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SARCOPENIA EN LATINOAMERICA: DESAFiOS ACTUALES FRENTE
A UN PROBLEMA EMERGENTE DE SALUD PUBLICA

Luciana B. Moine',” Constanza Quiroga?” Daniela J. Porta%,” Maria A. Rivoira’

1. Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cdrdoba. Cordoba, Argentina
2. Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (INICSA) CONICET-UNC. Cdrdoba, Ar-

gentina.

La sarcopenia se define actualmente como
una enfermedad del musculo esquelético ge-
neralizada, progresiva y potencialmente re-
versible, caracterizada principalmente por
una reduccién de la masa y fuerza muscular.
Los criterios diagndsticos incluyen baja masa
muscular y fuerza muscular y/o deterioro del
rendimiento fisico."

Desde un enfoque de salud publica, la
sarcopenia se asocia con un mayor riesgo
de caidas y fracturas, limitaciones en la mo-
vilidad, discapacidad en las actividades de la
vida diaria, mayores tasas de hospitalizacion
y aumento de la mortalidad. Estos resultados
contribuyen significativamente a la carga de
enfermedad y a la vulnerabilidad de las pobla-
ciones envejecidas en América Latina.?

Aunque la sarcopenia presenta una mayor
prevalencia en adultos mayores, la reduccion
de la masa y la fuerza muscular se inicia en
etapas mas tempranas de la vida, general-
mente a partir de la mediana edad y con fre-
cuencia durante la cuarta década.' Esta pers-
pectiva del curso de vida subraya la necesi-
dad de ampliar la vigilancia epidemiolégica

y las estrategias de prevencion mas alla de
los grupos etarios de mayor edad, particular-
mente en contextos que atraviesan rapidas
transiciones demogréficas y epidemiolégicas,
como ocurre en los paises de ingresos bajos y
medios. En este sentido, la identificacion tem-
prana y la implementacion de intervenciones
a nivel poblacional pueden desempefar un
papel fundamental para mitigar el impacto de
la sarcopenia a largo plazo.

Sarcopenia, fragilidad y la necesidad de
consolidar una sociedad cientifica en Amé-
rica Latina

La sarcopenia esta estrechamente vincu-
lada con el sindrome de fragilidad, una condi-
cién clinica multidimensional y potencialmen-
te reversible, caracterizada por una mayor
vulnerabilidad a factores estresantes como
resultado de la desregulacion biolégica mul-
tisistémica.?

La progresién de la fragilidad se asocia
con resultados adversos de salud, incluidos
discapacidad, pérdida de independencia, ins-
titucionalizacién y mortalidad, asi como una

*E-mail: lu.moine@unc.edu.ar

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 21 - N° 2 - 2025

111


mailto:lu.moine@unc.edu.ar
https://orcid.org/0009-0005-9554-5226
https://orcid.org/0009-0005-9554-5226
https://orcid.org/0009-0005-9554-5226
https://orcid.org/0009-0005-9554-5226

Moine LB., et al.: Sarcopenia en Latinoamérica:

mayor utilizacién y costos de los servicios de
salud.® En consecuencia, tanto la sarcopenia
como el sindrome de fragilidad han sido re-
conocidas como prioridades importantes de
salud publica en sociedades envejecidas.

La mayor parte de la evidencia que res-
palda los criterios diagndsticos actuales, las
guias clinicas y las estrategias de manejo de
la sarcopenia y el sindrome de fragilidad han
sido generada en paises de altos ingresos.*
Esto representa una limitacién critica para re-
giones como Ameérica Latina, donde los da-
tos epidemiolégicos siguen siendo escasos y
fragmentados (Tabla 1).

Esta brecha resulta especialmente preocu-
pante si se considera que América Latina, a
pesar de su tradicional caracterizacién como
una regién joven, esta envejeciendo a un ritmo
mas rapido que Europa. Ademas, varios fac-
tores de riesgo bien establecidos para la sar-
copenia y el sindrome de fragilidad, incluidos
la pobreza, el acceso limitado a los servicios
de salud, la alta carga de enfermedades cro-
nicas no transmisibles, la discapacidad vy el

desafios actuales

estado nutricional inadecuado, son altamente
prevalentes en la region. ™

Los estudios epidemiolégicos disponibles
en América del Sur informan consistentemen-
te una mayor prevalencia de fragilidad en mu-
jeres en comparaciéon con los hombres,® asi
como un peor estado de salud general en-
tre las personas fragiles. Estas poblaciones
suelen presentar una recuperacién mas lenta
frente a factores estresantes agudos, mayor
uso de servicios de cuidados criticos y ma-
yores tasas de rehospitalizacién.® En conjun-
to, estos hallazgos resaltan la importancia de
contextualizar la sarcopenia y el sindrome de
fragilidad dentro de las realidades sociode-
mograficas y las estructuras de los sistemas
de salud de los paises latinoamericanos.

A nivel global, varias sociedades cientificas
han desempefiado un papel clave en el avan-
ce de la investigacion y la estandarizacion de
criterios diagnoésticos de la sarcopenia. Sin
embargo, nuestra revision no identificd una
sociedad cientifica regional dedicada especi-
ficamente a este campo en América Latina, lo

Tabla 1. Estudios epidemiolégicos sobre prevalencia de la sarcopenia en paises de América
Latina (solo se incluyeron pacientes ambulatorios sin patologias asociadas)

Edad de la

Distribucion Prevalencia de

Autor y ano de publicacion poblacién por sexo Pais Sarcopenia
Karavaski N, et al. 2025° < 63 anos si Argentina 8,6 %
Pinheiro LCHT, et al. 2023¢ > 60 anos 418 si Brasil 11,2 %

i 46,5 %
Pérez-Sousa MA, et al. 2020”7 >60afos  5.237 si Colombia (Probable
Sarcopenia)
o ez Escobar K, etal. >18afios 293 no Meéxico 15,5 %
Sorper-Tement R, et al. >60afios  1.444 no Colombia 11,5 %
Leral, et al. 2017 > 60 anos 1.006 Si Chile 191 %
Arango-Lopera V, et al. > 70 afios 345 no México 33,6 %

2012"
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que remarca un importante vacio institucional
que limita la generacion de evidencia local, la
formacién profesional y la traduccién de la in-
vestigacién a la practica clinica y a las politi-
cas publicas. La creacion de una red cientifica
latinoamericana podria facilitar el desarrollo
de criterios diagnosticos adaptados al con-
texto, estrategias preventivas y politicas de
salud publica orientadas a reducir la carga de
enfermedad y mejorar la calidad de vida de
las poblaciones vulnerables (Fig. 1).

Patrones dietarios, transicion nutricional y
hambre oculta

La alimentacion es un determinante cla-
ve de la salud muscular a lo largo del curso
de la vida, ya que una alimentacién saluda-
ble garantiza un aporte adecuado de energia
y de macro y micronutrientes esenciales para
preservar la masa y fuerza muscular, y la fun-

desafios actuales

cién fisica. Sin embargo, en América Latina,
la transicién nutricional ha dado lugar a la co-
existencia paraddjica de exceso de energia,
sobrepeso y obesidad junto con deficiencias
persistentes de micronutrientes, fenémeno
conocido como hambre oculta.'

Aunque la ingesta energética total suele
ser suficiente o incluso excesiva, la calidad
global de la dieta es subéptima, caracteri-
zada por bajo consumo de frutas, verduras,
legumbres, lacteos, pescado y otras fuentes
de proteinas de alta calidad. El escaso aporte
de micronutrientes clave para el metabolismo
muscular, como vitamina D, calcio, magnesio,
hierro y vitaminas del complejo B, puede ace-
lerar la pérdida de masa y fuerza muscular,
especialmente en adultos mayores y pobla-
ciones vulnerables.

> Envejecimiento poblacional

> Desigualdades
socioecondémicas

> Transicién epidemiolégica y
nutricional

regional

Sarcopenia
Enfermedad
generalizada del
musculo esquelético

Factores | Fuerza muscular De_saflos
. | Rendimiento fisico reglonales
|mpulsores 1 Fragilidad
1 Mortalidad > Alta prevalencia

Propuesta de
mejoras regionales

> Creacion de una sociedad cientifica

> Criterios de diagndstico
contextualizados a nivel regional

> Estandarizacién metodolégica en
estudios regionales

> Necesidad de validacién de
biomarcadores emergentes

> Datos limitados y
heterogéneos

> Dificultad para realizar
comparaciones entre
paises

Figura 1. Esquema de la sarcopenia como enfermedad generalizada del musculo esquelético,
organizada en tres ejes principales (factores impulsores, consecuencias clinicas y desafios re-

gionales) y una propuesta de mejora.
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Los periodos de inestabilidad econémica
agravan estasituacion, yaque los hogares tien-
den a priorizar alimentos de bajo costo y alta
densidad energética, como carbohidratos re-
finados y productos ultraprocesados. Este pa-
trén alimentario deteriora la calidad nutricional
de la dieta y puede contribuir al desarrollo
temprano y progresivo de la sarcopenia a lo
largo del curso de la vida.'

Necesidad de biomarcadores para mejorar
el tamizaje poblacional

La sarcopenia continda siendo subdiag-
nosticada en la practica clinica, en gran me-
dida porque su diagnéstico se basa en la
evaluacion de masa muscular, fuerza y rendi-
miento fisico mediante técnicas que requieren
equipamiento especializado, como la absor-
ciometria de rayos X de energia dual (DXA) o
la bioimpedancia eléctrica (BIA), ademas de
pruebas funcionales no siempre disponibles
en la atencién primaria o en contextos con re-
cursos limitados. Esta dependencia restringe
laimplementacion de estrategias de deteccion
temprana a gran escala y dificulta la vigilancia
epidemioldgica, especialmente en paises de
ingresos bajos y medios."

En este contexto, la identificacién de bio-
marcadores séricos accesibles, reproducibles
y de bajo costo podria facilitar una deteccion
mas temprana y obijetiva, permitiendo el ta-
mizaje poblacional, la estratificacion del ries-
go y el monitoreo longitudinal de la respuesta
a intervenciones nutricionales y de ejercicio.
Idealmente, estos biomarcadores deberian
poder determinarse mediante métodos anali-
ticos ampliamente disponibles en laboratorios
clinicos de rutina, lo que favoreceria su incor-
poracién en programas de salud publicay en
estrategias de prevencion a nivel poblacional.
Entre los biomarcadores propuestos se inclu-
yen mediadores del metabolismo muscular
y del estado inflamatorio sistémico, como la
miostatina, el factor de crecimiento similar a
la insulina tipo 1 (IGF-1), el factor de diferen-
ciacion del crecimiento 15 (GDF-15), asi como

desafios actuales

citocinas inflamatorias como la interleucina-6
(IL-6) y la proteina C reactiva (PCR). La infla-
macion cronica de bajo grado, caracteristica
del envejecimiento, desempefa un papel cla-
ve en la pérdida progresiva de masa y funcion
muscular.®

No obstante, estos biomarcadores pre-
sentan limitaciones, como la heterogeneidad
metodoldgica y la falta de valores de refe-
rencia estandarizados. En consecuencia, ha
crecido el interés por analitos de uso ruti-
nario. La relacion creatinina/cistatina C se
ha propuesto como marcador indirecto de
masa muscular y se ha asociado con sarco-
penia, sindrome de fragilidad y mortalidad.
Asimismo, la PCR y la albumina sérica refle-
jan inflamacion y estado nutricional.’” Aun-
que ninguno de estos marcadores por si solo
posee suficiente precision diagnéstica para
confirmar la enfermedad, su integracion con
herramientas clinicas simples y evaluaciones
funcionales podria mejorar significativamen-
te las estrategias de deteccién temprana.

En conjunto, estos hallazgos subrayan la
necesidad de desarrollar y validar biomarca-
dores séricos accesibles y clinicamente apli-
cables, particularmente aquellos basados
en analitos disponibles en laboratorios de
rutina. La identificacion de tales marcado-
res tendria un valor especial en regiones con
recursos limitados, como América Latina,
donde la implementacion de métodos instru-
mentales para evaluar masa muscular puede
ser restringida. En este contexto, la incor-
poracion de biomarcadores bioquimicos en
algoritmos de tamizaje podria contribuir a
reducir la subdiagnosis de la sarcopenia y
facilitar la implementacién de estrategias de
prevencién y manejo oportuno a nivel pobla-
cional.

