serie de pulsos de radiofre-
cuencia para generar las imagenes del hidré-
geno ('H, elemento diamagnético) aportado
principalmente por el agua contenida en el te-
jido 6seo. Los resonadores magnéticos con-
vencionales no producen imagenes del tejido
éseo por el bajo contenido de agua de este.
La resolucion es baja in vivo y requiere largo
tiempo de escaneado.

- Microtomografia computarizada (UCT).
Utiliza material de biopsia y puede caracteri-
zar la microarquitectura trabecular con una re-
solucién de 1-6 pm, sobre un cilindro éseo de
aproximadamente 1 cm de diametro y 1,5 cm
de largo. Permite obtener parametros morfolo-
gicos del hueso trabecular tales como fraccion
de hueso por unidad de volumen de tejido, nu-
mero, grosor, separacion y conectividad entre
trabéculas y DMO volumétrica verdadera.

- Sincrotron asociado a microtomografia
computarizada (SR CT). Se obtuvo una mejo-
ra en la tecnologia uCT cuando se uso el sin-
crotrén como fuente de rayos X. El sincrotrén
acelera electrones radialmente por medio de
un campo magnético circular. La trayectoria
en espiral hace que los electrones se acele-

ren hasta adquirir la frecuencia de los rayos
X (synchrotron radiation). La fuente radiante,
colimada y filtrada, permite obtener imagenes
con resolucién de 1 ym, medir gradientes de
mineralizacion trabecular, analizar zonas en
reabsorcion, microfracturas, conectividad tra-
becular, anisotropia y forma de las trabéculas
(travesarios o placas).™

- Resonancia magnética de estado séli-
do (NMR). De los elementos contenidos en el
tejido 6seo, son de interés el 'H y 'P. Los es-
pectros NMR varian al modificar la frecuencia
de los pulsos de radiofrecuencia y la informa-
cién obtenida puede emplearse para caracte-
rizar cambios de la quimica mineral en funcion
del tiempo.'516

- Espectroscopia infrarroja y espectro
analizado por la transformada de Fourier (FT
IR). Esta metodologia requiere cortes ultrafi-
nos de tejido (2 um). La radiacién infrarroja in-
cidente excita (hace vibrar) los enlaces quimi-
cos del mineral y de las proteinas de la matriz.
Este fenémeno se produce, para cada tipo de
enlace, en una determinada longitud de onda
de la radiacion. El analisis del espectro pro-
ducido sirve para definir la composicién del
tejido."1®

- Microscopia electrénica de barrido
(SEM). Sirve para caracterizar la morfologia
de las superficies de muestras de tejido, que
debe ser deshidratado y recubierto con mate-
rial conductor.

- La densitometria 6sea (DXA) emplea
una tecnologia de rayos X que se ha cons-
tituido en el método estandar para medir la
densidad mineral ésea. Por su disponibilidad
y extenso uso en el diagnéstico osteoldgico,
nos ocuparemos mas adelante del analisis de
las imagenes de tejido trabecular que se ob-
tienen con esta tecnologia.

Morfometria

La morfometria'® (definicion cuantitativa de
una estructura) elimina la subjetividad, ase-
gura la reproducibilidad y extiende los limites
de deteccion de las diferencias, aplicadas a
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conjuntos de datos: distancias, angulos y co-
cientes entre estos.

El Report of the ASBMR Histomorphome-
try Nomenclature Committee 2° ha definido
las variables primarias de histomorfometria
désea para microscopia 2D, tal como la em-
plea el patélogo al analizar cortes finos de
tejido dseo no descalcificado, incluido en un
plastico. Este tratamiento asegura la indefor-
mabilidad de las estructuras que seran es-
tudiadas y medidas en el microscopio. Las
variables son a) area (volumen* 6seo, de os-
teoide, mineralizado, vacio, de médula ésea,
fibrético, celular, citoplasmico, nuclear), b)
longitud (interfase &sea, superficie 6sea, de
osteoide, quiescente, en reabsorcién, mine-
ralizada, cubierta por osteoblastos, marcada
con uno o dos marcadores fluorescentes,
cubierta por osteoclastos, en reversién), c)
distancias (espesor cortical, espesor mine-
ralizado, del osteoide, del marcador, de las
trabéculas, del intersticio) y d) numero (de
osteoblastos, osteoclastos, osteocitos, nu-
cleos, canales, costuras).

Con la informacién de las variables prima-
rias, el patélogo puede derivar indices estruc-
turales y cinéticos, con los que definira la ac-
tividad metabdlica de la zona de la que se ex-
trajo el material: indices estructurales (nimero
de trabéculas, separacion trabecular); indices
cinéticos (tasa de aposiciéon mineral, de apo-
sicion ajustada, de aposicion de osteoide, de
formacién de mineral, de formacién 6sea, de
reabsorcion 6sea, tiempo que requiere la mi-
neralizacién del osteoide, de maduraciéon de
osteoide, de formacion, de reabsorcion, de
reversion, de remodelado, término de vida de
las unidades multicelulares béasicas (BMU),
periodo de quiescencia y frecuencia de ac-
tivacién). Para estimar las tasas de los pro-
cesos de reabsorcion y formacién oseas se

requiere definir el inicio y el final del periodo
de estudio mediante la marcacién de las su-
perficies 6seas con fluorocromos.

Los analisis morfométricos estructurales
pueden aplicarse a imagenes digitales obteni-
das en el microscopio 6ptico o radiolégicas o
tomografico-computarizadas del hueso trabe-
cular. La informacién contenida en las image-
nes puede ser extraida mediante programas
de computacién que facilitan la tarea.

La textura de las imagenes

La informacion contenida en las imagenes
digitales puede ser analizada globalmente so-
bre la base de su “textura”.

Hay varias definiciones de textura. Quiza lo
mejor sea ofrecerlas al lector (que sin duda tiene
una idea intuitiva de textura) para que el con-
cepto se extienda al andlisis de las imagenes.

Es una caracteristica de la imagen para
dividirla en regiones de interés y/o clasificar
esas regiones y/o comparar regiones (0 mues-
tras de la imagen) y/o extraer detalles de ellas.

Es informacidn sobre el arreglo espacial de
colores o intensidades en una imagen.

No puede definirse en un punto sino en la
region de interés (ROI).

Estos detalles de la textura se encuentran
en el tono (intensidad de los pixeles en la tex-
tura) y la estructura (relaciéon espacial entre
texturas de una imagen).

Hay por lo menos 4 enfoques para el ana-
lisis de la textura:

- Estructural: morfologia matematica.?'

- Espectral: andlisis de las frecuencias de la
textura (transformada de Fourier y deriva-
dos de ella).?

- Basado en modelos: captura del proceso
que ha generado la textura (fractales).?®

- Estadistica: propiedades que gobiernan la

* La transformacion de una superficie en un volumen se basa en un teorema de Estereologia Microsco-

pica.
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distribucion de los valores de niveles de
grises.?*

Andlisis espectral de la textura

La transformada de Fourier de una imagen
contiene el espectro de las frecuencias que la
componen, que el ojo humano percibe como
colores o tonos de gris.

La transformada de Fourier es muy popu-
lar en el analisis de imagenes porque produce
una descripcién univoca de su tamafo, silueta
y estructura. Permite la recreacion visual de la
imagen con gran precisiéon y es eficaz en tér-
minos de computacién (permite la reduccién
del conjunto de datos sin pérdida significativa
de la precision, y que dicha informacién sea
recuperable).?® Con las palabras “bone image
Fourier”, PubMed registra 190 trabajos publi-
cados entre 1984 y 2013.

Andlisis basados en modelos. Fractales.

Un fractal es un objeto geométrico que
puede dividirse en fracciones, cada una de las
cuales es una copia de tamano reducido del
objeto. El objeto geométrico tiene estas ca-
racteristicas: a) es muy irregular para ser des-
cripto en términos de la geometria clasica, b)
posee estructura fina a escala arbitrariamente
pequefa y c) tiene una definicién simple y re-
currente (autosimilaridad). Es evidente que las
imagenes de hueso trabecular satisfacen las
tres caracteristicas.

Dimensién fractal. El célculo de la dimen-
sion fractal®® puede efectuarse con el método
de conteo de cajas o “box counting”. El pro-
grama de andlisis cubre la imagen con una
cuadricula (cajas) y cuenta el nimero de ellas
que cubren la imagen. Aplica, sucesivamente,
cuadriculas mas pequefias con lo cual aumen-
ta el nUmero de cajas necesarias para cubrir
la imagen. En escala doble logaritmica, los da-
tos definen una linea recta: el nUmero de cajas
(ordenada) en funcién del tamafo de las cajas
(abscisa). El valor de la pendiente define la di-
mension fractal: un nimero con decimales.

Una imagen digital pequefia B&W, de

600x500 pixeles contiene 300.000 puntos,
cada uno de los cuales es revisado mas de
1.000 veces por el algoritmo de célculo. El uso
de una computadora moderna con un progra-
ma de andlisis fractal de imagenes®® permite
obtener rapidamente el valor de la dimensién
fractal de una imagen. El lector observara que
el analisis de una imagen termina en un nime-
ro, que simplifica la comparacion entre image-
nes semejantes.

El andlisis por fractales estd en plena
evolucion. Actualmente el programa aludi-
do cuenta el nUmero de cajas negras (NB),
blancas (NW) y grises (NBW) y provee tres di-
mensiones fractales (andlisis multifractal) DB
y DW, que caracterizan los planos blanco y
negro, y DBW, que caracteriza el borde B&W.

Con las palabras “bone image fractals”,
PubMed registra 69 trabajos publicados entre
1993 y 2012.

Analisis estadistico de la textura (basado en
la distribucién de los valores y distribucion de
los niveles de grises).

A partir del conocimiento de que la DMO
no es suficiente para definir la calidad del teji-
do, el desarrollo de una técnica que permitiera
conocer el estado de la estructura trabecular
se constituyé en un desafio. En opiniéon de
este revisor, el hallazgo de una metodologia
de aplicacion clinica, eficaz, no invasiva, que
utilice equipamiento disponible, parece ha-
berse aproximado al objetivo: el Trabecular
bone score (TBS).

El TBS se obtiene a partir del analisis de la
distribucion de los niveles de gris de los pixe-
les de las imagenes obtenidas por DXA.?” Es
un parametro cuantitativo de la textura de las
imagenes de los cuerpos vertebrales en pro-
yeccién anteroposterior. Las imagenes pue-
den ser evaluadas por un programa de anali-
sis (TBS iNsight ®).

La Figura 2 exhibe la imagen de un cuerpo
vertebral en proyeccién anteroposterior ob-
tenida por DXA y una fraccion de la imagen
de un cuerpo vertebral normal (abajo izquier-
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da) y otro osteoporético (abajo derecha). El
programa de andlisis contiene un algoritmo
que evalua los niveles de gris de cada uno
de los pixeles de la imagen. El “color” de los
pixeles de la imagen va de blanco (cuando
el haz de rayos X fue atenuado en su trayec-
toria por tejido calcificado) a negro (cuando
el haz no fue atenuado). En un hueso osteo-
porético, el mismo examen mostrara menos
pixeles claros (tejido calcificado) y mas espa-
ciados. Un valor elevado de TBS indica que

el tejido contiene muchas trabéculas, bien
conectadas y con poco espacio entre ellas.
A la inversa, un valor bajo indica pocas tra-
béculas, poco conectadas y con amplio es-
pacio entre ellas.

La eficacia del TBS fue comprobada al
comparar imagenes 2D obtenidas por proyec-
cion de la estructura trabecular 3D obtenida
por uCT. La correlacion fue elevada y poco
afectada por la degradacion en la resolucién
de las imagenes y la presencia de ruido.? Se

Figura 2. Imagen de un cuerpo vertebral en proyeccidn anteroposterior obtenida por DEXA y una fraccién
de la imagen de un cuerpo vertebral normal (abajo izquierda) y otro osteoporoético (abajo derecha).
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ha demostrado que el TBS esta fuertemente
correlacionado con el nUmero y la conectivi-
dad de las trabéculas y negativamente co-
rrelacionado con el espacio entre ellas.?%%
Ademas, el TBS agrega valor y poder a la
diferenciacion entre sujetos con DMO seme-
jantes pero con diferente microarquitectura
trabecular.®

En un estudio realizado con la participacion
de 29.407 sujetos de 50 o mas afios, se inves-
tigo la incidencia de fracturas osteoporéticas
no traumaticas posteriores a una medicién
de DMO. Valores significativamente bajos de
TBS y DMO se encontraron en mujeres con
fracturas osteoporéticas de columna o cadera
(todos p<0,0001). Segun los resultados obte-
nidos, el TBS es capaz de predecir las fractu-
ras con independencia de la DMO. El empleo
de los dos criterios mejora el valor predictivo
en mujeres posmenopausicas.’’ Resultados
optimistas se informaron a partir de un estudio
de 560 mujeres posmenopausicas %y en una
investigacion de casos (241 mujeres posme-
nopausicas, 50-80 afos de edad) y controles
destinada a determinar si TBS y DMO, solos o
combinados, son Utiles para predecir el riesgo
de fracturas vertebrales.®® La combinacién de
TBS y DMO perfecciona ligeramente la capa-
cidad de prediccién de fractura de la DMO de
cadera.** El TBS no parece util para predecir
el comportamiento biomecanico del tejido.®

El parrafo anterior describe una serie de
investigaciones clinicas, habituales para asig-
nar valor a la informacién contenida en las
imagenes. Esta revisién concluira con una
breve referencia al analisis de la estructura del

tejido esponjoso efectuada con el Método de
Elementos Finitos.

A partir de las imagenes en alta resolucion,
obtenidas generalmente ex vivo, es posible
reconstruir modelos del tejido en tres dimen-
siones, susceptibles de analisis ulteriores. El
analisis por elementos finitos (FEA) es un mé-
todo que conecta las ecuaciones aplicables
a elementos simples de multiples subdomi-
nios llamados elementos finitos, para obtener
una aproximacién a la ecuaciéon compleja de
un dominio mucho mas amplio. La caracte-
rizacion de la estructura trabecular por FEA
permite evaluar el deterioro de la microarqui-
tectura, estimar el riesgo de fractura y com-
plementar la informacién obtenida por DXA.

Con las imagenes, los investigadores
construyen un modelo: una malla de elemen-
tos finitos (hexaédricos, cubicos, etc.), que
reproduce la estructura tridimensional del te-
jido. Con la informacion de esta malla tedri-
ca se alimenta un programa de computacién
que simula el comportamiento mecéanico de la
microarquitectura en condiciones de compre-
sion o tensién y que termina emitiendo un in-
forme sobre las peculiaridades de la estructu-
ra. El método ha evolucionado hasta haberse
propuesto uno “a la medida de”, susceptible
de ser aplicado a cada paciente.®®

Conflicto de intereses
El autor declara no tener conflictos de in-
tereses.
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IMAGENES EN OSTEOLOGIA / Imaging in Osteology

MASTOCITOSIS SISTEMICA

Maria Diehl,' Ana Morandi,? Luisa Plantalech.'™

Seccidn Osteopatias Metabdlicas, Servicios de Endocrinologia’ y Anatomia Patoldgica?. Hos-

pital Italiano de Buenos Aires.

Se presenta las imagenes de biopsias de
hueso y médula 6sea de un paciente de 74
afos quien consultd por lesiones cutaneas
eritemato-papulosas compatibles con urtica-
ria pigmentosa. Las radiografias evidenciaron
esclerosis 6sea en todo el esqueleto axial (ra-
quis, pelvis), la densidad mineral ésea de ra-
quis y fémur proximal era supra-normal y en el

laboratorio se observé un aumento significati-
vo de fosfatasa alcalina.

Se diagnostic6 mastocitosis sistémica
mediante biopsia ésea (infiltracién de médula
Osea por mastocitos). Se advierte importante
formacién de tejido osteoide como expresion
de actividad osteoblastica.

Figura 1. Presencia de mastocitos (flechas) que infiltran la médula ésea. Véase la gran cantidad de células
que invaden el espacio medular. Tincion: azul de toluidina. Magnificacién x200

* Correo electronico: luisa.plantalech@hospitalitaliano.org.ar
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Figura 2. Biopsia 6sea: se advierte incremento de osteoide en relacion al hueso mineralizado. Médula
6sea con incremento de la celularidad. Tincién: tricromica de Goldner, Magnificacion x200

Conflicto de intereses
Los autores declaran no tener conflictos
de intereses.
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IMAGENES EN OSTEOLOGIA / Imaging in Osteology

GRAVE ALTERACION DE LA MICROARQUITECTURA OSEA EN

SINDROME DE SUDECK

Maria Belén Zanchetta

IDIM, Instituto de Investigaciones Metabdlicas. Catedra de Osteologia y Metabolismo Mineral,

Universidad del Salvador.

Se presenta el caso de un varén sano de
38 afios, quien sufrio una fractura de tibia
conminuta en un accidente de automoévil. La
evolucion se complicd por la intercurrencia
de un sindrome de Sudeck, por lo cual
permanecio 15 meses inmovilizado.

La imagen por tomografia computarizada
de alta resolucién (HR-pQCT) muestra una
grave alteracién de la microarquitectura
Osea en la tibia afectada, con predominante
compromiso trabecular.

Imagenes tridimensionales HR-pQCT en paciente masculino con sindrome de Sudeck. A. Tibia afectada.

B. Tibia contralateral del mismo paciente.

* Correo electronico: mbzanchetta@idim.com.ar
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Tibia afectada Tibia contralateral . i de_
diferencia
D 100: Densidad Total (mg HA/ccm) 271,8 187,2 -31
Densidad cortical (mg HA/ccm) 748 786 -4,8
Grosor cortical (mm) 0,890 1,010 -12
Densidad trabecular (mg HA/ccm) 111 179 -38
Volumen éseo trabecular, BV/TV (%) 9 15 -40
Numero de trabéculas TbN (1/mm) 0,910 1,990 -54
Grosor Trabecular TBTh 0,075 0,102 -26

Parametros densitométricos: densidad trabecular y densidad cortical. Parametros estructurales: BV/TV: volumen

odseo/volumen trabecular. TbN: nimero de trabéculas. TbTh: grosor trabecular.

Conflicto de intereses
La autora declara no tener conflictos de
intereses.
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IMAGENES EN OSTEOLOGIA / Imaging in Osteology

OSTEOGENESIS IMPERFECTA TIPO V'Y TUMOR EN PIE IZQUIERDO

Luisa Plantalech*

Seccion Osteopatia Metabdlicas, Servicio de Endocrinologia, Hospital Italiano de Buenos Aires.

La osteogénesis imperfecta (Ol) de tipo
V fue descripta por Glorieux en el afio 2000,
representa el 5% de todas la Ol y se caracte-
riza por: su herencia autosémica dominante,
fragilidad &sea, escleréticas blancas, denti-
nogénesis normal, limitacién en la pronosupi-
nacién de ambos antebrazos, y callos 6seos
exuberantes en sitios de fractura y quirurgi-
cos. La histologia del hueso laminar es “tipo
red”. Recientes investigaciones demuestran
que la mutacién del gen del Interferon Indu-
ced Transmembrane Protein 5 (IFITM5) es
responsable de esta patologia, dando cuen-
ta de nuevos mecanismos regulatorios en la
osificacion humana. Las imagenes radiolgi-
cas de Ol tipo V son caracteristicas por la
presencia de bandas metafisiarias radioden-
sas adyacentes al cartilago de crecimiento y
calcificacién de membranas interéseas.'3

Presentamos imagenes radiolégicas de
antebrazo, pierna y tomografia computariza-
da de pie de un varén de 27 afios con mul-
tiples fracturas en la infancia y adolescencia
y escoliosis que requirieron intervenciones
quirdrgicas en varias oportunidades. Presen-
t6 callo exuberante en codo y dorso con re-
misién ad integrum y tumor en pie izquierdo,
extirpado, con diagndstico de condrosarco-
ma de bajo grado.