Conclusion

La sarcopenia representa un desafio emer-
gente de salud publica en América Latina en el
contexto de un rapido envejecimiento pobla-
cional, persistentes desigualdades socioeco-
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némicas y una marcada transicién epidemio-
l6gica y nutricional. A pesar de los avances
en su conceptualizacion y diagndstico, la evi-
dencia regional sigue siendo limitada y hete-
rogénea, lo que dificulta estimar con precision
su carga y disefiar estrategias de intervencién
adaptadas al contexto local. La coexistencia
de alimentacion de baja calidad nutricional y
deficiencias de micronutrientes puede contri-
buir al deterioro muscular a lo largo del cur-
so de la vida, particularmente en poblaciones
vulnerables. En este escenario, el desarrollo
de estudios epidemiolégicos estandarizados,
la adaptacion regional de criterios diagnosti-
cos y la validacién de biomarcadores accesi-
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PERSISTENT TORSIONAL DEFORMITY IN PAEDIATRIC GENU
VARUM AFTER CORONAL PLANE DEFORMITY CORRECTION BY

8-PLATE HEMI-EPIPHYSIODESIS

Hesham M. Elbaseet*,” Andrew Nasseh,” Abdel K. H. Ibrahim
Paediatric Orthopaedic Unit, Orthopaedic and Traumatology Department, Faculty of Medicine,

Assiut University. Egypt

Abstract

Introduction: Angular deformities around
the knee, i.e., genu varum and genu valgum,
are common in children and can arise from
various underlying conditions.  Surgical
treatment options include temporary hemi-
epiphysiodesis (guided growth), which is less
invasive and carries fewer risks compared
to traditional osteotomies. While effective
for coronal deformities, the impact of this
technique on persistent torsional deformities
remains underexplored.

Objectives: This study aims to assess the
persistent torsional deformity following
complete correction of varus coronal deformity
in pediatric patients treated with 8-plate hemi-
epiphysiodesis.

Methods: A retrospective case series study
was conducted in a tertiary center from
March 2023 to January 2025. The study
included skeletally immature patients aged
2.5 to 12 years with genu varum deformity
who underwent 8-plate hemi-epiphysiodesis

for varus deformity correction. Clinical and
radiological  assessments-including  foot
progression angle, thigh-foot angle and heel
bisector line- were used to evaluate rotational
deformities after varus correction.

Results: A total of 26 limbs of 14 patients with
mean age 4.54 years were analyzed. The mean
duration of epiphysiodesis was 10.46 months.
Despite successful correction of coronal
deformities, 61.5% of patients exhibited
persistent intoeing. The persistent torsion
was of tibial source which was manifested in
the foot progression angle and the thigh-foot
angle.

Conclusion: While 8-plate is effective for
coronal deformity correction in pediatric genu
varum, a significant proportion of patients
retain persistent torsional deformities.
Keywords: Intoeing, torsional deformity, genu
varum, 8-pate hemi-epiphysiodesis, guided
growth.

Levels of Evidence: Level of Evidence: Ill-
retrospective observational study.
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Elbaseet HM., et al.: Persistent Torsional Deformity

DEFORMIDAD TORSIONAL PERSISTENTE
EN GENU VARUM PEDIATRICO DESPUES
DE LA CORRECCION DE LA DEFORMIDAD
EN EL PLANO CORONAL MEDIANTE HE-
MIEPIFISIODESIS DE 8 PLACAS

Resumen

Introduccion: las deformidades angulares al-
rededor de la rodilla, es decir, el genu varo y el
genu valgo, son comunes en nifios y pueden
deberse a diversas afecciones subyacentes.
Las opciones de tratamiento quirdrgico inclu-
yen la hemiepifisiodesis temporal (crecimiento
guiado), que es menos invasiva y conlleva me-
nos riesgos en comparacion con las osteoto-
mias tradicionales. Si bien es eficaz para las
deformidades coronales, el impacto de esta
técnica en las deformidades torsionales per-
sistentes sigue siendo poco explorado.
Objetivos: Este estudio tiene como objetivo
evaluar la deformidad torsional persistente
tras la correccion completa de la deformidad
coronal en varo en pacientes pediatricos trata-
dos con hemiepifisiodesis de 8 placas.
Métodos: se realizd un estudio retrospecti-
vo de series de casos en un centro tercia-
rio entre marzo de 2023 y enero de 2025. El
estudio incluyd pacientes esqueléticamente

Introduction

Angular deformities around the knee, i.e.,
genu varum and genu valgum, are frequently
found in children. These deformities may be
idiopathic or may arise secondary to various
conditions as developmental disorders, trauma,
skeletal dysplasia, metabolic or endocrine
disorders, inflammatory diseases, or neoplastic
processes.'?

Surgicaltreatmentoptionsincludetemporary
hemi epiphysiodesis (guided growth), which is
less invasive and has a far lower rate of serious
consequences, and osteotomies with either
acute or gradual correction.?*

after Varus Correction by 8 Plate

inmaduros de entre 2,5 y 12 afios con defor-
midad de genu varo, sometidos a hemiepifi-
siodesis de 8 placas para la correccidn de la
deformidad en varo. Se utilizaron evaluacio-
nes clinicas y radioldgicas, incluido el angulo
de progresion del pie, el angulo muslo-pie y
la linea bisectriz del talon, para evaluar las
deformidades rotacionales después de la co-
rreccion en varo.

Resultados: se evaluaron 26 extremidades
de 14 pacientes con una edad media de 4,54
anos. La duracion media de la epifisiodesis fue
de 10,46 meses. A pesar de la correccion exi-
tosa de las deformidades coronales, el 61,5%
de los pacientes presenté marcha convergen-
te persistente. La torsion persistente fue de
origen tibial, manifestandose en el angulo de
progresion del pie y en el angulo muslo-pie.
Conclusion: si bien la placa de 8 es eficaz
para la correccion de la deformidad coronal en
el genu varo pediatrico, una proporcion signi-
ficativa de pacientes conserva deformidades
torsionales persistentes.

Palabras clave: marcha convergente, defor-
midad torsional, genu varo, hemiepifisiodesis
de 8 placas, crecimiento guiado.

Nivel de evidencia: lll-estudio observacional
retrospectivo.

Coronal plane deformities of the knee are
commonly managed using guided growth
through 8-plate hemi-epiphysiodesis. Since
its introduction by Stevens in 2007, tension
band plating has been widely adopted as a
safe and effective alternative to corrective
osteotomy in the pediatric population.
Multiple studies have demonstrated its
efficacy, safety profile, and advantages
in managing angular knee deformities in
growing children. Growth modulation acts
to create unilateral inhibition in frontal plane.
Coronal plane deformity is typically two-
dimensional, whereas torsional deformity
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represents a three-dimensional rotational
abnormality assessed in the transverse (axial)
plane. Growth modulation induces differential
spiral growth inhibition along the longitudinal
axis of the bone.?

The causes of intoeing in children include
metatarsus adductus, internal tibial torsion,
and increased femoral anteversion. Among
these, internal tibial torsion is frequently
associated with genu varum deformities of the
lower limbs. Here, intoeing is a compensatory
mechanism for balance and part of a complex
3-D deformity.*

However, there is a paucity of literature
evaluating the extent to which torsional
deformities are corrected following 8-plate
hemi-epiphysiodesis used for coronal
plane deformity correction. This study was
conducted to assess the persistent torsional
deformity remaining after complete correction
of coronal plane malalignment using 8-plate
hemi-epiphysiodesis on the hypothesis that
persistent torsional deformities are present
after coronal plane correction.

Material and methods

A Retrospective case series study was
carried out on patients operated with 8-plate
hemi-epiphysiodesisfrom June 2022 to
January 2025 in a tertiary center. Local IRB
No.:17101877 and clinical trial Registration
No.: NCT05334862 were obtained. All patients
and their legal guardians provided written
informed consent according to the Declaration
of Helsinki and good clinical practice (GCP)
for publishing clinical photos.

Inclusion criteria: The study enrolled
skeletally immature patients over 2.5 years of
age and less than 12 years of age, who present
idiopathic genu varum. Exclusion criteria:
Child with one or more of the following criteria
was excluded; skeletal maturity, epiphyseal
dysplasia, metabolic and neurologic disorders,
and/or previous trauma.

Basic demographic information (name,
sex, age, medical and surgical history) was

after Varus Correction by 8 Plate

collected. Clinical evaluation of rotational
profile was performed by the following items,
using a goniometer:

-Foot progression angle (FPA): the angle
between foot longitudinal axis and imaginary
straight line while walking- was estimated
by footprint by chlorohexidine stain on the
floor for 6 steps (Figure 1 and 2). FPA was
considered normal if it is -5 to +20 degrees
and persistent intoeing was considered less
than - 5 degrees.

-Increased femoral anteversion: identified
by increased internal rotation of the hip with
decreased external rotation.

-Thigh-foot angle: to quantify tibial torsion
(range of -5° to +30°).

-Heel bisector: to identify metatarsus
adductus (medial deviation of the forefoot and
normal hindfoot).58

Radiological  confirmation of varus
correction was done by standing long film
X rays of both lower limbs. These outcomes
were independently assessed by two experts,
and in case of discrepancies consensus was
reached by discussions between them.

Surgical  technique: Under general
anesthesia, patients underwent surgery with
a supine position and the application of a
tourniquet. A 2-3 cm longitudinal incision was
made over the physis, guided by fluoroscopy,
followed by the insertion of a 1.2 mm
Kirschner wire into the physis. An 8-plate was
then applied extraperiosteally, tailored to the
deformity site (lateral distal femur, proximal
tibia, or both). Using fluoroscopic control,
1.6 mm guidewires were inserted into the
metaphyseal and epiphyseal regions while
avoiding periosteal damage. The plate was
secured flush against the bone with 3.5 mm
fully threaded self-tapping cannulated screws,
which were carefully drilled into place using a
2.5 mm cannulated drill bit, ensuring screw
lengths did not exceed the midpoint of the
respective bone regions. Final positioning was
verified through anteroposterior and lateral
imaging to prevent sagittal plane deformities,
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after which the incision was closed in layers
and a compression bandage was applied
postoperatively.®

Follow up: the patients were allowed
to perform early movement and full weight
bearing as tolerated one day after surgery.
Visits after two weeks were scheduled
to detect any wound complication, then
regularly every 3 months until clinically full
correction, confirmed by standing X ray long
film. Targeted correction was assessed by
straight mechanical axis alignment; normal
mechanical axis deviation (MAD) (4+/-2 mm
medial to the center of the knee joint).

Outcomes: The primary outcome was to
clinically assess amount and source, i.e. femur,
tibia or foot, of persistent torsional deformity
after full varus correction. Secondary outcome
was to detect any complications detected
such as infection, broken screws, broken
wires.

Statistical analysis: Based on determining
the main outcome variable, the estimated
minimum required sample size was 23 limbs.
The sample size was calculated using G*power
software 3.1.9.7., based on the following
assumptions: the clinical measurements
showed a highly statistically significant
postoperative improvement. Effect size was
estimated to be 0.8., Alpha = 0.05, Power =
0.95. Each limb was independently analyzed
in bilateral cases through GEE (Generalized
Estimating Equations) to handle the correlation
between limbs (the “cluster”) without needing
to model the specific distribution of every
individual child.

Data was collected and analyzed using
SPSS (Statistical Package for the Social
Science, version 26 IBM, and Armonk, New
York). The data was normally distributed
according to the normality test, so parametric
tests were used. Quantitative data with
normal distribution were expressed as mean
+ standard deviation (SD). Nominal data were
given as number (n) and percentage (%).
Appropriate tests of significance were used.

after Varus Correction by 8 Plate

The level of confidence was kept at 95% and
hence, the P value was considered significant
if < 0.05.

Results

A total of 26 limbs of 14 (6 males and 8
females) patients were included. Twelve
cases had bilateral varus deformity. Mean
age at recruitment time was 4.54+0.7 years
[Table 1]. The mean preoperative varus
was 26.8°+10.97°. Majority of them had
epiphysiodesis by 8 plates both femoral and
tibia ((24 out of 26 limbs) 92.3%) with average
duration 10.46+2.56 months [Table 2]. After
varus correction, all cases had normal average
hip internal and external rotation and heel
bisector line. The mean thigh foot angle was
-9.9+7.6°. At point of varus correction ten limbs
(38.5%) had torsion corrected while others 16
limbs in 8 bilateral affected patients (61.5%)
had persistent torsional deformity [Table 3,
Figures 1-2]. There was a highly significant
difference between patients with normal foot
progression angle and those with persistent
torsion in the following parameters; thigh foot
angle (P value 0.002) and foot progression
angle (P value 0.001). No complications were
reported.