Figura 1. Tomografia computarizada de pie izquier-

do de un vardn con Ol tipo V. Presenta voluminosa
formacion expansiva con calcificaciones dismor-
ficas en su interior y en la pared ubicada a nivel
de la cara plantar relacionada con 1° metatarsiano
(flecha).

* Correo electronico: luisa.plantalech@hospitalitaliano.org.ar
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Figura 2. Imagenes radiograficas de radio y cubi-

to derecho de un varén con Ol tipo V. Se sefala
la calcificacién de membranas interéseas (flechas)
caracteristicas de este tipo de Ol.
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15:1650-8.
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Figura 3. Radiografia simple de pierna izquierda

de varon con Ol tipo V. Se observa calcificacion
de membrana inter6sea entre tibia y peroné (fle-
cha imagen izquierda), rarefaccion ésea (flechas
imagen derecha), defomidades de ambos huesos
y clavo endomedular en tibia.
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INVESTIGACION DE UN FENOMENO NATURAL: ;ESTUDIOS IN

VIVO, IN VITRO O IN SILICO?

Brenda Lorena Fina, Mercedes Lombarte, Alfredo Rigalli*

Laboratorio de Biologia Osea, Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Rosario,

Santa Fe 3100, Rosario, Argentina.

Resumen

Un tema de controversia y discusion en
la investigacion biomédica es la validez de
la informacién obtenida de los experimentos
realizados. Los modelos experimentales utili-
zados determinan el tipo de conclusiones asi
como la informacién obtenida. Basicamente
podemos clasificar los modelos experimenta-
les en: experimentos in vivo, in vitro e in sili-
co. Se entiende por experimento in vivo aquel
que se lleva a cabo con especies animales.
Los experimentos in vitro son realizados en
dispositivos de laboratorio utilizando tejidos,
células o moléculas provenientes de las es-
pecies animales. Por Ultimo, los experimentos
in silico son simulaciones o reproducciones
de experimentos in vivo o in vitro, que em-
plean modelos matematicos y softwares de
simulacion. ¢Cual de ellos es mas adecua-
do? Es una pregunta que no debe hacerse
el investigador. La pregunta que se debe ha-
cer es: ;Qué modelo es mas adecuado para
responder a mi interrogante respecto del
fendmeno natural que estoy estudiando? En
general, los modelos mencionados se com-
plementan y no son excluyentes. Los mode-
los in vivo permiten estudiar las condiciones
biolégicas en las que ocurre un fenémeno y

cudles son sus consecuencias. Los modelos
in vitro nos aproximaran a los mecanismos
subyacentes y los modelos in silico permiti-
ran anticipar la magnitud de las respuestas
del sistema en estudio ante variaciones de las
variables intervinientes. Si bien es cierto que
lo mismo podria hacerse con modelos in vivo,
es indudable que la velocidad de obtencién
de la informacién y el menor gasto justifica
enormemente su utilizacion.

Palabras clave: experimento in vivo, ex-
perimento in vitro, experimento in silico.

Summary

A subject of controversy and discussion in
biomedical research is the validity of the in-
formation obtained from the experiments. Ex-
perimental models determine the conclusions
and the information obtained. Basically we
can divide experimental models: experiments
in vivo, in vitro and in silico. An in vivo experi-
ment is that is carried out in an animal spe-
cies. The in vitro experiments are performed
in laboratory devices using tissues, cells or
molecules from animal species. Finally, in
silico experiments are simulations of in vivo

* Laboratorio de Biologia Osea, Facultad de Ciencias Médicas. Santa Fe 3100. 2000 Rosario. Argentina.

Correo electronico: arigalli@conicet.gob.ar
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or in vitro experiments, using mathematical
models and simulation software. Which one is
best? Is a question that the researcher should
not ask himself. The question to ask is: Which
model is more suitable to answer my question
about the natural phenomenon | am studying?
In general the models mentioned are comple-
mentary and not exclusive. The models al-
low us to study in vivo biological conditions
in which a phenomenon occurs and what are
the consequences. In vitro models approxi-
mate us the underlying mechanisms, and in
silico models allow us to anticipate the magni-
tude of system’s responses to changes in the
variables involved. Although the same infor-
mation could be obtained with in vivo models,
there is no doubt that less time and low cost is
involved in obtaining the information.

Key words: experiment in vivo, experi-
ment in vitro, experiment in silico.

El conocimiento cientifico surge de la apli-
cacion del método cientifico. Este ultimo se
fundamenta en la observacién de un fendme-
no natural, la formulacién de una hipoétesis y
la verificacidn de esta a través de experimen-
tos. El experimento es una situaciéon general-
mente controlada en la cual se reproduce el
fendmeno observado. Si bien experimental-
mente intentamos acercarnos a la situacién
real en la que fue observado dicho fenémeno,
la multitud de variables existentes hace que a
muchas de ellas no las podamos conocer, o
mas aun, que ni sospechemos su presencia.
En el mejor de los casos, estas variables des-
conocidas o incontrolables pueden no ser las
determinantes del fenémeno, pero en otros
casos pueden ser las que condicionen la res-
puesta de nuestro sistema y las estemos ig-
norando.

Cada ciencia tiene sus modelos para el
estudio de los fendmenos. Asi, las ciencias
biomédicas se basan en diferentes mode-
los experimentales para poner a prueba las
hipotesis: modelos in vivo, in vitro e in sili-

co. Los ensayos in vivo son aquellos en los
cuales hacemos el estudio en las condicio-
nes mas préximas al fenédmeno observado,
por ejemplo un ensayo clinico. Pero muchas
veces el modelo in vivo no es el mismo don-
de se observé el fenémeno. Por ejemplo, se
observé que en ciertas zonas del planeta,
las personas presentaban mayor densidad
mineral 6sea (DMO) y menor riesgo de frac-
turas. Las investigaciones condujeron a pen-
sar que era el fluoruro contenido en el agua el
responsable, al menos en parte, de la mayor
DMO.! Se intent6 estudiar el proceso utilizan-
do animales de experimentacién a los que se
les administrd fluoruro de sodio en el agua
de bebida, en algunos casos con resultados
que confirmaron la hipoétesis? y en otros que
la refutaban.® La reproduccién de la situacion
real en pacientes administrando fluoruro por
via oral tampoco dio resultados comparables
a los observados naturalmente.* Si bien los
modelos in vivo intentaron reproducir el efec-
to del fluoruro sobre el esqueleto, carecieron
de validez. En primer lugar, la observacion fue
hecha en seres humanos de una regién dada
pero en el laboratorio se realizaron ensayos
con animales de experimentacién, donde el
escalado de dosis puede no ser exacto. Ade-
mas, al administrar fluoruro a pacientes se lo
hizo en dosis diarias Unicas y a mujeres pos-
menopausicas y no como ocurrié en la ob-
servaciéon, donde las mujeres habian recibi-
do fluoruro en bajas dosis por largo tiempo
y seguramente antes de la menopausia. Aun
queda una pregunta que no tiene respuesta:
¢Habra sido el fluoruro el responsable de la
mayor DMO? ¢0 habra sido la combinacion
de fluoruro y otras variables?

Como contracara de los estudios in vivo
se encuentran los estudios in vitro, los cua-
les intentan simular las condiciones naturales
en que se realizd la observacion o al menos
aproximarse a las condiciones aplicadas en
los experimentos in vivo. Estos experimentos
son herramientas adecuadas para el estudio
de mecanismos involucrados en los fenéme-
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nos observados. Sin embargo, un estudio in
vitro muestra parcialmente el mecanismo en
estudio. Las extrapolaciones que se hacen de
un trabajo in vitro deben ser bien aclaradas
en la discusioén y en las conclusiones, a fin de
evitar malas interpretaciones.® Volviendo al
efecto del fluoruro sobre el esqueleto, se de-
mostré in vitro que el fluoruro inhibe una pro-
teina fosfatasa que desfosforila receptores de
factores de crecimiento, potenciando de esta
manera la accion de dichos factores.® Este
conocimiento permite entender como actua
el fluoruro a nivel de las células 6seas, pero
de ninguna manera asegura que lo que ocurre
in vivo sea lo observado en este tipo de expe-
rimentos y menos puede asegurarnos que es
lo Unico que ocurre. Ademas, por lo general
se utilizan concentraciones que se encuen-
tran muy lejos de las halladas en plasma lue-
go de una dosis de fluoruro y se mantienen a
lo largo del tiempo, situacion que esté alejada
de la realidad en la cual las células son ex-
puestas solo unos minutos al fluoruro luego
de una dosis oral.”

Existen opiniones acerca de que los traba-
jos in vitro podrian ser mejores que los in vivo;
se argumentan mejor control o condiciones
éticas, reduccién de errores estadisticos y
menor costo.® Se propone que deberia argu-
mentarse claramente la necesidad de hacer
un estudio in vivo cuando el in vitro ha de-
mostrado el resultado. La misma considera-
cién podria hacerse en contrario y pareceria
ser mas adecuada: deberia demostrarse el
porqué de no hacer el trabajo in vivo.

Es conocido que los resultados hallados
en un modelo no son faciimente extrapola-
bles a otro modelo. Aun dentro de un mismo
tipo de modelo, pero cambiando de especie,
la compatibilizacion de resultados no es di-
recta. Dentro de un mismo tipo de modelos,
por ejemplo in vivo, el escalado es una he-
rramienta importante, pero requiere grandes
esfuerzos y verificaciones.® Mas dificil es la
extrapolacion de resultados hallados en mo-
delos in vitro a modelos in vivo.

Una duda que le surge al investigador es
cual es el mejor modelo para estudiar un fe-
néomeno. La respuesta derivada de la expe-
riencia parece ser sencilla: todos. Cada uno
de ellos cumplira un papel clave en la expli-
cacién de un fendmeno natural. La comple-
mentacion de los modelos utilizados con
los adecuados disefios experimentales y las
pruebas estadisticas contribuiran a construir
una hipoétesis correcta respecto del fendme-
no observado.