Table 1. Characteristics of the patients/ limbs

Category Total
Age in years, N 14
Mean 454 + 0.70 SD
Min; Max 3-6

Sex, N 14

Male 6 (42.9%)
Female 8(57.1%)
Laterality

Bilateral 12 (85.7%)
Unilateral 2 (14.3%)

Data expressed as frequency
mean £SD (minimum to maximum)

(percentage), and
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Table 2. Coronal Deformity parameters

Category

MPTA (Preoperative), N
Mean
Min; Max

LDFA (Preoperative), N
Mean
Min; Max

Degree of varus (Preoperative), N
Mean
Min; Max

Site of epiphysiodesis, N
Femoral and tibial
Femoral only

Duration of epiphysiodesis(months), N
Mean
Min; Max

Mechanical axis deviation (MAD)(Preoperative), N
Mean
Min; Max

et al.: Persistent Torsional Deformity
after Varus Correction by 8 Plate

Total

26
76.65° + 5.5° SD
(66.5-89°)

26
107.7° + 10.2° SD
(91-135°)

26
26.8° + 10.97° SD
(11-45.5°%)

26
24 (92.3%)
2 (7.7%)

26
10.46 + 2.56 SD
(7-15)

26
3.5+1.25 SD
(2-4.5)

Data expressed as frequency (percentage), mean +SD (minimum to maximum), MPTA =Medial proximal tibial angle,

LDFA=lateral distal femoral angle

Table 3. Rotational profile parameters

Category

Overall, Foot progression angle (FPA) (post),N
Mean

Min; Max

Limbs without intoeing after varus correction, N
FPA: Min; Max

Limbs with persistent torsion after varus correction, N

FPA: Min; Max

Hip internal rotation (post), N
Mean
Min; Max

Hip external rotation(post), N
Mean
Min; Max

Thigh foot angle (post), N
Mean
Min; Max

Heel bisector line (post), N
Through 2nd and 3rd toe webspace

Total

26
-6.73°+8SD
(-22 1o 8)
10 (38.5%)
(5to0 8°)

16 (61.5%)
(-22 to-9 °)
26

66° + 6.6 SD
(45-75)

26
31°+ 2.6 SD
(30-40)

26
-9.9°+ 7.6 SD
(-25 to 10)

26
26 (100%)

Data expressed as frequency (percentage), and average+SD (minimum to maximum)
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Figure 1. Improved case. Improved intoeing, with thigh—foot angle and foot progression angle
within the normal range: (A) preoperative long-leg radiograph; (B) postoperative long-leg
radiograph after final correction of genu varum; (C) clinical appearance after 8-plate removal
following correction of genu varum; (D) thigh—foot angle; (E) foot progression angle.

Discussion

This study evaluated the effectiveness of
8-plate hemi-epiphysiodesis in correcting
coronal plane deformities in pediatric patients
with genu varum and assessed the persistence
of persistent torsional deformities following
correction. The mean age of participants
was 4.54 years, which is within the optimal
range for guided growth interventions. Normal
children by age 4, the internal rotation seen in
infancy should be usually corrected itself to a
neutral position or a slight external rotation.5#

Most cases involved bilateral genu varum,
and the majority of patients underwent

epiphysiodesis at both the distal femur and
proximal tibia. The average duration of implant
placement was 10.46 months, representing a
reasonable timeframe for achieving coronal
alignment.5-1011

While correction of the coronal plane
deformity was successful across our study,
persistent torsional deformities persisted in
a significant proportion of patients (61.5%).
A notable finding was the statistically
significant difference in thigh-foot angle
(p = 0.002) and foot progression angle (p = 0.001)
between patients who achieved complete
correction and those with persistent rotational
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Figure 2. Case with persistent intoeing. Persistent torsion of tibial origin, with abnormal thigh—-
foot angle and foot progression angle: (A) preoperative long-leg radiograph; (B) postoperative
long-leg radiograph after final correction of genu varum; (C) clinical appearance after 8-plate
removal following correction of genu varum; (D) thigh—foot angle; (E) foot progression angle.

malalignment. These results suggest that
isolated correction of the coronal plane
does not necessarily result in resolution of
coexisting torsional abnormalities.

This observation is consistent with prior
studies indicating that rotational deformities
may not spontaneously resolve following
coronal alignment and may require targeted
interventions, such as rotational osteotomy, in
selected patients.™?

Paley et al.® introduced a novel technique
for rotational guided growth using inclined,
counter-opposed peripheral flexible tethers.
In their study involving eight bones in five

patients, this method achieved an average
rotational correction of 30° in the femur and
9.5° in the tibia over a 12-month period,
demonstrating promising potential for non-
osteotomy-based torsional correction.
Halloumetal.? conducted acomprehensive
review of 14 studies, encompassing both
preclinical and clinical investigations, to
evaluate the efficacy of rotational guided
growth. Their findings indicated that while
animal models demonstrated promising
outcomes, clinical applications vyielded
inconsistent results. They emphasized
the need for further clinical validation

Actualizaciones en Osteologia, VOL. 21 - N° 2 - 2025

123



Elbaseet HM., et al.: Persistent Torsional Deformity

of rotational guided growth techniques.
While our study specifically assessed the
persistence of torsional deformities after
coronal alignment, our findings support their
conclusion that guided growth, while effective
for coronal correction, may not be sufficient
as a standalone intervention for rotational
deformities.

Zaidman et al.'* investigated the use of
rotational guided growth for the correction
of femoral torsional deformities. Their
study demonstrated significant clinical
improvements through the use of obliquely
placed 8-plates at the distal femur. Notably,
they reported a reduction in the mean foot
progression angle from 32° to 7°, and a
correction in femoral version from an average
of 60° to 22°, achieved over a mean treatment
duration of 11 months. These results highlight
the potential of guided growth techniques not
only for coronal plane deformities but also for
addressing femoral rotational malalignment.

Children younger than 6 years have higher
liability to have axial deformity correction
during guided growth for coronal plane
deformity.*

One of the key strengths of this study is its
focus onacilinically relevant and underexplored
issue, tibial torsion correction in pediatric
patients with genu varumusing guided growth
techniques. The use of objective, clinically
validated outcome measures, such as foot
progression angle and thigh-foot angle,
enhances the methodological rigor and
reliability of the findings.

This persistent torsional deformity is
suggested to be regularly followed up
and consideration of correction if not
spontaneously resolved by rotational guide
growths vs osteotomy if needed.

Several limitations must be acknowledged,
including the fact that the study was
conducted in a single center with relatively
small sample size. Also, retrospective nature
of the study increased the possibilities of recall
bias. Major limitation was lack of preoperative

after Varus Correction by 8 Plate

intoeing assessment to determine whether
torsional deformity improved, worsened, or
remained unchanged following surgery and
non-independence of bilateral limbs. No
longer duration of follow up to assess need
for further intervention.

Conclusion

This study demonstrated that while 8-plate
hemi-epiphysiodesis is effective in correcting
coronal plane deformities in pediatric patients
with genu varum, a significant proportion
of patients continue to exhibit persistent
torsional deformities post-treatment without
baseline rotational/intoeing data, the study
can support persistence/prevalence, but not
definitively that guided growth ‘fails to correct’
tibial torsion.

Future research should investigate the
combined use of coronal and rotational
guided growth techniques, assess long-term
outcomes, and incorporate patient-reported
functional measures to better evaluate the
clinical impact of persistent deformities.
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HIPERTENSION, COMORBILIDADES Y TIPO DE FRACTURA EN
ADULTOS MAYORES: UN ANALISIS DE MEDIACION

Alberto Guevara Tirado

Universidad Cientifica del Sur. Lima, Pert

Resumen

Introduccion: las fracturas por fragilidad en
adultos mayores suelen coexistir con comor-
bilidades, afectando su localizacién y grave-
dad.

Objetivo: analizar si el nUmero de comorbili-
dades actua como mediador entre hiperten-
sion arterial y fracturas por fragilidad en adul-
tos mayores.

Materiales y métodos: estudio de corte de
datos secundarios de 719 adultos > 50 afios
con fracturas por fragilidad no vertebrales. Se
utilizé el modelo 4 de PROCESS de Hayes
para analizar si el total de comorbilidades me-
dia la relacién entre hipertension arterial y tipo
de fractura (miembro superior vs. inferior). Se
usaron regresiones lineales y logisticas ajus-
tadas por edad, sexo, diabetes, dislipidemia,
tabaquismo y uso de calcio/vitamina D. Se
aplicé remuestreo bootstrap con 5000 itera-
ciones. Los resultados se representaron en un
diagrama del modelo de mediacion para re-
presentar la hipétesis analitica planteada.
Resultados: La hipertension (B=1,35;
p<0,001), diabetes mellitus (B=1,09; p<0,001),

dislipidemia (B=1,36; p<0,001) y uso de vita-
mina D (B=0,73; p<0,001) se asociaron con
mayor numero de comorbilidades. En la re-
gresion logistica se observdé una asociacién
directa positiva entre hipertension y fractura
en miembro superior (B=0,43; p=0,042), asi
como una asociacién indirecta negativa me-
diada por comorbilidades (B=-0,48; IC 95%:-
0,73 a-0,28). El numero de comorbilidades se
relacioné con mayor probabilidad de fractura
en miembro inferior (B= -0,36; p<0,001). Tam-
bién fueron significativos el sexo (B=-0,50;
p=0,012), la dislipidemia (B=0,82; p<0,001), el
tabaquismo (B=0,42; p=0,033) y el bajo con-
sumo de calcio (B=-0,71; p=0,008).
Conclusiones: la hipertension arterial se aso-
cia con fracturas en miembro superior; sin
embargo, esta asociacion se atenua o se in-
vierte en presencia de mayor carga de comor-
bilidades, favoreciendo fracturas en miem-
bros inferiores.

Palabras clave: fracturas &seas, hiperten-
sién, comorbilidad, salud del adulto, analisis
de mediacién
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HYPERTENSION, COMORBIDITIES, AND
FRACTURE TYPE IN OLDER ADULTS: A
MEDIATION ANALYSIS

Abstract

Introduction: Fragility fractures in older adults
often coexist with comorbidities, affecting
their location and severity.

Objective: To analyze whether the number
of comorbidities acts as a mediator in the
association between hypertension and fragility
fracture type in older adults.

Materials and methods: A cross-sectional
study based on secondary data from 719
adults aged =50 years with non-vertebral
fragility fractures. Hayes’ PROCESS model 4
was used to assess whether the total number
of comorbidities mediated the association
between hypertension and fracture type (upper
vs. lower limb). Linear and logistic regressions
were adjusted for age, sex, diabetes,
dyslipidemia, smoking, and calcium/vitamin D
supplementation. Bootstrap resampling with
5000 iterations was applied. Results were
illustrated in a mediation model diagram to

Introduccion

Las fracturas por fragilidad constituyen una
de las principales causas de morbilidad, disca-
pacidad y pérdida de calidad de vida en adultos
mayores, especialmente en contextos con alta
prevalencia de enfermedades crénicas y acceso
limitado a servicios de salud." Estas fracturas,
que ocurren tipicamente tras caidas de bajo
impacto, afectan con mayor frecuencia a sitios
como la cadera, el humero, el radio distal y el
tobillo, y se encuentran estrechamente relacio-
nadas con condiciones como la osteoporosis, el
deterioro funcional y la multimorbilidad.?

La hipertension arterial (HTA) es una de las
comorbilidades mas frecuentes en personas
de 50 aflos 0 mas y ha sido asociada con un

y tipo de fractura en adultos mayores

represent the theoretical analytical framework.
Results: Hypertension (B=1.35; p<0.001),
diabetes  mellitus  (B=1.09; p<0.001),
dyslipidemia (B=1.36; p<0.001), and vitamin D
use (B=0.73; p<0.001) were associated with a
higher number of comorbidities. In the logistic
regression, a direct positive association
between hypertension and upper limb fractures
was observed (B=0.43; p=0.042), along with
a significant indirect association mediated
by comorbidities (B=-0.48; 95% CI: -0.73
to -0.28). A higher number of comorbidities
was associated with lower limb fractures
(B=-0.36; p<0.001). Sex (B=-0.50; p=0.012),
dyslipidemia (B=0.82;, p<0.001), smoking
(B=0.42; p=0.033), and low calcium intake
(B=-0.71; p=0.008) were also significant.
Conclusions: Hypertension was associated
with upper limb fractures; however, this
association was attenuated or reversed in the
presence of multiple comorbidities, favoring
lower limb fractures.

Keywords: fractures, bone, hypertension,
comorbidity, adult health, mediation analysis.

mayor riesgo de caidas, alteraciones en la mi-
crocirculacion 6sea y disminucion de la masa
mineral ésea.®>* Sin embargo, su relacion con
el tipo especifico de fractura no ha sido clara-
mente establecida. Por otro lado, la carga de
comorbilidades podria modificar esta asocia-
cién, dado que las enfermedades que suelen
coexistir en edades avanzadas pueden alterar
tanto la estabilidad postural como la fragilidad
6sea, pudiendo afectar la localizacién y gra-
vedad de las fracturas.