¢Cual deberia ser la secuencia légica de
experimentacion? Respuesta dificil de dar. De
hecho, la experimentaciéon debe surgir como
respuesta a un interrogante. En general, el
interrogante es un fenédmeno natural que tie-
ne explicacion parcial y, en nuestra area de
experimentacion en particular, podriamos
decir algun funcionamiento fisiolégico o pa-
tolégico de algun sistema, aparato u érgano.
Esta situacién puede provenir de diferentes
origenes, pero basicamente son dos: causas
genéticas o causas ambientales.

La primera investigacion necesariamente
debe ser in vivo, observacional, identificando
causas de la situacién en estudio. El trabajo
en esta area es arduo ya que la cantidad de
variables involucradas es innumerable. Con-
trastar resultados con otros grupos en los
cuales las variables tengan otros valores da-
ria informacién adicional de gran valor. Iden-
tificadas las posibles variables causantes del
fendmeno, lo adecuado seria intentar demos-
trar que lo mismo ocurre en modelos experi-
mentales in vivo, pero recurriendo a modelos
animales, controlando mejor las variables y
aplicando un escalado adecuado que permita
evitar la distorsién de los resultados por mala
aplicacion de la dosis, el tiempo de tratamien-
to, la edad, el estado hormonal, etcétera.

Si los resultados in vivo con animales per-
miten reproducir con buena semejanza los
resultados observados del fendmeno natural,
el estudio del mecanismo podria encararse
a través de experimentos in vitro, utilizando
tejidos, células, componentes subcelulares o
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moléculas. Estos experimentos podrian dar la
forma en la que se produce el fenbmeno y de
alguna manera brindar informacion de como
hacer manipulable o controlable el fenémeno
natural observado.

¢(Qué aportan los experimentos in silico?
La modelizacién de los fendmenos naturales
no es una practica que se inicié en los ulti-
mos afos. Sin embargo, con el avance de
la tecnologia, la posibilidad de modelizar los
fenémenos naturales se ha hecho cada vez
mas comun, debido a la velocidad a la que
se pueden resolver los modelos con la ayuda
de las ciencias informaticas. La interrelacion
de las ciencias bioldgicas con las ciencias de
la computacién y la ingenieria han permitido
construir y resolver modelos matematicos
que permiten llevar a una computadora un
determinado fenédmeno. ;Qué ventajas ofre-
cen estos modelos? En primer lugar podria-
mos decir que no tienen desventajas, no pro-
ducen grandes gastos y permiten progresar
intelectualmente sobre el fenémeno, pensan-
do en las variables que podrian influir sobre
él. Estos modelos matematicos computacio-
nales o modelos in silico permiten simular si-
tuaciones reales, modificando los valores de
las variables involucradas en un amplio rango
de valores y contrastarlos con los valores rea-
les. De esta manera nos mostraran compor-
tamientos que quiza llevaria décadas obtener
de la observacién o de la experimentacion.
Los modelos in silico a nivel bioldégico podria-
mos decir que estan surgiendo lentamente
pero de manera sostenida. El nimero de pu-
blicaciones periddicas en esa area lo avalan.'®
La deficiencia actual de estos modelos radi-
ca en el escaso conocimiento necesario que
existe a nivel biolégico de los fenémenos y la
interaccion de estos con otros fendmenos.
Por ejemplo, sabemos por experimentos in
vitro que el fluoruro aumenta la proliferacion
y diferenciacion de osteoblastos, pero por
experimentos in vitro e in vivo sabemos que
el fluoruro disminuye la secrecién de insuli-
na, hormona que también tiene efecto sobre

el hueso pero de manera contraria a lo que
hace el fluoruro. Ademas, el fluoruro no tiene
el mismo efecto sobre la secrecion de insu-
lina en diferentes animales. Por lo tanto, un
modelo in silico deberia contener ambos fe-
némenos Y la escritura de estos en términos
matematicos tiene limitantes a nivel intelec-
tual, que no son facilmente salvables.

Los experimentos in silico son novedosos,
ya que incorporan la computadora y los soft-
wares de simulacién, pero no son novedosos
en la ciencia. Cuando un médico hace un
diagnostico y prescribe un medicamento, ba-
sicamente esta haciendo un experimento in
silico, tomando una decisién sobre la base de
un modelo previamente desarrollado y espe-
rando la respuesta que el modelo le predice.
El avance de los modelos in silico ha sido im-
portante y ya hay quienes plantean el reem-
plazo de experimentos con animales por ex-
perimentos en simuladores. En muchas areas
de la ciencia se ha planteado la duda sobre
los modelos in vivo o in vitro. Por ejemplo, a
nivel de la genotoxicidad, se estima que con
el enorme numero de sustancias con dicha
capacidad podria llevar cientos de afios llegar
a obtener resultados fiables con modelos in
vitro o in vivo. En cambio, el uso de algoritmos
adecuados puede conducir a resultados fia-
bles en mucho menos tiempo. La utilizacion
de modelos Q(SAR)" (quantitative structure
activity relationship) y Q(SPR) (cuantitative
structure properties relationships) para rela-
cionar la estructura de una sustancia con su
actividad o la estructura con sus propieda-
des es prometedor. Si bien estos modelos
tienen deficiencias, la utilizacion combinada
de mas de un software dentro de estas me-
todologias puede aportar resultados mas fia-
bles que los experimentos in vivo o in vitro.!3,'*
Los beneficios de la combinacién de modelos
son evidentes en innumerables trabajos de
la farmacodinamia y farmacocinética. ' Un
avance reciente que merece ser mencionado
es un simulador para estudios preclinicos en
diabetes, que fue aprobado por la FDA como
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sustituto de estudios en animales.'® El simula-
dor usa algoritmos que modelizan el sistema
metabdlico humano basado en datos de 300
pacientes diabéticos de diferentes edades y
tiene 26 parametros que permiten modelizar
estados individuales de cada paciente. Per-
mite introducir variables como ejercicio fisi-
co, dieta e inyeccion de insulina, y estudiar la
eficacia de nuevos productos o compararlos
con otros existentes.

Los experimentos in silico o simuladores
permiten avances en diversos campos de la
ciencia, la incorporacion de simuladores en el
entrenamiento de pilotos de aeronaves o en el
area biomédica, por ejemplo para el entrena-
miento en practicas quirlrgicas es una mues-
tra mas del potencial de estos modelos."”

A modo de conclusion podriamos decir
que el modelo que se va a utilizar para es-
tudiar un fenémeno natural no es ajeno al
principio de las 3 Rs '® que rige en las areas
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HIPOFOSFATEMIA SEVERA ASOCIADA A REGENERACION
TISULAR POSNECROSIS HEPATICA EN PACIENTE CON SIDA

Lorena R. Katzin, Ménica L. Drnovsek*, Paula Guido, Maria Laura Eugenio Russman, Lucas Gutnisky,

Manica A. Ercolano.

Division Endocrinologia, Hospital J.M. Ramos Mejia. Buenos Aires.

Resumen

El fésforo es un componente vital de las
membranas celulares, sistemas enzimaticos,
acidos nucleicos y nucleoproteinas. La mayor
parte del fosforo intracelular forma parte de la
molécula de ATP, necesaria para desarrollar
diferentes procesos fisioldgicos. El balance
de fésforo depende del equilibrio entre la ab-
sorcion intestinal, la excrecion renal y el inter-
cambio entre el compartimento intracelular y
extracelular. En poblacién VIH/SIDA la preva-
lencia de hipofosfatemia es del 7-26% y su
origen puede ser multifactorial. Presentamos
el primer caso de hipofosfatemia severa aso-
ciada a regeneracioén hepatocitica posnecro-
sis hepatica en paciente con SIDA y deplecién
crénica de fésforo. El tratamiento intravenoso
con fosfato posibilité normalizar rdpidamen-
te el nivel de fosforo sérico asi como soste-
ner el proceso anabdlico de recuperacion ti-
sular posnecrosis hepatica. Debido a que la
hipofosfatemia es un trastorno electrolitico

frecuente y multifactorial en esta poblacién,
subrayamos la importancia de la evaluacion
del metabolismo mineral en todo paciente con
SIDA.

Palabras clave: hipofosfatemia, regenera-
cion hepatocitica, SIDA.

Summary

SEVERE HYPOPHOSPHATEMIA ASSOCI-
ATED TO TISSUE REGENERATION AFTER
HEPATIC NECROSIS IN A PATIENT WITH
AIDS

Phosphorus is an essential component of
cell membranes, enzyme systems, nucleic ac-
ids and nucleoproteins. Most of the intracel-
lular phosphorus is part of the ATP molecule,
necessary to develop various physiological
processes. Serum phosphorus depends on
the balance between intestinal absorption, re-

* Direccidn postal: Urquiza 609, CABA, Buenos Aires, Argentina.
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nal excretion and the exchange between the
intra and extracellular compartment. Hypo-
phosphatemia prevalence in patients with HIV/
AIDS is 7-26% and its causes are multiple. We
report the first case of severe hypophosphore-
mia associated with hepatocyte regeneration
after liver necrosis in a patient with AIDS and
chronic depletion of phosphorus. Intravenous
treatment allowed rapid normalization of se-
rum phosphorus level and as well as sustain-
ing the anabolic tissue recovery process post
hepatic necrosis. Since hypophosphatemia is
a common and multifactorial electrolyte disor-
der in this population, we emphasize the im-
portance of evaluation of mineral metabolism
in all patients with AIDS.

Key words: hypophosphatemia, hepato-
cyte regeneration, AIDS.

Introduccion

El fosforo es un electrolito esencial para
las células vivas debido a que es un com-
ponente vital de las membranas celulares,
los sistemas enzimaticos, acidos nucleicos
y varias nucleoproteinas. La relacién fosforo
intracelular:extracelular es de 100:1. La mayor
parte del fésforo intracelular existe como fos-
fato organico en forma de ATP, principal reser-
vorio de energia necesaria para el desarrollo
de diferentes procesos fisiolégicos. También
forma parte del 2,3 difosfoglicerato, que mo-
dula la liberacion de O, desde la hemoglobina
hacia los tejidos. Es por esto que la funcién
celular 6ptima depende de niveles séricos
adecuados de fosforo.! 2

En la poblacién VIH/SIDA la prevalencia de
hipofosfatemia alcanza un 7-26% y su etiolo-
gia es multifactorial.® Es de destacar que en
el estudio HOPS (HIV Outpatient Study) que
incluyé mas de 250 pacientes VIH no se obser-
varon niveles de fosfato inferiores a 1,0 mg/dl.*
En los procesos de proliferacién celular, como
ocurre en leucemias, quemados y regenera-
cién hepatica, la hipofosfatemia se debe a la

Hipofosfatemia posregeneracion hepatica

redistribucién desde el espacio extracelular al
intracelular.

El objetivo del presente trabajo es la pre-
sentacién de un caso de hipofosfatemia se-
vera asociada a la recuperacion de necrosis
hepatica en paciente con SIDA.

Caso clinico

Varén de 46 afios portador de SIDA que
ingresa en el servicio de Clinica Médica en
marzo de 2011 por diarrea crénica (6 meses
de evolucién), desnutricion (pérdida de 30 ki-
los en 3 meses), fiebre, tos, expectoracion y
disnea clase funcional Il.

Antecedentes personales: hepatitis B,
SIDA diagnosticado en febrero de 2011
en contexto de estudios por astenia y
diarrea crénica (CD4: 22 cel/mm?3 y carga
viral: 64 cp/ml, 1,8 log, ). No presentaba an-
tecedentes de consumo de alcohol ni drogas.

Al examen fisico se encontraba lucido,
desnutrido, deshidratado, estable hemodina-
micamente; presioén arterial: 100/60 mmHg,
sin ortostatismo; frecuencia cardiaca: 96/min;
frecuencia respiratoria: 20/min; IMC: 17 kg/m2.

Examenes complementarios: radiografia
de térax: infiltrado mixto bilateral, electrocar-
diograma y ecografia de abdomen normales.
Serologias: VDRL: negativo; toxoplasmosis,
Chagas, micosis (paracoccidiomicosis, cocci-
diomicosis, histoplasmosis), citomegalovirus,
Ebstein-Barr: negativos. Hemocultivos seria-
dos y cultivos de orina, materia fecal, liquido
cefalorraquideo, lavado alveolobronquial: ne-
gativos. Parasitoldégico de materia fecal: ne-
gativo.

Laboratorio de ingreso (tabla): hematocri-
to: 24%, glébulos blancos: 2430/mm?3, pla-
quetas: 107.000/mm?, glucemia: 71mg/dl, al-
bumina: 2,4 g/dI, funcién renal y hepatograma
normales, cortisol 8 horas: 27 pg/dl, TSH:
6,7 pUl/ml (normal: 0,5-4 pUl/ml), T3: 83 ng/dl
(normal: 85-175 ng/dl), T4: 83 pg/dl (normal:
5-11,5 pg/dl), anticuerpos antitiroperoxidasa:
negativos,calcemia corregida por albumina:
8,4 mg/dl, fosforemia: 2,3 mg/dl, magnese-
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mia: 0,9 mg/dl, calciuria: 20 mg/24 horas, fos-
faturia: 40 mg/24 horas, reabsorcion tubular de
fosforo (RTP): 97%, excrecion urinaria de fosfa-
to por tasa de filtrado glomerular (UPO4V/TFG):
0,06 mg%, PTH: 94,5 pg/ml, 25(OH)D: 4,2 ng/ml,
FAL: 139 Ul/I, sodio: 133 mmol/l, potasio:
4,3 mmol/l, EAB: compatible con trastorno mix-
to (alcalosis respiratoria + acidosis metabdlica).

Se inicia tratamiento con hidratacién y plan
de alimentacién oral con dieta astringente y
aumento caldrico progresivo hasta alcan-
zar 20 cal/kg/dia. Reposicién de fosforo oral
1 g/dia, sulfato de magnesio intravenoso 25
mmol/dia (6 g/dia), carbonato de calcio 2 g/dia
y colecalciferol 100.000 Ul/semana. Se le indi-
c6 tratamiento antirretroviral con zidovudina,
lamivudina y efavirenz; fluconazol, trimetro-
pina asociado a sulfametoxazol trisemanal y
azitromicina. Se inici6 también antibioticote-
rapia para gérmenes comunes respiratorios:
ampicilina, sulbactam y claritromicina.

Por persistencia de cuadro febril y mal es-
tado general, sin recuperacién de peso duran-
te la primera semana de tratamiento, se rea-
liza tomografia computarizada (TC) de térax
que muestra infiltrado bilateral en vértices, por
lo que se indica tratamiento en forma empiri-
ca con pirazinamida, rifampicina, isoniazida y
etambutol.

Luego de 14 dias de iniciado dicho trata-
miento se detecta aumento de enzimas he-
paticas. Con sospecha de hepatitis téxica, se
suspenden drogas antifimicas y antirretrovira-
les y se observd, a las 96 horas, un descenso
de las transaminasas hepaticas. Coincidiendo
con la normalizacién de la funcién hepatica se
constata hipofosfatemia severa de 0,2 mg/dl
e hipomagnesemia de 1,0 mg/dl, por lo que
se indicé tratamiento de reposicion intrave-
nosa con sulfato de magnesio 25 mmol/dia
y fosfato de potasio (5 mg/kg dia en infusion
de 6 horas) durante 6 dias, hasta lograr nive-
les sostenidos de magnesio y fésforo sérico
mayores de 1 mg/dl; por lo tanto, se continué
luego con reposicion a través de via oral. El
paciente evolucioné favorablemente con nor-

malizacién de la funcién hepatica y con franca
mejoria y estabilizacion del metabolismo mi-
neral luego de 39 dias.

Discusién

Describimos el primer caso de hipofosfa-
temia severa posregeneracion hepatica en un
paciente con SIDA.

El balance normal de fésforo depende del
equilibrio entre la absorcién intestinal, la ex-
crecion renal y el intercambio entre sus com-
partimentos intracelular y extracelular. En su
regulacion intervienen la PTH, la 1,25(0OH),D
y el FGF23."2 Los niveles normales de fésfo-
ro sérico se encuentran entre 2,5 y 4,5 mg/dl.
La hipofosfatemia se puede producir por tres
mecanismos: disminucién de la absorcion
intestinal, pérdida urinaria de fésforo, o por
redistribucién entre el espacio extracelular e
intracelular.”® La hipofosfatemia puede ocurrir
en presencia de fésforo corporal total bajo,
normal o alto. En estos dos ultimos casos se
produciria por desplazamiento de fésforo del
pool extracelular hacia el intracelular.™*

Las hipofosfatemias leves y moderadas
que cursan con fésforo entre 2,0-2,2 mg/dl y
1,0-1,9 mg/dl, respectivamente, con frecuen-
cia son asintomaticas o pueden cursar con
mialgias y calambres. La hipofosfatemia se-
vera, que presenta niveles de fosforo sérico
por debajo de 1,0 mg/dl, compromete profun-
damente todos los sistemas organicos debido
al descenso intracelular de ATP y 2,3 difos-
foglicerato afectando directamente la funcién
celular.’®® En dicho caso, la hipofosfatemia
puede ser sintomatica, en especial si se pro-
duce en el contexto de deplecién profunda de
fésforo, es decir que no seria atribuible sola-
mente al desplazamiento de fésforo al espacio
intracelular.’ En los casos mas severos com-
promete la vida, pues puede desencadenar
insuficiencia cardiaca por deterioro en la con-
tractilidad del miocardio, miopatia proximal y
diafragmatica con insuficiencia respiratoria,
rabdomidlisis, anemia hemolitica, encefalopa-
tia metabdlica y acidosis metabdlica.® & ”
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Tabla. Datos evolutivos de laboratorio en un paciente con hipofosfatemia posregeneracién hepatica.

Necrosis Recuperacion
Basal hepatica (dia 25) Alta
(dia 21)

IMC (kg/m?) 17 21
Hematocrito (%) / Glébulos blancos (mm?3)  24/2430  44/12300 27/11600 31/7390
Creatinina (mg/dl; VN: 0,7-1,2) 0,9 1,7 0,5 0,6
Alb (gr/l) 2,4 2 2,8
Ca corregido por Alb (mg/dl; VN: 8,4-10,2) 8,4 10,3 8,6 8,2
Ps (mg/dl; VN: 2,7-4,5) 2,3 3,8 0,25 3,8
Mg (mg/dl; VN 1,6-2,6) 0,9 1,6 1,0 1,5
Cau (mg/24 hs; VN: 100-300) 20 13
Pu (mg/24hs ; VN: 740-1570) 40 0
RTP (%; VN: 80-90%) 97 100
UPO4V/TFG (mg%; VN:0,18-0,78) 0,06 0
PTH (pg/ml; VN: 10-69) 94
25(0OH)D (ng/ml; VN: >30 ng/ml) 4,2
TGO (Ul/l; VN: <38) 39 629 44 28
TGP (Ul/I; VN: <41) 30 306 86 17
Bilirrubina total (mg/dl; VN:<1) 0,26 1,15 0,4 0,4
Bilirrubina directa (mg/dl; VN:<0,25) 1,04
FAL total (Ul/I; VN: hasta 300) 139 372 166 179
Na+/K+ (mmol/I; VN:135-145/3.5-5.5) 133/4,7 126/6,4 128/3,6 138/3,7

IMC: Indice de masa corporal VN: valor normal; Alb: albumina; Ca: calcemia; Ps: fosforemia; Mg: magnesemia; Cau:
calciuria; Pu: fosfaturia; RTP: reabsorcion tubular de fésforo; UPO4V/TFG: excrecion urinaria de fésforo por tasa de

filtrado glomerular. FAL: Fosfatasa alcalina.