Los estudios que analizan la relacion entre
hipertensién arterial, comorbilidades y fractu-
ras en adultos mayores siguen siendo limita-
dos, a pesar de que esta poblacion concentra
una elevada carga de enfermedades cronicas
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y un mayor riesgo de fracturas por fragilidad.®
En el contexto del envejecimiento poblacio-
nal global, estas condiciones representan un
desafio creciente para los sistemas de salud,
tanto por sus implicaciones clinicas como por
los costos asociados a la atenciéon y rehabili-
tacion®. Ciertos factores como las barreras es-
tructurales al acceso a servicios preventivos y
el subtratamiento de enfermedades como la
osteoporosis agravan aun mas la vulnerabi-
lidad de los adultos mayores, especialmente
en entornos con recursos limitados.”

Asimismo, la HTA ha sido asociada con
alteraciones en la perfusién ésea, disfuncién
endotelial, inflamacién crénica y mayor riesgo
de caidas, lo cual podria influir en la aparicién
de fracturas osteoporéticas. A su vez, se vin-
cula frecuentemente con otras enfermedades
crénicas como la diabetes, la dislipidemia y
la movilidad reducida, configurando un perfil
de multimorbilidad en adultos mayores. Estas
comorbilidades pueden afectar tanto la esta-
bilidad postural como la integridad del hueso,
modificando potencialmente el patron anaté-
mico de las fracturas. Bajo este marco tiene
sentido explorar un modelo causal donde la
HTA se relacione con el tipo de fractura, y este
vinculo pueda estar mediado por el numero
total de comorbilidades, como mecanismo
explicativo relevante en contextos clinicos
con alta carga de enfermedades crénicas.

En ese sentido, el presente estudio tuvo
como objetivo analizar si el numero de co-
morbilidades actia como mediador en la rela-
cioén entre HTA y tipo de fractura por fragilidad
(miembro superior versus miembro inferior)
en una muestra de adultos mayores. Se es-
pera que este enfoque permita comprender
mejor cémo la HTA contribuye directa o indi-
rectamente a la localizacién anatémica de las
fracturas a través de la acumulacion de con-
diciones clinicas coexistentes, lo que podria
facilitar la identificacion de perfiles de riesgo
mas precisos y mejorar las estrategias de pre-
vencion y manejo integral en adultos mayores
con multiples comorbilidades.

y tipo de fractura en adultos mayores

Materiales y método
Diseio y poblaciéon

Se realizd un estudio de tipo analitico y
transversal utilizando una base de datos se-
cundaria de acceso abierto, originalmente
publicada en la plataforma F1000Research®.
Esta base de datos corresponde a una cohor-
te retrospectiva de tres afios (enero de 2017
a diciembre de 2019) obtenida a partir de
registros médicos electrénicos.? La base de
datos estuvo conformada por 719 pacientes
adultos de 50 afios 0 mas, de ambos sexos,
que acudieron a servicios ambulatorios u hos-
pitalarios a causa de fracturas por fragilidad
no vertebrales.

La base de datos incluyé fracturas de bajo
impacto ocurridas en el himero, cintura es-
capular, radio, cubito, cuello femoral, region
intertrocantérica/subtrocantérica, tibia y ma-
léolos. No se tuvieron en cuenta fracturas
vertebrales, aquellas debidas a mecanismos
de alta energia (como proyectiles, accidentes
automovilisticos o caidas desde mas de un
metro de altura), fracturas relacionadas con
cancer y fracturas previamente tratadas en
otra institucion o con diagnéstico de no union.
Los datos analizados incluyeron informacién
sociodemografica, clinica y sobre el consu-
mo de suplementos (calcio y vitamina D), asi
como antecedentes médicos relevantes regis-
trados al momento del evento fracturario.

Variables y mediciones

La variable dependiente principal fue el
tipo de fractura por fragilidad, categorizada en
miembro superior (que comprendié fracturas
del humero, mufieca y antebrazo) y miembro
inferior (incluyendo cadera, tibia y tobillo). Es-
tas fracturas habian sido codificadas segun la
Clasificacion Internacional de Enfermedades,
décima revision (CIE-10), utilizando los codi-
gos S42.2 y S42.9 para fracturas del hiumero
y del hombro; S52.5, S52.60 y S52.9 para ra-
dio, cubito y antebrazo; S72.0, S72.1 y S72.2
para cuello femoral e intertrocantéricas/sub-
trocantéricas y $82.3, S82.5, S82.6 y S82.8
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para maléolos, par tibia distal y maléolos. Esta
variable fue dicotomizada como fractura en
miembro superior = 1 y miembro inferior = 0.

La variable mediadora fue el numero total
de comorbilidades, definida como el recuento
de diagndsticos médicos crénicos registrados
en la historia clinica al ingreso. Esta se traté
como una variable de conteo modelada anali-
ticamente como continua. Entre las comorbili-
dades documentadas se incluyeron hiperten-
sion arterial, diabetes mellitus, dislipidemia,
enfermedad tiroidea, enfermedad renal cro-
nica, enfermedad cardiovascular, cancer, os-
teoporosis, artritis y movilidad reducida, entre
otras.

Las variables independientes selecciona-
das para el analisis incluyeron condiciones
clinicas y conductuales registradas como an-
tecedentes o diagndsticos activos en el mo-
mento de la fractura, tales como hipertension
arterial, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia,
uso de suplementos de calcio, suplementa-
cién con vitamina D y antecedente de taba-
quismo. La hipertensién arterial fue conside-
rada segun el diagndstico clinico registrado
en la historia médica electrénica al momento
del ingreso por fractura. La base de datos no
incluyé valores especificos de presién arterial
ni el criterio diagnéstico utilizado (por ejem-
plo, umbral >140/90 mmHg), por lo que esta
variable se analizdé en forma dicotémica (pre-
sente/ausente).

Estas variables fueron dicotomizadas (pre-
sente = 1; ausente = 0) en funcién de su pre-
sencia en los registros. Asimismo, se incluye-
ron como covariables de control la edad (ex-
presada en afnos, variable continua) y el sexo
(femenino = 1; masculino = 0).

La informacion fue extraida por los respon-
sables del estudio original mediante reportes
del sistema de inteligencia empresarial del
hospital y herramientas automatizadas como
DI Report Writer. Los datos sobre diagnéstico
de fractura, uso de medicamentos y antece-
dentes clinicos fueron validados por personal
clinico y técnico en el estudio primario, y no

y tipo de fractura en adultos mayores

se recolectaron datos directamente de los pa-
cientes para el presente andlisis.

Analisis estadistico

Para evaluar la relacion entre HTA y tipo de
fractura (miembro superior vs. miembro infe-
rior) se utilizé un analisis de mediacion simple
correspondiente al modelo 4 del macro-PRO-
CESS® de Andrew F. Hayes, el cual permite
estimar componentes directos e indirectos
dentro de un marco analitico tedrico, conside-
rando una variable mediadora.® En este caso,
la variable independiente fue la presencia de
HTA; la variable dependiente, el tipo de fractu-
ra (codificada como fractura en miembro su-
perior = 1, inferior = 0); y la variable mediado-
ra, el nUmero total de comorbilidades. Todos
los modelos fueron ajustados por edad, sexo,
diabetes, dislipidemia, uso de suplementos
de calcio y vitamina D y antecedente de ta-
baquismo.

Primero, se aplicé un modelo de regresion
lineal para examinar los predictores del nime-
ro total de comorbilidades. En este modelo,
los coeficientes B representan el cambio pro-
medio en el niumero de comorbilidades aso-
ciado a una unidad de cambio en la variable
independiente. El valor t evalla si cada coefi-
ciente es significativamente diferente de cero;
el valor p indica si esa diferencia es estadisti-
camente significativa. El coeficiente de deter-
minacién R2 refleja el porcentaje de la varianza
total del mediador explicado por el modelo (R?
= 0,64), y el estadistico F evalula la significan-
cia global del modelo (p global < 0,001).

Luego, se utilizd una regresién logistica
binaria para modelar la probabilidad de frac-
tura en miembro superior segun hipertension,
comorbilidades y otras covariables. En este
modelo, los coeficientes B indican el logarit-
mo del odds ratio (log-OR) para cada variable
independiente. El estadistico Z (similar al t en
regresion lineal) evalla la significancia indi-
vidual de cada predictor y los intervalos de
confianza (IC 95%) indican el rango de valo-
res plausibles para cada efecto. Se reportaron
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también indicadores de ajuste del modelo
como el -2 Log Likelihood y las pseudo-R? de
Cox & Snell y Nagelkerke, siendo esta ultima
util para interpretar la proporcién de varianza
explicada.

Se aplicé el procedimiento de mediacién
utilizando el método de remuestreo bootstrap
con 5000 iteraciones, lo que permitié estimar
con precision los componentes directo e in-
directo de la asociacion entre hipertension y
tipo de fractura, mediado por las comorbili-
dades. Un componente indirecto significativo,
con un intervalo de confianza que no incluye
el valor cero, indica una mediacién estadisti-
camente relevante.

Finalmente, se elaboré un diagrama es-
quematico (con el programa Microsoft Power
Point 2016®) para representar graficamente el
modelo de mediacion especificado. En esta
figura se incluyen la variable independiente, el
mediador y la variable dependiente, asi como
las covariables clinicas, sociodemograficas y
conductuales incluidas en los modelos, con el
objetivo de facilitar la comprension de las re-
laciones modeladas y del papel del mediador
dentro del esquema analitico planteado.

Se considerd un nivel de significancia de
p<0,05 en todos los andlisis. El procedimien-
to completo se realizé en SPSS 27® con el
macro-PROCESS 4.3 de Hayes.

Dado el disefio transversal basado en re-
gistros secundarios, el andlisis de mediacion
se utiliz6 como un modelo estadistico para
explorar asociaciones estructuradas entre va-
riables, sin implicar relaciones causales.

Consideraciones éticas

Los datos utilizados en este estudio fueron
obtenidos de la plataforma de acceso abierto
F1000Research.com®, la cual opera bajo una
licencia Creative Commons, por lo que no fue
necesario solicitar permisos o autorizaciones
adicionales al tratarse de una base de datos
secundaria. La investigacién se llevd a cabo
conforme a los principios éticos establecidos
en la Declaracién de Helsinki. La base de datos

y tipo de fractura en adultos mayores

y el material complementario estan disponi-
bles en el siguiente enlace:” https://f1000re-
search.com/articles/10-175#ref-7.

Resultados

La mayoria de los adultos mayores con
fracturas por fragilidad no tenia diagndstico
previo de osteoporosis, a pesar de la ocurren-
cia del evento clinico, lo que podria sugerir
un subdiagnéstico o infratratamiento en esta
poblacién. La mayor proporciéon de casos co-
rrespondio a personas entre 66 y 83 afios y de
sexo femenino. Mas de la mitad presentaba
hipertension arterial y obesidad, mientras que
un tercio tenia antecedentes de diabetes o
dislipidemia. El habito de fumar actual o pasa-
do fue menos frecuente que la ausencia total
de consumo, y solo uno de cada tres pacien-
tes recibia suplementacion con vitamina D. En
cuanto a la carga de enfermedades crénicas,
cerca del 60% informé entre dos y cuatro
comorbilidades. Las fracturas se localizaron
predominantemente en miembros inferiores,
particularmente en tobillo y cadera, frente a
las de miembro superior como hombro o mu-
fieca (Tabla 1).

El modelo de regresion lineal para el total
de comorbilidades presentdé un ajuste ade-
cuado (R=0,80; R2=0,64; F=157,96; gl=8;703;
p < 0,001), explicando el 64% de la varian-
za del mediador. Se observé que la hiperten-
sion arterial (B=1,35; IC 95%: 1,15-1,54; p
< 0,001), la diabetes (B=1,09; IC 95%: 0,89-
1,28; p < 0,001), la dislipidemia (B=1,36; IC
95%:1,17-1,55; p < 0,001) y el uso de vitami-
na D (B=0,73; IC 95%: 0,52-0,95; p < 0,001)
se asociaron significativamente con un ma-
yor nimero de comorbilidades. En cambio,
edad, sexo, consumo de calcio y tabaquismo
no mostraron asociaciones estadisticamente
significativas (p > 0,05), lo que sugiere que la
carga comoérbida en esta poblacién hispana
adulta mayor esta mas vinculada a condicio-
nes clinicas especificas que a factores socio-
demograficos o conductuales (Tabla 2).