La incidencia de hipofosfatemia moderada
en pacientes hospitalizados es del 2,8%, pero
resulta mucho mas elevada en la poblacién
de pacientes de unidades de terapia intensi-
va: se encuentra hasta en un 80%, mientras
que los valores menores de 1 mg/dl son poco
frecuentes.'358

Con la introduccion de las drogas anti-
rretrovirales altamente activas, si bien hubo
disminucién de las alteraciones hidroelectro-
liticas relacionadas con procesos infecciosos
oportunistas como es el sindrome de secre-
cion inadecuada de hormona antidiurética,
aumentaron las alteraciones en los niveles sé-
ricos de fésforo, entre otras.°En la poblacién

VIH/SIDA la prevalencia de hipofosfatemia ha
sido estimada entre 7 y 26%.3° y su origen es
multifactorial. Esta asociada a diarreas créni-
cas, uso de antiacidos, déficit de vitamina D
y aumento de la pérdida urinaria del electro-
lito.3°

El uso de analogos de nucleo6tidos como
cidofovir, adefovir y tenofovir se asocia a
toxicidad del tubulo renal capaz de inducir
pérdida renal de fosforo.®41%1" En la hipo-
fosfatemia asociada a tratamiento antirre-
troviral no se han referido valores inferiores
a 2 mg/dl y ademas cursa con escasa clini-
ca. Este mecanismo no pareceria intervenir
en el caso de nuestro paciente, ya que las
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drogas que se utilizaron no se relacionan
con hipofosfatemia y el laboratorio no fue
compatible con tubulopatia.

La diarrea crénica que presentaba el pa-
ciente ocasioné6 malabsorcion de fésforo,
calcio, vitamina D y desarrollo de hiperpara-
tiroidismo secundario, favoreciendo el estado
de deplecién crénica de fésforo. El déficit de
vitamina D y el hiperparatiroidismo secundario
son hallazgos comunes en pacientes con VIH,
31216 y ademas se ha reportado una correla-
cion inversa con el grado de inmunodeficien-
cia. 9™

La terapia de realimentacién favorece el
desarrollo de procesos anabdlicos propios
del sindrome de realimentacién que generan
redistribuciéon del fésforo corporal total por
desplazamiento del electrolito desde el espa-
cio extracelular al intracelular.®'-"® En nuestro
paciente, durante el proceso de alimentacion
oral, el nivel de fésforo sérico se mantuvo es-
table en valores entre 3 y 3,8 mg/dl en virtud
del tratamiento concomitante con dosis far-
macoldégicas de colecalciferol y sales de fos-
fato.

En el contexto de este paciente con de-
plecion cronica de fésforo, el cuadro de re-
generacion poshepatitis téxica desencadend
una hipofosfatemia que llevo el nivel sérico de
fosforo a valores por debajo de 1 mg/dl.

Saito y col. han descripto un cuadro de hi-
pofosfatemia grave posterior al dafo hepatico
agudo en dos pacientes con desnutricion se-
vera. En ambos casos no hubo cambios en el
estado nutricional antes de desencadenarse
la hepatopatia, y la hipofosfatemia fue seguida
de un descenso rapido de las enzimas hepati-
cas. Los autores atribuyeron la hipofosfatemia
al proceso de regeneracién hepatocitica.®
Varios informes relacionados con hepatitis ful-
minante proponen que la hipofosfatemia aso-
ciada a dafo hepatico se produce por despla-
zamiento de foésforo hacia el tejido hepatico
para generar el ATP intracelular necesario en
el proceso de regeneracion tisular. Pomposelli
y col. describieron hipofosfatemia marcada en

donantes de higado sometidos a hepatecto-
mia parcial, atribuyéndola al proceso regene-
rativo poshepatectomia.?® Salem y col. refirie-
ron hipofosfatemia asociada a hiperfosfaturia,
con niveles medios de excrecién fraccional
de fosforo de 45%, en pacientes sometidos
a reseccion hepatica por patologia tumoral.?!
En nuestro paciente, los niveles mas bajos
de fosforo sérico coincidieron con fosfaturia
“cero”, lo que sugiere que la hipofosfatemia
fue consecuencia del aumento de la demanda
de fosforo propia del proceso de regeneraciéon
hepatica. Mas aun, algunos autores postulan
que la hipofosfatemia podria predecir la capa-
cidad de recuperacion hepatica.®22

El tratamiento de la hipofosfatemia depen-
de de su magnitud y de la presencia de sinto-
mas. La hipofosfatemia moderada puede tra-
tarse con suplementos de fosforo por via oral
entre 2,5y 3,5 g por dia fraccionados en dos
o tres veces. El tratamiento de la hipofosfate-
mia severa debe realizarse por via intravenosa
debiendo tener presente las complicaciones
de esta, como la hipocalcemia, la hipomagne-
semia, la hiperfosfatemia y la hipotensién. La
dosis inicial requerida de fosfato puede osci-
lar entre 2,5 y 19,8 mg/kg. Se sugiere aportar
2-5 mg/kg de fosfato inorganico disuelto en
solucién salina 0,45% durante una infusién de
6-12 horas. 3578

Conclusién

La hipofosfatemia es un trastorno electro-
litico frecuente y de origen multifactorial en
la poblacion VIH/SIDA. Durante el tiempo de
estadia hospitalaria, la presencia de factores
agravantes de este trastorno aumenta la inci-
dencia de hipofosfatemia, motivo por el cual
una determinacién aislada de este electrolito
podria subestimar dicho desorden. Conside-
ramos de importancia la evaluacién del me-
tabolismo mineral y del nivel de vitamina D en
todo paciente con SIDA.

El fésforo, como parte de la molécula de
ATP, es esencial en los procesos proliferativos
y de regeneracion tisular. En nuestro paciente,
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la hipofosfatemia se asocié con la recupera-
cioén del dafio hepatico y la adecuada reposi-
cién con fosfato intravenoso posibilitd soste-
ner el proceso anabdlico posnecrosis hepati-
ca. Seria importante considerar la evaluacién
de dicho electrolito durante la evolucién de
este proceso.
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COMENTARIOS BIBLIOGRAFICOS / Bibliographical Comments

Diabetes, biochemical markers of bone turnover, diabetes

control and bone
Jakob Starup-Linde
Front Endocrinol 2013; 4:21.

Gabriela Picotto*

Bioquimica y Biologia Molecular, INICSA (CONICET-UNC), Cdrdoba, Argentina.

Existen complicaciones tardias de la dia-
betes mellitus (DM) muy conocidas como lo
son la neuropatia, retinopatia, aterosclerosis,
microangiopatia y nefropatia diabética. Sin
embargo, el remodelado 6seo y la integridad
del esqueleto podrian estar también afecta-
dos; siendo la enfermedad 6sea en estos pa-
cientes una probable complicaciéon colateral
de la DM.

Dos meta-analisis realizados™? informaron
un bajo valor de z-score de densidad mine-
ral 6sea (DMO) en pacientes diabéticos tipo 1
(T1D) y un alto z-score en pacientes diabéti-
cos tipo 2 (T2D) en comparacién con los con-
troles. Sin embargo, los pacientes diabéticos
tipo 2 tenian mas fracturas que los controles
no diabéticos, mientras que los diabéticos
tipo 1 presentaban mas fracturas de cadera
que las esperadas de acuerdo a su bajo valor
de z-score. Esto sugiere que el debilitamiento
de las propiedades biomecanicas del hueso
quedaria de alguna manera fuera del alcance
de lo que puede evaluarse por una DMO. Esta
alteracion de la competencia biomecanica po-

* Correo electrénico: gpicotto@conicet.gov.ar

dria deberse a alteraciones en el remodelado
del hueso o en su matriz de colageno, dado
que la DMO refleja principalmente el conteni-
do 6seo de calcio.

Esta revision esta realizada a partir de los
datos de la literatura obtenidos de distintas
bases de datos (PubMed, Embase, Sinal, etc).
Se incluyeron como marcadores de forma-
cién 6sea a la osteocalcina (OC), fosfatasa
alcalina 6sea (BAP), fosfatasa alcalina (AP),
osteoprotegerina (OPG), los propéptidos de
colageno (P1NP y P1CP), mientras que los
de resorcion 6sea comprenden los telopépti-
dos de colageno (NTX y CTX), fosfatasa acida
tartrato resistente (TRAP), RANKL, piridolinas
(PYR y DPD), hidroxiprolina (HP) y esclerosti-
na (Scl). RANKL, OPG y Scl no son marcado-
res en un sentido estricto pero se incluyeron
en este estudio dado que estan fuertemente
relacionados al recambio éseo. Sin embargo,
los niveles de algunos de estos marcadores
estarian influenciados por la dieta o por la re-
gulacién metabdlica de los hidratos de carbo-
no. Por ejemplo, la OC esta asociada al fun-
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cionamiento de las células B y la sensibilidad
a insulina y de esta manera, al control de la
glucosa plasmatica. Otros ejemplos similares
son P1NP, CTX y RANKL. Tampoco podemos
olvidarnos del metabolismo lipidico. La adi-
ponectina estimula la proliferacién y diferen-
ciacién de osteoblastos a la vez que decrece
los niveles séricos de glucosa al aumentar la
sensibilidad de las células a la insulina. La lep-
tina por su parte, suprime la funcién de los
osteoclastos in vitro. Esto conduce a pregun-
tarse si los marcadores séricos de recambio
6seo reflejan realmente lo que esta sucedien-
do en el hueso.

El objetivo de esta revision fue examinar la
conexion entre DM y los marcadores 6seos en
muestras de pacientes y evaluar los posibles
efectos de la DM sobre estos marcadores, es-
tudiando diferencias y similitudes entre T1D y
T2D. En general, el mayor problema que en-
contraron los autores es la falta de estudios
histomorfométricos en humanos y la casi au-
sencia de busqueda de correlacién entre mar-
cadores bioquimicos 6seos y cambios reales
en el hueso. Otro problema fue la falta de eva-
luacion de la funcién renal que afecta a los
marcadores y a la histomorfometria del hueso.
Se resumen a continuacion las observaciones
principales:

1. T1D vs. controles:

Los valores de calcio sérico, AP, BAP,
TRAP y Scl parecen no diferir a los controles.
Los de OC serian mas bajos en T1D y podrian
disminuir ain mas durante el crecimiento pu-
beral. Esto implicaria que aquellos pacientes
diagnosticados antes de la adultez nacieron
con un crecimiento disminuido de los huesos
que continuara en la edad adulta. La falta de
asociacién entre DMO y CTX sugiere que los
procesos de formacioén y de resorcion estan
acoplados en la T1D y que no afectarian a
la DMO. Sin embargo la asociaciéon negativa
entre OC y HbA1c sugieren que la formacion
6sea podria estar debilitada por los altos ni-
veles de glucosa. En relacién a esto, se ha

Comentarios Bibliogréficos

corroborado que la fragilidad ésea es mayor
cuando existe un mal control de la glucemia.
Tampoco hay conclusiones claras con res-
pecto al metabolismo del colageno: los nive-
les de CTX estarian disminuidos mientras que
los de NTX no serian diferentes a los contro-
les. Sin embargo, los autores sugieren que
esta disminucién de CTX estaria relacionada
negativamente a los niveles de HbA1c y por
ello, el recambio 6seo reducido durante el de-
sarrollo puberal en T1D. Los altos niveles de
glucosa no estarian vinculados al mecanismo
por el cual disminuye la OPG, ya que OPG se
relaciona positivamente con HbA1c.

2. T2D vs. controles:

La calcemia es normal y no correlaciona
con los niveles de hemoglobina glicosilada
o la DMO; es por lo tanto un marcador po-
bre del estatus 6seo y de glucemia en T2D.
Tampoco se encuentra afectado el eje PTH-
calcitriol-calcitonina. Sin embargo hay una
relacién positiva entre PTH, TRAP y CTX, lo
que sugiere que PTH induce la resorcion ésea
en T2D. Con respecto a los marcadores se-
cretados por las células del hueso, los valores
séricos de AP y BAP no se modifican, los de
OC y TRAP se reducen y Scl aumenta, lo que
en conjunto sugiere que T2D presenta un es-
tado de bajo recambio 6seo. OC y Scl tienden
a correlacionar negativamente con los valores
de hemoglobina glicosilada, lo que indicaria
que el bajo turnover éseo y la osteopenia que
aparecen en T2D podrian estar causadas por
la glucemia elevada. Estas diferencias obser-
vadas podrian deberse también al tiempo o
a la heterogeneidad de desarrollo de la T2D.
La participacién de adiponectina o leptina es
incierta.

3. TiD vs. T2D:

La ausencia de diferencias en los marca-
dores de recambio éseo indican que ambos
tipos de diabetes no son diferentes con res-
pecto al metabolismo del hueso aunque se
hayan encontrado valores séricos de Scl un
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poco mayores en T2D, lo que sugiere que en
este caso y no en T1D, los huesos estarian
afectados por el antagonismo sobre la via
Whnt.

4. Otros factores:

Los autores destacan que estas observa-
ciones podrian estar influenciadas por: a) la
severidad de la DM que conlleva a neuropatia
y nefropatia y que a su vez altera marcadores
como PTH, PINP u OC; b) una DM de larga
data lleva a la supresion del recambio y al au-
mento de la fragilidad 6sea, alterando mas la
resorcion que la formacién 6sea; c) el bajo nu-
mero de pacientes estudiado y su heteroge-
neidad en cuanto a edad, criterios de exclu-
sion, duracién de la enfermedad, etc. podrian
afectar los datos de los marcadores 6seos.
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Conclusiones:

La aparente paradoja que se presenta
cuando un paciente con T2D tiene altos nive-
les de Scl y aun asi su DMO esta aumentada,
podria explicarse por mecanismos inflamato-
rios, lo que podria afectar también a los otros
marcadores evaluados. Los altos valores de
glucemia en pacientes con DM o el tiempo
transcurrido desde el inicio de la diabetes
resultarian en errores en la determinacion
de algunos de los marcadores de recambio
6seo. Sin embargo, la diabetes pareceria di-
sociar especificamente los fenémenos de re-
sorcion y formacién del hueso, lo que podria
sugerir un desacoplamiento debido al mal
manejo del metabolismo de glucosa, carac-
teristico la DM.

2. Vestergaard P, Rejnmark L, Mosekilde L.
Diabetes and its complications and their
relationship with risk of fractures in type 1 and

2 diabetes. Calcif Tissue Int 2009; 84:45-55.
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EL LENGUAJE DE LOS HUESOS. LOS RESTOS DE SOR JUANA

INES DE LA CRUZ

Osvaldo F. Sanchez

Catedra de Filosofia e Historia de la Medicina. U.A.l. Sede Rosario.

Los inescrutables designios del Sefior mo-
tivaron que un mindsculo pueblo de provin-
cias, San Miguel de Nepantia, ubicada a 60
kilometros de Ciudad de México, fuera cuna,
el 12 de noviembre de 1651, de una de las
glorias de las letras americanas y del mundo
entero. Ese dia, el modesto villorio escuchd,
absorto, los primeros vagidos de una nifia
que con el correr de los afos y durante su
corta vida terrenal asombraria a sus contem-
poraneos, para luego vencer a la muerte por
medio de sus obras.

Sor Juana Inés de la Cruz, a la temprana
edad de tres afos, aprendid a leer, y a los
ocho escribia sus primeras poesias. En poco
tiempo adquiri6 conocimientos de latin. La
universidad rechazé su matriculacién por su
condicién de mujer. A raiz de ello fue admitida
en la corte del virrey de México. Con posterio-
ridad ingresé en un convento de la orden de
San Jerénimo.

El ambiente reposado y propicio del con-
vento le permitié dar inicio a su fecundo ca-
mino en las letras que interrumpié cruelmente
la muerte en 1695. La facilidad para abordar
temas liricos valiéndose de décimas, redondi-
llas y romances, le concedieron gran predica-
mento. Sus obras, recopiladas en tres tomos,
se publicaron en 1689, 1691 y 1700. En el gé-
nero dramatico, aparte los tres autos sacra-
mentales (influidos por Calderon) el “Divino
Narciso”, “San Hermenegildo” y el “Cetro de

José”, destacan sus comedias “Los empefios
de una casa” y “Amor es mas laberinto”, que
tienen intencion autobiografica.

A su muerte, los restos mortales fueron
sepultados en Ciudad de México en el con-
vento de San Jerdénimo, ubicado en el cen-
tro de aquélla. El edificio, sometido a partir
de 1964 a trabajos de restauracion por dafos
importantes que sufriera luego de la revolu-
cién de 1910, fue el centro de interés de los
arqueologos.

Ante la certeza que poseian los exper-
tos de que los restos de la exquisita poeti-
sa descansaban en el lugar, se iniciaron en
1975 las tareas para encontrar los mismos.
Dicha labor insumi6 tres afios. En efecto, en
1978, en uno de los tuneles del edificio se
descubrieron numerosos ataudes, entre los
cuales destacaba uno de ébano que por los
adornos que lo revestian indicaban el alto
rango de la persona fallecida. Los arquedlo-
gos, que calificaron el hallazgo como de un
valor incalculable, creyeron fundadamente
que eran los restos mortales de Sor Juana
Inés de la Cruz.

La situacién no se canceld con la opinidn
de los expertos en arqueologia.

Una inquietud aflor6 con el tiempo: la ne-
cesidad de ratificar con rotundidad la auten-
ticidad de los restos de una persona fallecida
en 1695, afo en que sor Juana Inés de la Cruz
ingres6 en la historia de la humanidad mer-
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ced a su exquisita actividad como escritora
y poetisa.

Con los avances generados en biologia
molecular y la aparicion consiguiente de tec-
nologia adecuada se obtuvo una poderosa
herramienta de investigacion sobre los hue-
sos antiguos.

A todo esto el examen antropométrico de
los restos Oseos hallados en las tareas de
restauraciéon antes mencionadas indicé que
—en vida—- Sor Juana Inés de la Cruz alcanzé
una estatura de 1,53 metro, portaba una con-
textura pequefia y poseia rasgos sutiles.

Para desbrozar el camino de dificultades,
la comunidad cientifica mexicana plasmé
una via de abordaje —categérica, podria afir-
marse- tendiente a confirmar que los restos
6seos encontrados corresponden a Sor Jua-
na Inés de la Cruz.

Los expertos propusieron la obtencién del
ADN mitocondrial obrante en los huesos de
Sor Juana Inés de la Cruz. Una vez estudiado
se lo comparé con el ADN mitocondrial ex-
traido de dos actuales descendientes de Jo-
sefa Maria Ramirez, hermana de la poetisa.

Por otra parte, puede agregarse que la
indagacién concretada en los huesos indicé
que Sor Juana Ines de la Cruz no padecié ni
artritis ni osteoporosis.

Un resumen de lo expuesto con anteriori-
dad, en especial la via molecular en los res-

Sanchez: El lenguaje de los huesos

tos de la eximia poetisa, permite conocer los
tramos recorridos para llevar a feliz término
la investigacion en curso. Por aplicaciéon de
estudios genealdgicos se determiné que sus
padres fueron de nacionalidad espafiola,
desechando una posible ascendencia indi-
gena. Utilizando los mismos canones genea-
I6gicos se pudo localizar a los descendientes
de su hermana Maria Josefa Ramirez. De di-
chos descendientes se obtuvieron secuen-
cias de ADN mitocondrial que de inmediato
fueron sometidas a analisis.

En relaciéon al estudio de ADN mitocon-
drial de los descendientes de la hermana de
Sor Juana Inés de la Cruz, el mismo esta
concluido hace tiempo pero los expertos, con
prudencia suma —en consideracién a la jerar-
quia de la poetisa— han resguardado el resul-
tado y esperaran la confirmacién que emerja
del ADN mitocondrial de los restos 6éseos de
la progenitora de una gloria de la literatura de
todos los tiempos. Acotemos que hasta la fe-
chay pese a la busqueda pertinente en orden
de los antecedentes, no se tienen noticias de
la exhumacién de los restos que correspon-
den a la Madre de Sor Juana Inés de la Cruz.