En el modelo de regresidon logistica
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y tipo de fractura en adultos mayores

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y sociodemograficas de adultos >50 afos con fracturas por

fragilidad (N = 719)

Variable Categoria Frecuencia (n) Porcentaje (%)

Osteoporosis No 657 91,4
Si 62 8,6

Grupo etario 50-65 anos 187 26
66-83 anos 355 49,4
84 anos o mas 177 24,6
Sexo Mujer 550 76,5
Hombre 169 23,5
Hipertension arterial No 294 40,9
Si 425 59,1
Obesidad No 376 52,3
Si 343 47,7
Diabetes mellitus No 458 63,7
Si 261 36,3
Dislipidemia No 452 62,9
Si 267 37,1
Consumo de cigarro Fumador / Exfumador 175 24,3
Nunca 537 74,7
Vitamina D No 472 65,6
Si 247 34,4

Comorbilidades. 0 57 78
1 131 18,2
2 138 19,2
3 143 19,9
4 98 13,6

5 84 11,7

6 37 5,1

7 23 3,2

8 6 0,8

10 2 0,3
e TR e e
Miembro superior 296 41,2

(hombro o muineca)

multivariado, la hipertension arterial se asocié
significativamente con mayor probabilidad de
fractura en miembro superior frente a inferior
(B=0,4291; IC 95%: 0,0158-0,8424; p=0,042).
En cambio, el niUmero total de comorbilidades

se asoci6 inversamente (B=-0,356; IC 95%:
-0,5040 a -0,2080; p < 0,001), sugiriendo que
una mayor carga comorbida favorece frac-
turas en miembros inferiores. Asimismo, el
sexo femenino presentd menor probabilidad
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y tipo de fractura en adultos mayores

Tabla 2. Modelo de regresion lineal para el nimero total de comorbilidades

Variable Coeficiente (B) Error estandar
Constante 0,9454 0,1533
HTA 1,346 0,1001
Edad 0,0491 0,0626
Sexo 0,0024 0,1029
Diabetes 1,0851 0,0981
Dislipidemia 1,3637 0,0964
Calcio 0,012 0,1343
Fumador -0,1014 0,1021
Vitamina D 0,7312 0,1101

Valort Valorp IC 95%
6,17 <0,001 0,6445-1,2464
13,45 <0,001 1,1495-1,5426
0,78 0,433 -0,0738-0,1720
0,02 0,982 -0,1996-0,2043
11,06 <0,001 0,8925-1,2778
14,14 <0,001 1,1743-1,5531
0,09 0,929 -0,2516-0,2756
-0,99 0,321 -0,3018-0,0990
6,64 <0,001 0,5151-0,9473

Estadisticos del modelo: R=0,8016; R2=0,6425; F=157,96; gl (df)=8; 703; p global del modelo < 0,001

de fractura superior (B=-0,4982; IC 95%:
-0,8854 a -0,1111; p=0,012). La dislipidemia
(B=0,8223; p < 0,001), el antecedente de ta-
baquismo (B=0,417; p=0,033) y niveles bajos
de calcio (B=-0,7079; p=0,008) también fue-
ron predictores significativos. Edad, diabetes
mellitus y vitamina D no mostraron asociacio-
nes relevantes (p > 0,05). El modelo presenté
ajuste aceptable (-2L.L.=908,93) y capacidad

explicativa moderada (Nagelkerke R2=0,1014),
con significancia global (x?=55,69; gl=9;
p < 0,001) (Tabla 3).

Con el fin de evaluar la robustez del modelo
se realizé un andlisis de sensibilidad excluyen-
do la hipertensién arterial de la regresion logis-
tica multivariada. El numero total de comorbi-
lidades mantuvo una asociacién significativa
e inversa con fractura en miembro superior

Tabla 3. Modelo de regresion logistica para tipo de fractura (miembro superior vs. miembro inferior)

Variable Coeficiente (B) Error estandar Zz Valor p IC 95%
Constante 0,1942 0,2928 0,66 0,507 -0,3797- 0,7682
HTA 0,4291 0,2109 2,04 0,042 0,0158-0,8424
Egﬂf:ﬁiﬁ'ﬁa des -0,356 0,0755 471  <0,001 -0,5040- -0,2080
Edad -0,137 0,167 117 0,241 -0,3658- 0,0918
Sexo -0,4982 0,1975 2,52 0,012 -0,8854- -0,1111
Diabetes mellitus 0,0685 0,1989 0,34 0,731 -0,3213- 0,4582
Dislipidemia 0,8223 0,2102 391  <0,001 0,4102- 1,2343
Calcio -0,7079 0,2658 2,66 0,008 -1,2288- -0,1870
Fumador 0,417 0,1954 213 0,033 0,0339- 0,8000
Vitamina D 0,1768 0,2123 0,83 0,405 -0,2392- 0,5928

-2 Log likelihood=908,93; McFadden R2=0,0577; Cox & Snell R2=0,0752; Nagelkerke R2=0,1014; p global del modelo

(chi?=< 0,001; df=9

Variable dependiente: fractura en miembro superior (1) vs. miembro inferior (0).
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(OR=0,745; IC 95%: 0,655-0,847; p < 0,001),
evidenciando consistencia en la direccién y
magnitud del efecto (Tabla 4).

En el andlisis de mediacion se observé
un componente directo positivo de la aso-
ciacién entre hipertensién y probabilidad de
fractura en miembro superior frente a inferior
(B=0,4291; IC 95%: 0,0158-0,8424; p=0,042),
indicando que los adultos mayores con hi-
pertension presentaron mayor probabilidad
de este tipo de fractura. Asimismo, se evi-
dencié un componente indirecto negativo
significativo mediado por el niumero total de
comorbilidades (B=-0,4791; IC 95%: -0,7310
a -0,2828), lo que sugiere que, al incremen-
tar la carga comorbida, la asociaciéon entre

y tipo de fractura en adultos mayores

hipertensién y tipo de fractura se orienta hacia
mayor probabilidad de fractura en miembro in-
ferior. Estos hallazgos indican la coexistencia
de asociaciones en direcciones opuestas den-
tro del modelo analitico planteado (Tabla 5).

El diagrama (Figura 1) representa las aso-
ciaciones significativas del modelo de me-
diacion, donde la HTA es la variable indepen-
diente; el tipo de fractura, la dependiente, y el
numero total de comorbilidades, el mediador.
Las flechas rojas indican asociaciones posi-
tivas, relacionadas con mayor probabilidad
de fractura en el miembro superior; las azu-
les indican asociaciones negativas, vincula-
das con fracturas en el miembro inferior. La
HTA mostré un componente directo positivo

Tabla 4. Analisis de sensibilidad: Modelo logistico para tipo de fractura excluyendo

hipertensién arterial

Variable B
Numero total de comorbilidades -0,295
Diabetes mellitus 0,131
Dislipidemia 0,783
Calcio -0,698
Vitamina D 0,116
Fumador -0,395
Sexo femenino 0,502

OR IC 95% o]
0,745 0,655- 0,847 <0,001
1,14 0,775- 1,675 0,506
2,189 1,456- 3,291 <0,001
0,497 0,299- 0,829 0,007
1,123 0,746-- 1,690 0,578
0,674 0,461- 0,985 0,042
1,652 1,124- 2,427 0,011

Tabla 5. Componentes directo e indirecto de la asociacion entre hipertensién y tipo de fractura

Tipo de efecto Efecto
Directo (HTA — fractura en miembro

. ] - 0,4291
superior vs. inferior)
Indirecto (HTA — comorbilidades
— fractura en miembro superior vs. -0,4791

inferior)

Error

o,
bootstrap IC 95% Valor p
0,2109 0,0158- 0,8424 0,042
0,1136 -0,7310--0,2828 —

Nota: ajustado por edad, sexo, diabetes, dislipidemia, consumo de suplementos de calcio, fumador, consumo de su-

plementos de vitamina D.
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y tipo de fractura en adultos mayores

Suplemento de calcio

Numero de comorbilidades k

Dislipidemia

Diabetes
mellitus

Suplementos
de vitamina D

Figura 1. Modelo de mediacién de la asociacion entre HTA y fracturas en miembro superior vs.
miembro inferior, con comorbilidades como mediador.

de la asociacién con el tipo de fractura, y un
componente indirecto negativo mediado por
comorbilidades. Ademas, dislipidemia y ta-
baquismo se asociaron con mayor riesgo de
fractura superior, mientras que el sexo feme-
nino y el calcio, con fractura inferior. Edad,
diabetes y vitamina D se incluyen sin flechas
por no haber mostrado significacion estadis-
tica, aunque fueron controladas como cova-
riables. Este esquema resume la coexistencia
de efectos contrapuestos que contribuyen al
riesgo diferencial de fractura segun la locali-
zacion anatomica.

Discusién

Los resultados mostraron que ciertas con-
diciones clinicas, particularmente la HTA, la
diabetes mellitus, la dislipidemia y el uso de
suplementos de vitamina D, se asociaron
significativamente con un mayor nidmero de
comorbilidades en adultos mayores de este
estudio. Tal hallazgo sugiere que la carga co-
morbida en esta poblacion esta determinada

principalmente por enfermedades crénicas de
base metabdlica, mas que por factores socio-
demograficos como la edad o el sexo, o con-
ductuales como el tabaquismo o el consumo
de suplementos de calcio. Esto podria expli-
carse por el hecho de que algunas patologias
como la hipertension, la diabetes mellitus y la
dislipidemia comparten mecanismos fisiopa-
toloégicos comunes, como la inflamacion cro-
nica, el estrés oxidativo y la disfuncién endo-
telial,’® que tienden a coexistir y acumularse
en el mismo individuo, generando un perfil cli-
nico complejo. En contraste, variables como
la edad o el sexo podrian influir de forma in-
directa o estar moduladas por el contexto cli-
nico general, mientras que el consumo de su-
plementos no siempre refleja una deficiencia
previa ni sugiere necesariamente un estado
de salud adverso.

Adicionalmente, el sexo femenino mostré
menor probabilidad de fractura en el miembro
superior, hallazgo consistente con estudios
previos que informan mayor prevalencia de
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fracturas de cadera en mujeres mayores, posi-
blemente debido a la mayor pérdida de masa
ésea trabecular en sitios como la cadera tras
la menopausia'?, lo que aumenta su vulnera-
bilidad a fracturas en miembros inferiores. La
dislipidemia y el antecedente de tabaquismo
se asociaron con mayor riesgo de fractura en
el miembro superior, probablemente por su
efecto negativo acumulativo sobre la calidad
del hueso, ya que ambas condiciones se han
vinculado con alteraciones en el metabolis-
mo 6seo, reduccién de la densidad mineral
y deterioro de la microarquitectura 6sea'®".
Por su parte, el uso de suplementos de cal-
cio se asocio inversamente con las fracturas
en el miembro superior, lo cual podria reflejar
una mayor fragilidad ésea general en quienes
los consumen o un posible sesgo de prescrip-
cién, dado que estos suplementos son mas
frecuentemente indicados en personas con
antecedentes de fractura previa o con mayor
riesgo percibido de fracturas osteoporéticas,
muchas de las cuales se producen en miem-
bros inferiores.

El modelo de mediacion reveld la coexis-
tencia de asociaciones en direcciones opues-
tas dentro del esquema analitico planteado:
aunque la hipertension se asocié directa-
mente con fracturas en miembro superior,
esta asociacién se orientd hacia fracturas en
miembro inferior en presencia de multiples
comorbilidades. Esta variaciéon en la direc-
cién de la asociaciéon podria explicarse por
el deterioro funcional acumulativo que gene-
ran las comorbilidades en conjunto, como la
sarcopenia, la disminucién de la movilidad, el
deterioro del equilibrio o el uso de multiples
farmacos,'® que incrementan el riesgo de cai-
das graves, tipicamente asociadas con frac-
turas en cadera o tobillo. Es posible que, en
ausencia de una carga comoérbida elevada, las
caidas comprometan con mayor frecuencia
las extremidades superiores; mientras que, en
presencia de multiples condiciones clinicas, la
fragilidad general aumente la probabilidad de
impactos en miembros inferiores. Este patron

y tipo de fractura en adultos mayores

subraya la importancia de evaluar el perfil cli-
nico global del paciente en lugar de centrarse
en diagnésticos individuales.

Desde una perspectiva clinica, estos ha-
llazgos resaltan la utilidad del analisis de
mediacién como herramienta para explorar
posibles rutas de asociacién en poblaciones
envejecidas. A diferencia de los modelos tra-
dicionales que evallan asociaciones inde-
pendientes entre variables, el enfoque de me-
diacién permite examinar como una variable
puede influir en otra a través de un tercer fac-
tor intermedio, facilitando una comprensién
mas integrada del perfil clinico del paciente.
Este marco analitico no implica causalidad,
sino que ofrece una aproximacion estructura-
da para interpretar asociaciones complejas en
estudios observacionales.

Los hallazgos de este estudio tienen impli-
caciones relevantes para la practica clinica y
la prevencion de fracturas en adultos mayo-
res. La identificacion de la HTA como un fac-
tor asociado a fracturas en miembro superior
sugiere que el control adecuado de la presién
arterial deberia considerarse no solo por sus
beneficios cardiovasculares, sino también por
su posible impacto en la salud musculoes-
quelética. Ademas, dado que una mayor car-
ga comorbida se relacioné con fracturas en
miembro inferior, los programas de atencion
geriatrica integral deberian priorizar la evalua-
cion y manejo simultaneo de multiples enfer-
medades cronicas para reducir el riesgo de
caidas graves. En conjunto, estos resultados
resaltan la necesidad de un abordaje multidi-
mensional del riesgo de fracturas osteoporoti-
cas, incorporando tanto factores individuales
como el perfil clinico global del paciente.

Estos resultados también abren diversas
interrogantes que merecen exploracion en
investigaciones futuras. ¢Por qué la hiperten-
sion se asocia directamente con fracturas en
miembros superiores, pero este efecto se re-
vierte en presencia de comorbilidades? ¢ Exis-
ten patrones especificos de caida o meca-
nismos biomecanicos distintos en personas
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hipertensas que expliquen este fendbmeno?
Ademas, la asociacion inversa entre el uso de
suplementos de calcio y las fracturas en miem-
bro superior plantea dudas sobre el momento,
dosis y motivo de la suplementacion: ¢se tra-
ta de un marcador de fragilidad previa o de un
efecto protector real limitado a ciertos grupos?

Este estudio presenta limitaciones que de-
ben considerarse al interpretar los resultados.
Al tratarse de un analisis transversal basado
en datos secundarios, no es posible estable-
cer relaciones causales entre las variables
evaluadas. Ademas, la informacion sobre el
uso de suplementos de calcio y vitamina D
proviene de autoinforme, lo que puede estar
sujeto a sesgos de recuerdo o subregistro.
Otra limitacién fue la ausencia de mediciones
clinicas directas como densitometria ésea, in-
formacién sobre el mecanismo o tipo de cai-
da, o marcadores de fragilidad, que podrian
ayudar a precisar los mecanismos fisiopato-
l6gicos detras de las fracturas y su localiza-
cién anatémica. Asimismo, la base de datos
no incluy6 el indice de masa corporal como
variable continua ni las mediciones de peso
y talla necesarias para su calculo, lo que im-
pidié evaluar el coeficiente ponderoestatural
en forma cuantitativa. Finalmente, aunque el
andlisis incluy6 diversas covariables, no se
pudo ajustar por factores como la actividad
fisica, el estado nutricional o la adherencia te-
rapéutica, que podrian influir en el riesgo de
fractura o en la carga comoérbida.
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MARCADORES DE REMODELACION Y ESTRUCTURA OSEA EN
DIFERENTES ETAPAS DE LA VIDA EN RATAS WISTARS

Estefania M. Zeni Coronel*,” Marina S. Bonanno,” Hernan Mascias,” Morena Longo,” Susana Zeni,

Mariana Seijo

Instituto de Inmunologia, Genética y Metabolismo (INIGEM). Buenos Aires, Argentina

Resumen

Introduccion: la masa o&sea experimenta
cambios dinamicos a lo largo del crecimiento.
El objetivo fue evaluar variaciones en los mar-
cadores de remodelacion 6sea, la microarqui-
tectura trabecular y las propiedades densito-
métricas y biomecanicas del fémur en ratas
Wistar hembras.

Materiales y métodos: se estudiaron seis
grupos etarios (recién nacidas, 21, 45, 90, 105
y 180 dias; n=6/grupo). Se determinaron los
niveles séricos de calcio (Ca), fosforo (Pi) os-
teocalcina (OCN) y telopéptido C-terminal del
colageno tipo | (CTX); se evalud la estructura
6sea mediante histomorfometria (BV/TV), den-
sidad (DMOft) y contenido mineral 6seo femo-
ral (CMOft) mediante densitometria (DXA) y la
biomecanica (CSMI, Rigidez, Fuerza de frac-
tura, Médulo de Young) mediante ensayo de
flexion a tres puntos.

Resultados: los resultados mostraron que el

Ca fue mas alto a los 21 y 180 dias y el menor
valor de Pi se observé a los 90 dias(p<0.05).
La OCN disminuy6 y el CTX aument6 desde
21 hasta 180 dias de vida. EI BV/TV aumenté
significativamente desde el nacimiento hasta
los 45 dias. La DMOft y CMOft aumentaron
hasta los 180 dias. Las propiedades biome-
canicas alcanzaron sus valores maximos en la
adultez temprana.

Discusién: en conjunto, estos hallazgos
describen la secuencia fisiolégica de madu-
racion 6sea, donde inicialmente predomina
el recambio 6seo, seguido por una fase de
ganancia estructural y, finalmente, la conso-
lidacion mecanica del hueso. Conclusién:
estos datos pueden servir como referencia
para estudios experimentales que evallen
intervenciones sobre la salud 6sea durante el
crecimiento.

Palabras clave: marcadores 6seos, remode-
lacién, crecimiento.

E-mail: ezenicoronel@fvet.uba.ar

SEste articulo forma parte de la tesis doctoral de la veterinaria Estefania M. Zeni Coronel.
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MARKERS OF BONE REMODELLING AND
BONE STRUCTURE AT DIFFERENT LIFE
STAGES IN WISTAR RATS

Abstract

Introduction: bone mass undergoes dynamic
changes throughout growth. The objective
was to evaluate variations in bone remodeling
markers, trabecular microarchitecture, and
densitometric and biomechanical properties of
the femur in female Wistar rats.

Materials and methods: six age groups were
studied (newborn, 21, 45, 90, 105, and 180
days; n=6/group). Serum levels of calcium
(Ca), phosphorus (Pi), osteocalcin (OCN), and
C-terminal telopeptide of type I collagen (CTX)
were determined. Bone structure was evaluated
by histomorphometry (BV/TV), density (BMDft),
and femoral bone mineral content (BMOft) by
densitometry (DXA), and biomechanics (CSMI,

Introduccién

La masa 6sea (MO) es un tejido en cons-
tante renovaciéon que experimenta cambios
significativos a lo largo de la vida. Desde el
nacimiento hasta el final de la adolescencia,
la MO aumenta progresivamente hasta alcan-
zar su punto maximo, conocido como pico
de masa 6sea (PMO)." Este valor depende de
multiples factores, incluyendo la especie, la
edad, el sexo, la nutricion y el nivel de acti-
vidad fisica. A partir de la adultez, la MO co-
mienza a disminuir de manera gradual, con
una aceleracion marcada en mujeres durante
la posmenopausia debido a la disminucién es-
trogénica. Una adquisicion insuficiente de MO
durante el desarrollo, o una pérdida acelerada
en la adultez, puede derivar en condiciones
como osteopenia u osteoporosis.?

El mantenimiento del tejido 6seo esta me-
diado por dos procesos biolégicos clave: la
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stiffness, fracture strength, Young’s modulus)
by three-point bending test.

Results: the results showed that Ca was highest
at 21 and 180 days, and the lowest Pi value was
observed at 90 days (p<0.05). OCN decreased
and CTX increased from 21 to 180 days of age.
BV/TV increased significantly from birth to 45
days. DMOft and CMOft increased up to 180
days. Biomechanical properties reached their
maximum values in early adulthood.
Discussion: taken together, these findings
describe the physiological sequence of bone
maturation, where bone turnover initially
predominates, followed by a phase of structural
gain and, finally, mechanical consolidation of
the bone.

Conclusions: these data may serve as a
reference for experimental studies evaluating
interventions on bone health during growth.
Keywords: bone markers, remodelling, growth.

modelacién y el remodelacion ésea. La mo-
delacién ocurre principalmente durante el cre-
cimiento, cuando la formacion 6sea no esta
necesariamente precedida por resorcion, lo
que permite el aumento del tamafio y forma
del hueso. En cambio, la remodelacion, que
predomina en la adultez, es un proceso aco-
plado: la resorcién 6sea llevada a cabo por
osteoclastos es seguida por la formacion
de nuevo tejido por parte de osteoblastos,
manteniéndose asi la homeostasis 6sea. Sin
embargo, como la fase de resorcion es mas
rapida (aproximadamente 12 dias) que la de
formacion (alrededor de 30 dias), cualquier
alteracion en este equilibrio puede derivar en
una pérdida neta de MO con el tiempo.?
Tanto el modelamiento como el remodela-
miento éseo son llevados a cabo por la activi-
dad de las células 6seas en paquetes celula-
res denominados unidad de remodelamiento
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6seo (URO). Los osteoclastos degradan el
hueso y los osteoblastos forman el nuevo te-
jido. La actividad de las células éseas de to-
das las URO pueden evaluarse mediante los
marcadores bioquimicos del remodelamiento
6seo (MRO). Estos incluyen marcadores de
resorcion como el telopéptido C-terminal del
colageno tipo | (CTX-I), y de formacién como
la osteocalcina (OCN), la fosfatasa alcalina
6sea especifica (FAO) y el propéptido amino-
terminal del colageno tipo | (P1NP).4%

A diferencia de las mediciones estructu-
rales, los MRO permiten detectar cambios
metabdlicos dseos en periodos relativamen-
te cortos (1 a 3 meses), por lo que son Utiles
para identificar individuos con remodelamien-
to acelerado, incluso antes de que se eviden-
cie pérdida 6sea estructural.*® En funcion de
esto, el presente trabajo tiene como objetivo
evaluar los cambios en los niveles de MRO y
la estructura y calidad 6sea femoral de ratas
hembra de la cepa Wistar a lo largo de distin-
tas etapas de la vida.

Materiales y métodos
Animales y condiciones de alojamiento

El estudio fue realizado en ratas hembras
de la cepa Wistar (Rattus norvegicus), prove-
nientes del Laboratorio Central de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica, Universidad de
Buenos Aires (UBA). En todos los disefios ex-
perimentales, el alojamiento se realizé utilizan-
do jaulas abiertas con piso de malla de acero
inoxidable, con pisos de malla para mantener
condiciones higiénicas y evitar la coprofagia.
Los animales fueron mantenidos bajo ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas c/u, con una tem-
peratura ambiente de 21+1 °C y una humedad
relativa del 50-60%. Se permiti6 el libre acceso
a la comida y al agua.” Finalizados los tiem-
pos experimentales, los animales se les aplicd
eutanasia siguiendo las directrices American
Veterinary Medical Association (AVMA).8

El protocolo experimental fue aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Odontolo-
gia de la Universidad de Rio Negro (Certificado
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CICUAL UNRN N.° 002/2023) y de la Facul-
tad de Farmacia y Bioquimica de la Univer-
sidad de Buenos Aires (Res. CS. 4081/04;
0074160/2017).

Disenos experimentales

El disefio experimental fue realizado utili-
zando animales hembras normales de dife-
rentes edades (n=6/grupo): recién nacidos
(RN), al destete (21 dias), al inicio de la ma-
durez sexual (45 dias), en la adultez (90 dias
y 105 dias) y adultez tardia (180 dias). En este
protocolo, los animales fueron alimentados
con dieta comercial. Al finalizar los tiempos
experimentales se extrajo sangre por puncién
cardiaca bajo anestesia total y fémures.

Determinaciones bioquimicas séricas

El suero fue separado por centrifugacion a
3500RPM durante 10 minutos y permanecio
a -20 °C hasta su andlisis. Los niveles séri-
cos de fésforo (P) (mg/dL) se determind por
el método colorimétrico UV-visible, usando
un kit comercial (Phosphorus®, BioSystems
S.A., Espafa). La calcemia (Ca) (mg/dL) se
determiné por espectrofotometria de absor-
cién atomica a 423nm, utilizando cloruro de
lantano (6500mg/L en la solucién final) como
supresor de interferencias. Los niveles séricos
OCN (ng/mL) y CTX (Pg/mL) se determinaron
por metodologia ELISA (Rat osteocalcin y Rat
C-telopeptide of collagen Elisa Kit, respectiva-
mente, MyBioSource®, USA).4

Determinaciones densitométricas

Se determiné la densidad mineral 6sea de
fémur total (DMOft) con un equipo de absor-
ciometria dual de rayos X (DXA) equipado con
un software especificamente disefiado para
pequefios animales (Hologic®, Waltham, MA,
USA).® Las mediciones fueron llevadas a cabo
por el Laboratorio de Biologia 6sea de la Facul-
tad de Ciencias Médicas de la Universidad Na-
cional de Rosario. A partir de la imagen sobre
la pantalla se delimité la region de interés (ROI)
del fémur. Todas las ratas fueron escaneadas
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Inicio periodo
experimental

Fin de cada periodo experimental

A

45 dias

9 9 9
d o0 dias i :
§ 105 dias i

i 180 dias

]:........\
N
=
Q.
)
%]

Nacimiento

Figura 1. Disefio experimental del estudio. Nacimiento=Recién nacido (RN).

mediante un procedimiento idéntico. La pre-
cision del ensayo se obtuvo mediante cinco
mediciones repetidas en un mismo dia y en
diferentes jornadas.™ El coeficiente de varia-
cion fue de 1,0 g/cm?.