En otro orden, es indudable que lo Unico
asertivo esta plasmado —hasta ahora- en la
opinién de los peritos en arqueologia y an-
tropologia, muy respetable por cierto pero
insuficiente para las metas deseadas.
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Reunion Anual AAOMM 2014

XXXI Reunién Anual Asociacién Argentina de Osteologia y Metabolismo Mineral (AAOMM)
21-23/8/2014. Salguero Plaza, sito en Salguero 2686, Ciudad de Buenos Aires.
www.aaomm.org.ar — info@aaomm.org.ar

Curso Superior de Osteologia

Instituto Universitario del HIBA - AAOMM
Directoras: Dra. Luisa Plantalech y Dra. Diana Gonzalez

Inicio: 7 de Junio de 2013. Finaliza: Diciembre de 2014.
Carga horaria: 140 horas

Dia y hora de cursada: Primer viernes y sabado de cada mes.
Contacto: posgrado@hospitalitaliano.org.ar

INSCRIPCION ABIERTA PARA MODULO IIl: OSTEOPOROSIS
(ABRIL-AGOSTO 2014)

Modulos:

1- Enfermedades del Metabolismo Mineral: Hipercalcemia, hiperparatirodismo, hipocalcemia e hipopara-
tiroidismo, hipovitaminosis D, hiperfosfatemia, etc.

2- Enfermedades del Metabolismo Oseo |: Osteoporosis

3- Enfermedades del Metabolismo Oseo Il: Enfermedad de Osea de Paget, osteonecrosis, metastasis
6seas, tumores primarios, enfermedades infiltrativas éseas.

4- Enfermedades congénitas y hereditarias del Metabolismo Oseo y Mineral: raquitismos hereditarios,
osteogénesis imperfecta, displasia fibrosa, miositis osificante.

OTROS CURSOS Y MAESTRIAS
Curso de Osteologia 2014 - Universidad Favaloro

Directora: Dra. Maria Silvia Larroudé. Coordinadoras: Dra. Maria Ines Tamborenea, Dra. Maria Susana
Moggia y Dra Ana Puscar.
Resolucion CS. N° 110/07 - Resolucion FPosg. N° 037/07-

Inicio: 30 de mayo de 2014. Finalizacién: 7 de noviembre de 2014. Cursada intensiva mensual.
Contacto: mariasilvia.larroude@gmail.com

Maestria en Osteologia y Metabolismo Mineral

Acreditacion de la CONEAU, Resolucion Numero 733/04.

Universidad del Salvador - Instituto de Investigaciones Metabdlicas (IDIM)
Director: Prof. Dr. José R. Zanchetta

Modalidad presencial (1320 horas de carga horaria). Duracién 2 afios.

Inicio: Marzo y agosto de cada afo.
Contacto: vdelascasas@idim.com.ar
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CONGRESOS INTERNACIONALES 2014

IOF-ESCEO World Congress on Osteoporosis, Osteoarthritis and Musculoskeletal Diseases
2-5/4/2014 - Sevilla, Espafa.
www.wco-iof-esceo.org

14th World Congress on the Menopause
1-4/5/2014 - Cancun, Mexico.
www.imsociety.org/world_congress.php

41st European Calcified Tissue Society Congress
17-20/5/2014 - Praga, Republica Checa
www.ectscongress.org/2014

44rd International Sun Valley Workshop: Musculoskeletal Biology
3-6/8/2014 - Sun Valley, Idaho, USA.
www.ibmsonline.org

16th International Congress of Endocrinology ICE/ ENDO 2014
21-24/6/2014 - Chicago. USA.
www.endocrine.org/endo-2014

American Society for Bone and Mineral Research (ASBMR)
12-15/9/2014 - Houston — Texas — USA
www.asbmr.org

84th Annual Meeting of the American Thyroid Association
29/10-2/11/2014, Hotel del Coronado. Coronado, CA
www.thyroid.org

XI Congreso de la Sociedad Iberoamericana de Osteologia y Metabolismo Mineral (SIBOMM)
27-29/8/2015 - Lisboa, Portugal
sibomm.ammom.com.mx

CONGRESOS NACIONALES 2014

XXXI Reunion Anual Asociacion Argentina de Osteologia y Metabolismo Mineral (AAOMM)
21-23/8/2014 - Buenos Aires
www.aaomm.org.ar - info@aaomm.org.ar

Congreso Argentino de Osteoporosis (SAO)
4-6/9/2014 - Buenos Aires.
www.osteoporosis.org.ar

Federacion Argentina de Sociedades de Endocrinologia (FASEN)
8-10/10/2014 — Cérdoba.
www.congresofasen.com.ar

Sociedad Argentina de Reumatologia (SAR)
14-17/10/2014 - Salta.
www.reumatologia.org.ar
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INSTRUCCIONES PARA AUTORES
ACTUALIZACIONES EN OSTEOLOGIA

Presentacion de manuscritos

Los manuscritos seran enviados por correo electronico a actualizaciones@osteologia.org.ar
En la primera pagina deben figurar: a) el titulo, informativo aunque conciso; b) los nombres
completos de los autores (primero el nombre y luego el apellido) y de las instituciones en que se
desempefan; c) un titulo abreviado para cabeza de pagina; d) el nombre y direccion completos,
y direccién electrénica del autor con quien se deba mantener correspondencia.

Asimismo debera indicar una secciéon que se corresponda con el contenido de su articulo:
Actualizaciones, Articulos Originales, Comunicaciones Breves, Casuisticas, Imagenes en
Osteologia, Editoriales, Cartas al editor, Comentarios Bibliograficos, Consensos y Educa-
cion en Osteologia, Seccion Cultural, Controversias.

El articulo podra ser redactado en castellano o en inglés.

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

Abreviaturas, siglas y simbolos: s6lo se emplearan abreviaturas estandarizadas. Se evitara su
uso en el titulo y en el resumen. La primera vez que se use una abreviatura o sigla ira precedida
del término completo, salvo que se trate de una unidad de medida estandar.

Unidades de medida: se emplea el sistema métrico decimal. Las medidas hematolodgicas y de
quimica clinica se haran en los términos del Sistema Internacional de Unidades (Sl), empleando
comas 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 (Summary), precedido
por el correspondiente titulo.

Ambos Restmenes 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. EI Resumen es in-
dependiente del texto del articulo. Al final del mismo se requieren de 3 a 6 palabras clave en
inglés y en castellano; para su eleccién se recurrira a los términos incluidos en la lista del Index
Medicus (Medical Subject Headings, MeSH).

Las Comunicaciones Breves, los Articulos Especiales y las Casuisticas incluiran resumenes
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 trabajo
mismo, evitandose las revisiones bibliograficas extensas, solo aceptables en la seccién Actua-
lizaciones. Se numeraran las referencias consecutivamente, en el orden en que se las men-
ciona en el trabajo. Se incluiran todos los autores cuando sean seis 0 menos; si fueran mas,
el tercero sera seguido de la expresion et al. (et alia: y otros) Los titulos de las revistas seran
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abreviados segun 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 numeros en superindices. En la lista de refe-
rencias, las revistas, los libros y los capitulos de libros, actas de reuniones cientificas deben
presentarse de acuerdo con los siguientes 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.

3. Philips DJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM (eds). Hy-
pertension: 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 un-
related MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R (eds). Proceedings of the third annual
meeting of the International Society for Experimental Hematology. Houston: International
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 numeros arabigos, deben ser
indispensables y comprensibles por si mismas, y poseer un titulo claramente explicativo de su
contenido. No deben emplearse lineas verticales de separacion entre columnas ni lineas hori-
zontales, salvo, en general, tres: las que separan el titulo de la Tabla, los encabezamientos del
resto, y la que indica la terminacion de la Tabla.

Todas las Figuras han de permitir una reproduccién adecuada y seran numeradas correlati-
vamente con una inscripcion al dorso que facilite identificarlas, 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. Emplear tamafios 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 resoluciéon no menor de 300 dpi.

Considerar que, en la version on line la imagen se publicara en color y en la versién impresa, en
escala de grises.

Las Comunicaciones Breves corresponden a resultados que, si bien preliminares, por su inte-
rés justifiquen una temprana difusién. Como el manuscrito no podra exceder las ocho paginas,
se prescindira de la divisién en secciones, aunque manteniendo la secuencia habitual, con
hasta 15 referencias y no mas de dos Tablas o Figuras.

Las Cartas al Editor estaran referidas a comentarios de naturaleza editorial, preferentemente
con relacion a articulos publicados en la revista. No deben exceder las tres paginas; pueden
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 revision esta a cargo del Editor y por lo menos dos revisores con am-
plia experiencia y prestigio en el tema. La identidad de los autores y de los revisores se mantie-
ne 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
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propdsitos y orientacion de Actualizaciones en Osteologia. El tiempo de evaluacion durara entre
30y 60 dias. Luego de que el Comité de Redaccién haya completado el proceso de evaluacion
se notificara por correo electronico al autor responsable sobre la aceptacién (con correccio-
nes o sin ellas) o el rechazo del manuscrito. La decision de este sera inapelable. El Comité
de Redaccién se reserva el derecho de introducir, con conocimiento de los autores, todos los
cambios editoriales exigidos por las normas gramaticales y las necesidades de compaginacion.
Los trabajos aceptados con modificaciones seran devueltos a sus autores para eventuales
correcciones y se les otorgara para la devolucién un plazo no mayor de 30 dias. Luego de su
aceptacion y diagramacion, se otorgara a los autores 72 horas para revisar la prueba de galera.
Seguiremos los lineamientos expuestos por el International Committee of Medical Journal Edi-
tors (ICMJE, http:// www.icmje.org) sobre otros aspectos no mencionados aqui, y también en
lo referente a Conflicto de intereses de revisores, autores y editores, a las relaciones con la
industria, al apoyo financiero de ella recibido, a la confidencialidad de los manuscritos y a las
relaciones entre revistas médicas y los medios populares de difusion.

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

Transferencia de Derechos de Autor

Una vez aceptado el manuscrito y antes de su publicacién, se debe enviar al editor una carta
de concesion de los derechos de autor y consentimiento de publicacién, firmada por todos los
autores. En el caso de que los autores certifiquen que el articulo arriba mencionado es trabajo
original y no ha sido previamente publicado excepto en forma de resumen, y sea aceptado para
publicacion en Actualizaciones en Osteologia, los derechos de autor seran transferidos a la
Asociacion Argentina de Osteologia y Metabolismo Mineral.
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