Determinaciones histoldgicas

Para el analisis histolégico convencional,
los fémures se limpiaron de tejido blando y se
fijaron en una solucién buffer de formol-PBS
al 10% durante 48 horas. Posteriormente, los
huesos fueron descalcificados en EDTA a pH
7 durante 25 dias. Finalizado el periodo de
descalcificaciéon se incluyeron en parafina y
se realizaron cortes subcondrales (8-10um)
longitudinales del fémur en distal, incluida la
capa esponjosa primaria y secundaria. Los
cortes se colorearon con hematoxilina-eosina
y fueron analizados con el microscopio vertical
Nikon Eclipse Ni-U® (Cat N.° 940544, Japén) y
microfotografiadas con NIS Elements Imagine
software® (versidon 4.0, Nikon, Japén) con la
camara de color de alta definicion (Nikon DS-
Fi2®, Japon).

Se evalud el volumen trabecular sobre el
area de hueso trabecular evaluado (BV/TV%)
en la regiéon ubicada por debajo de la zona
central del cartilago de crecimiento del fémur.
Este parametro fue determinado utilizando el
programa Image Pro Plus®, version 4.5.0.29.

Determinaciones biomecanicas

Serealizé el ensayo de flexién a tres puntos
en el fémur derecho. Se determiné la longitud
de cada fémur y se realizé una marca al 50%
de la diafisis. En este sitio se ejercio la fuerza,
empleando un punto de apoyo superior. Para
la realizacion del ensayo, el hueso fue colo-
cado en un soporte metalico de 2 puntos de
apoyo inferiores con una separacion de 8,5
-14,5mm en funcion de la longitud del fémur,
quedando asi establecidos los tres puntos de
apoyo del ensayo.

El voltaje desarrollado por la celda de car-
ga es proporcional a la fuerza aplicada en
el rango de 0 a 200N. El voltaje se mide por
un conversor analogico digital cuya senal es
transferida a una computadora a través de un
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puerto RS232 y un software disefiado por el

LBO (Biomedical Data Acquisition Suite 1.0%,

Rosario, Argentina), que permite transformar

los datos en pares fuerza-desplazamiento.
Los parametros evaluados en el ensayo de

flexién a 3 puntos fueron los siguientes:

1. CSMI (mm* o momento de inercia de sec-
cion transversal: describe como la forma y
el tamafo del hueso afectan su resistencia
a las fuerzas de torcion.

2. Rigidez o stiffness (N/mm): es la fuerza
aplicada para producir una unidad de des-
plazamiento

3. Fuerza de fractura (N): fuerza a la cual el
hueso se rompe.

4. Moédulo de Young (GPa): rigidez del mate-
rial, correspondiente al tejido 6seo trabe-
cular, considerando el grosor del corte y el
area del cono de compresion.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como me-
dia = desvio estandar (DE). La normalidad de
las variables fue evaluada mediante el test de
Shapiro-Wilks y la homogeneidad de varian-
zas mediante el test de Levene. Los datos
normales fueron analizados mediante anali-
sis de varianza (ANOVA) y aquellos que no
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presentaron distribucién normal mediante el
test de Kruskal-Wallis. Cuando se constaté la
diferencia entre los distintos grupos se aplicé
el test de Tukey para determinar entre cuales
de aquellos se encontraban diferencias sig-
nificativas. Los analisis estadisticos se reali-
zaron utilizando el software Infostat® (version
libre 2020). Un p<0,05 fue considerado sig-
nificativo.

Resultados

La Tabla 1 muestra los cambios observa-
dos de las variables bioquimicas evaluadas en
los tiempos experimentales.

La calcemia tuvo los valores mas altos
a los 21 y 180 dias (p<0,05), sin diferencias
significativas entre el resto de los grupos. La
fosfatemia present6 el valor mas bajo a los 90
dias (p<0,05), sin diferencias significativas en-
tre el resto de los grupos.

La OCN aument6 desde RN hasta los 90
dias, disminuyendo sus valores a los 105 y
180 dias (p<0,05). Contrariamente, el CTX
disminuy6 desde RN hasta los 105 dias y au-
mento el valor a los 180 (p<0,05).

Tanto la DMOft como el CMOft mostraron
un aumento progresivo a lo largo del expe-
rimento (Figura 2), aumentando sus valores

Tabla 1. Andlisis bioquimicos séricos en los diferentes grupos evaluados (media+DE). n=6/

grupo
Grupo Ca Pi OCN B-CTX
(mg/dL) (mg/dL) (ng/dL) (pg/mL)

RN 8,35+0,84 # 5,33+0,37 8 2,52+0,15 A 77,9+10,5 ¢
21 dias 13,04+0,86 ¢ 5,38+0,05 #& 3,11£0,05 & 70,5+10,6 B¢
45 dias 12,20+0,50 B 5,44+0,21 B 3,39+0,15 8 52,5+7,4 A
90 dias 12,05+0,71 8 4,60+0,51 # 3,71+1,06 B 58,8+5,6 A
105 dias 11,31+1,82 8 5,02+0,68 # 2,68+0,06* 56,7+11,1 4
180 dias 13,13+1,88 © 5,19+1,05 A8 2,57+0,09 # 74,1+10,8 ©

Letras diferentes indican un p<0,05. Abreviaturas: Ca: calcemia; Pi: fosfatemia; OCN: osteocalcina; CTX: B-cross lapp.
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desde los 21 dias hasta los 180 dias de vida.
No se observaron diferencias significativas
entre los grupos de 90 y 105 dias de edad.
En el grupo RN, ambos parametros no fueron
detectables.

La Tabla 2 y la Figura 3 representan el
volumen éseo (VO) al final del experimen-
to. Los resultados obtenidos muestran que
volumen éseo / volumen total (BV/TV) au-
menta de manera significativa y progresiva
desde RN hasta los 45 dias donde alcanza
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un valor maximo (p<0,05). Sin diferencias
significativas entre los grupos 90, 105 y
180 dias.

La Tabla 3 muestra los resultados del en-
sayo de flexion a tres puntos. Todos los pa-
rametros evaluados tienen un comportamien-
to similar: se observa que, a los 21 dias, los
valores son significativamente mas bajos con
respecto al resto de los grupos (p<0,05) y que
estos aumentan hasta alcanzar valores maxi-
mos a los 180 dias (p<0,05).

700

600

500

400

300

200

100

RN

—8—DMO (mg/cm2)

14 dias 21dias 30dias 45dias 90dias 105 dias 180 dias
Grupo

—o—CMOft (mg)

Figura 2. Evolucion de la densidad mineral ésea y contenido mineral éseo de fémur total en
los diferentes grupos evaluados (media + DE). Letras diferentes corresponden a una p <0,05.
DMOft: densidad mineral 6sea, CMOft: contenido mineral 6seo.

Tabla 2. Volumen 6seo del fémur distal en los diferentes grupos evaluados (media + DE). n=6/grupo

Grupo RN 21 dias 45 dias 90 dias 105 dias 180 dias

VO (%) 7,89 +0.11* 41,3 +8,3* 53,4 + 18,6° 48,1 £ 11,38¢ 47,2 + 4,28 50,9 + 0,9°¢
Letras diferentes indican una diferencia significativa de p<0,05.
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Figura 3. Histologia del fémur distal sobre hueso descalcificado de los distintos grupos etarios
evaluados. La tincién con hematoxilina-eosina muestra las trabéculas en color rosa (40x). Abre-
viaturas: d: dias; RN: recién nacido.

Tabla 3. Ensayo de flexion a tres puntos en los tiempos experimentales ensayados (media + DE)

Grupo RN 21 dias 45 dias 90 dias 105 dias 180 dias
CSMI A AB B B C
(mm?¢) NR 1,18 +0,23 219013 3,33 + 0,62 2,50 + 0,82 5,87 +1,08
Fuerza A 5 c b c

NR 8,38 1,97 31,52 + 4,73 80,06 + 4,55 74,7 + 46,49 113,47 £ 9,42
de FX (N)
Rigidez o 2196+ 4056+ 1507 39169+ 69,64° 380,36+22517C 632,34  234,55°
(N/mm) 13,35
Modulo
deYoung NR 229+ 110% 1840 + 1944 4824 + 6788 5673 + 3018 6863 + 21198
(MPa)

Letras diferentes corresponden a una p<0,05. NR: no realizable; FX: fractura.

DISCUSION ratas Wistar hembras, a través del analisis de

El presente estudio evalué de manera in- MRO, volumen 6seo porcentual mediante his-
tegrada la evolucion del tejido 6seo desde el  tomorfometria, densitometria y propiedades
periodo neonatal hasta la adultez tempranaen  biomecanicas del fémur distal. Este abordaje
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permiti6 comprender cémo varian la forma-
cion, la mineralizacién y la resistencia 6sea a
lo largo del crecimiento, aportando una carac-
terizacién completa del proceso de madura-
cién esquelética.

Desarrollo temprano (recién nacidos y 21
dias): predominio metabdlico y organizacion
tisular incipiente

Durante el periodo neonatal hasta el deste-
te, el tejido 6seo atraviesa una fase de intensa
actividad metabdlica y de progresiva organi-
zacion estructural. En este estudio, los niveles
de CTX fueron elevados, lo que sugiere una
intensa resorcion 6sea, compatible con la alta
tasa de recambio que caracteriza esta etapa
temprana del crecimiento.'>'* Este perfil es
congruente con la dinamica del crecimiento
posnatal temprano, en la que la remodelacion
primaria y el recambio acelerado acomparian
la sustitucién del tejido cartilaginoso vy la for-
macion del hueso trabecular inicial.

En paralelo, el VO fue significativamente
menor en los animales RN y aumenté de forma
pronunciada al destete. Este incremento refle-
ja un esqueleto aun en proceso de osificacion,
con una arquitectura trabecular en consolida-
cién y alta plasticidad tisular. En esta etapa,
el hueso presenta una matriz aliin en proceso
de mineralizacion y una arquitectura poco or-
ganizada, que es propia de un tejido primario
sometido a modelado intensivo.

Estos hallazgos son concordantes con es-
tudios que describen que, en las primeras fa-
ses del crecimiento, el esqueleto se caracteriza
por una elevada actividad osteoclastica aso-
ciada a la resorcion inicial del cartilago de cre-
cimiento y a la remodelacion del hueso prima-
rio. Asimismo, se ha sefalado que los MRO se
encuentran aumentados en neonatos tanto en
los seres humanos como en modelos anima-
les, lo que confirma el predominio metabdlico
del modelamiento en este periodo. Del mismo
modo, algunos estudios de biologia tisular del
crecimiento 6seo describen una estructuratra-
becular escasamente consolidada en etapas

Zeni Coronel EM., et al. Marcadores oseos
a lo largo de la vida

tempranas, acompafada de una rapida ex-
pansion del modelado éseo y una elevada
tasa de sustitucion del tejido primario por
hueso laminar mas organizado.-'®

En conjunto, la combinacion de un bajo
BV/TV y altos niveles de CTX observados en
nuestro estudio sugiere que el hueso, en esta
fase, prioriza el recambio y la reorganizacion
tisular por sobre la ganancia estructural y me-
canica. Esto confirma que el periodo entre el
nacimiento y el destete constituye una venta-
na critica de desarrollo de la arquitectura ésea
futura, en la que el esqueleto se encuentra
altamente sensible a estimulos metabdlicos y
mecanicos.

Transicion de crecimiento rapido (45 dias):
maxima interaccion entre metabolismo, masa
y funcion

A los 45 dias, etapa de transicién pube-
ral en la rata, se evidencié que los niveles de
OCN se incrementaron con respecto a etapas
previas, lo que sugiere un predominio crecien-
te de la actividad osteoblastica y, por ende, de
la formacion de matriz 6sea. Paralelamente,
se registré un aumento del VO, indicando una
mayor proporcién de tejido éseo consolidado.
Este incremento estructural se acompano de
una mejora en los parametros densitométri-
cos (DMO y CMO), reflejando un avance en la
mineralizacion del tejido.'

Estos hallazgos se alinean con el periodo
de crecimiento acelerado descripto en la li-
teratura, caracterizado por un incremento en
la formacién de tejido nuevo, acompanado
de progresiva mineralizacion y consolidacién
estructural.®'%'® El aumento en CMO y DMO
en esta fase se caracteriza por una alta tasa
de formacién ésea y una intensificacion de la
mineralizacion primaria, aunque el hueso aun
mantiene cierta inmadurez estructural y sus-
ceptibilidad a variaciones en la composicion
de la matriz y en la geometria 6sea.”1%:20

Desde el punto de vista funcional, si bien
se observaron mejoras en los parametros bio-
mecénicos en esta ventana de desarrollo, la
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literatura reporta que el hueso en esta edad
aun no alcanza la maxima eficiencia mecani-
ca, probablemente debido a que la madura-
cién de la matriz y la mineralizacién secunda-
ria requieren mas tiempo para estabilizarse®.
En nuestro estudio, a los 45 dias, el hueso se
encuentra en una fase de integracién entre
metabolismo, estructura y funciéon: ha incre-
mentado su masa y mineralizacién, pero la or-
ganizacioén tisular y el remodelado secundario
aln no han completado la maduracién nece-
saria para lograr la maxima eficiencia meca-
nica.

Consolidacion (90 y 105 dias): del metabolis-
mo a la estructura funcional

Alos 90 y 105 dias, los resultados indican
un claro avance hacia la formacién del hue-
so. En este periodo, los MRO evidenciaron un
equilibrio mas estable entre formacion y re-
sorcién en comparacion con etapas previas,
reflejando una desaceleracion del recambio y
una progresiva maduracion del tejido éseo. El
incremento del VO, junto con la mejora sos-
tenida en la densitometria, respalda la inter-
pretacion de que el tejido éseo ingresa en
una fase de estabilizacion estructural y mine-
ral.’®20 En este periodo, los parametros bio-
mecanicos (CSMI, rigidez, fuerza de fractura'y
modulo de Young) mostraron una progresion
hacia valores caracteristicos de un hueso con
mayor capacidad de carga y menor vulnera-
bilidad a deformaciones. Estos hallazgos son
consistentes con estudios que identifican
este rango etario como una etapa critica para
la adquisicién de competencia mecanica, en
la cual la maduracién tisular y la optimizacion
geométrica del hueso contribuyen de manera
sinérgica al desempefio funcional.??2

Adultez temprana (180 dias): la masa y la geo-
metria como determinantes principales de la
resistencia

Finalmente, en la adultez temprana (180
dias), el conjunto de indicadores revela un
hueso con mayor grado de consolidacion y

Zeni Coronel EM., et al. Marcadores oseos
a lo largo de la vida

estabilidad funcional. En esta etapa, el perfil
bioquimico reflejé una menor dinamica de re-
cambio en comparacion con los periodos de
crecimiento, lo que concuerda con un hueso
mas maduro y con predominio de procesos de
mantenimiento?. Tanto el VO como la CMO/
DMO alcanzaron valores elevados en relacion
con etapas previas, evidenciando una mayor
consolidacioén tisular y un estado de minerali-
zacién avanzada.?5?® El desempefio biomeca-
nico evaluado mediante el ensayo de flexién a
tres puntos evidencié valores superiores a los
observados en etapas anteriores, mostrando
un hueso mas resistente, rigido y eficiente
desde el punto de vista funcional.

Este patron coincide con lo reportado en la
literatura, que describe que, una vez alcanza-
da la adultez temprana, la resistencia mecani-
ca esta fuertemente determinada por la masa
total lograda durante el crecimiento, la mine-
ralizacion secundaria y la organizacion estruc-
tural del tejido 6se0.?” La resistencia mecanica
del hueso no depende Unicamente de la masa
mineralizada, sino de la combinacion de la
rigidez y la tenacidad del tejido, junto con la
calidad arquitecténica de la distribucién cor-
tical y trabecular.?® De esta forma, la calidad
y la geometria alcanzadas actiuan como los
principales determinantes de la competencia
mecanica.'®?®

Conclusiones

En conjunto, estos resultados ponen de
manifiesto que la calidad 6sea es un fenéme-
no que no puede ser interpretado aisladamen-
te, mientras que los biomarcadores reflejan
con alta sensibilidad el estado del recambio
6seo en etapas tempranas —cuando el mode-
lado y remodelado 6seo son intensos—, su va-
lor explicativo disminuye en la adultez debido
a la reduccioén fisiolégica del recambio y a la
menor amplitud biolégica de estos marcado-
res,*3® momento en el cual el remodelado se
estabiliza entre individuos, reduciendo la ca-
pacidad discriminativa de estas determinacio-
nes. Es entonces cuando la densidad mineral
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y las propiedades biomecanicas se convierten
en indicadores mas robustos del estado fun-
cional del esqueleto. Por lo tanto, los hallaz-
gos de este estudio pueden contribuir como
marco de referencia para futuras investigacio-
nes que busquen caracterizar intervenciones
nutricionales, farmacoldgicas o ambientales
orientadas a optimizar la salud 6sea durante
el crecimiento.
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EL TRATAMIENTO ORAL CON METFORMINA PREVIENE SIGNOS
TEMPRANOS DE ARTERIOESCLEROSIS AORTICA INDUCIDA POR
AGE/RAGE EN RATAS CON SINDROME METABOLICO
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Antonio Desmond McCarthy

Laboratorio de Investigacion en Osteopatias y Metabolismo Mineral (LIOMM), Facultad de
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Resumen

Introduccion: El sindrome metabdlico (SM) se
asocia al aumento de estrés carbonilico y pro-
ductos de glicacion avanzada (AGE) y favore-
ce la calcificacion arterial (CA) por transdife-
renciacion osteogénica de células de musculo
liso vascular (CMLV). La metformina (MET)
inhibe esa transdiferenciacion in vitro. Evalua-
mos si MET oral previene CA en un modelo
experimental de SM.

Materiales y métodos: Ratas Wistar macho
jovenes adultos fueron separadas en dos gru-
pos: uno recibié agua como bebida (C) y el
otro una solucion 20% de fructosa (F). Tras
dos semanas, y por cuatro mas, cada grupo
original se dividio, agregandose MET (100 mg/
kg/dia) a la bebida de la mitad de cada grupo
(asi, M y FM). Se midieron parametros meta-
bdlicos y corporales. La aorta se diseco para
analisis histomorfométrico e inmunohistoqui-
mico. Se aislaron CMLV aédrticas para evaluar
la actividad de fosfatasa alcalina (FAL), pro-
duccién de colageno, mineralizacién extrace-
lular y expresién génica de Runx2 y receptor
para AGE (RAGE).

Resultados: El grupo F desarrollé rasgos
compatibles con SM: mayor adiposidad, hi-
perglucemia, dislipemia y aumento de fructo-
samina. Las aortas de F evidenciaron reduc-
cién de la relacidén capa elastica/muscular,
aumento de colageno, acumulacién de AGE
y sobreexpresiéon de RAGE. Las CMLV de F
mostraron mayor actividad FAL, incremento
de colageno y mineralizacion, junto a aumen-
to de expresion de Runx2 y RAGE. El cotrata-
miento con MET previno estas alteraciones. In
vitro, MET bloqued la induccién de RAGE por
AGE; efecto que se anul6 con un inhibidor de
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK).
Conclusion: Estos resultados indican que
MET atenua la glicacién extracelular, la acti-
vaciéon AGE/RAGE vy el remodelado vascular
asociado al SM experimental.

Palabras clave: sindrome metabdlico, pro-
ductos finales de glicacién avanzada, receptor
para productos finales de glicacién avanzada,
arterioesclerosis, metformina, transdiferencia-
cién osteoblastica, quinasa dependiente de
AMP.
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ORAL TREATMENT WITH METFORMIN
PREVENTS EARLY SIGNS OF AGE/RAGE-
INDUCED AORTIC ARTERIOSCLEROSIS IN
RATS WITH METABOLIC SYNDROME

Abstract

Introduction: Metabolic syndrome (MS) is
associated with increased carbonyl stress,
accumulation of advanced glycation end
products (AGE), and induction of arterial
calcifications (AC) through the osteoblastic
transdifferentiation of vascular smooth muscle
cells (VSMC). Metformin (MET) inhibits this
transdifferentiation in vitro. We evaluated
whether oral MET can prevent AC in an
experimental model of MS.

Materials and Methods: Young adult male
Wistar rats were divided into two groups: one
received water as the drinking source (C) and
the other a 20% fructose solution (F). After
two weeks, and for an additional four weeks,
each group was subdivided, and MET (100
mg/kg/day) was added to the drinking water
of one half (thus, M and FM). Metabolic and
body parameters were measured. The aorta
was dissected for histomorphometric and
immunohistochemical analyses. Aortic VSMC
were isolated to assess alkaline phosphatase

Introduccion

El sindrome metabdlico (SM) es una enti-
dad patoldgica caracterizada por un conjunto
de alteraciones metabdlicas interrelacionadas,
como obesidad central, dislipidemia, hiper-
glucemia, insulinorresistencia e hipertension,
que incrementan significativamente el riesgo
de enfermedad cardiovascular y diabetes me-
llitus tipo 2. La creciente prevalencia del SM,
impulsada principalmente por el consumo de
dietas ricas en fructosa y grasas saturadas
(predominantes en los paises occidentales y
estrechamente asociadas al aumento global

Streckwall L., et al.: La metformina previene
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(ALP)activity, collagen production, extracellular
matrix mineralization, and gene expression of
Runx2 and the receptor for AGE (RAGE).
Results: Group F developed features
consistent with MS, including increased
adiposity, non-fasting hyperglycemia,
dyslipidemia, and elevated serum
fructosamine. Aortas from F animals showed
a reduced elastic-to-muscular ratio, increased
collagen content, AGE accumulation, and
RAGE overexpression. VSMC from F rats
displayed higher ALP activity, increased
collagen production and mineralization, and
elevated expression of Runx2 and RAGE.
Cotreatment with MET prevented all these
MS-induced alterations. In vitro, MET blocked
AGE-induced RAGE upregulation by VSMC,
an effect abolished by an AMP-activated
protein kinase (AMPK) inhibitor.

Conclusion: These findings indicate that
oral MET ftreatment attenuates extracellular
glycation, AGE/RAGE activation, and vascular
remodeling associated with experimental MS.
Keywords: metabolic syndrome, advanced
glycation end-products, receptor for advanced
glycation  end-products;  arteriosclerosis,
metformina, osteoblastic transdifferentiation,
AMP-dependent kinase.

de la obesidad) representa un importante de-
safio sanitario. En este contexto, la combina-
cion de resistencia a la insulina, dislipemiaate-
rogénica, hipertension, estado protrombético
y disfuncién endotelial eleva notablemente el
riesgo de enfermedad cardiovascular y favo-
rece la acumulacion de calcificaciones arte-
riales (CA).2 Diversos estudios clinicos han
demostrado una clara asociacién entre la pre-
sencia de CA y el desarrollo del SM o de sus
componentes individuales, como la obesidad,
hipertensién, dislipidemia, resistencia a la in-
sulina o hiperglucemia, e incluso con niveles
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elevados de hemoglobina glicada.®* En con-
cordancia, el suero de individuos con SM y
CA presenta concentraciones aumentadas de
factores promotores de la biomineralizacion
extracelular, tales como fosfato inorganico,®
fosfatasa alcalina (FAL),® osteoprotegerina,’
esclerostina® y osteocalcina.®

La arterioesclerosis y la calcificacion vas-
cular emergen como complicaciones estruc-
turales clave que vinculan las alteraciones
metabdlicas con la disfuncion y la pérdida de
elasticidad arterial. Este proceso esta media-
do, en parte, por la transdiferenciacion osteo-
blastica de las células de musculo liso vascu-
lar (CMLV) presentes en la tunica media, las
cuales pierden su fenotipo contractil y adquie-
ren caracteristicas propias de los osteoblas-
tos, las células formadoras de hueso.®

Entre los componentes del SM, la hiper-
glucemia cronica desempefia un papel cen-
tral, ya que induce estrés carbonilico por
acumulacion de compuestos dicarbonilicos
altamente reactivos, como metilglioxal (MGO)
y 3-desoxiglucosona (3-DG), derivados de la
glucdlisis o de la via de los polioles."Estos
compuestos promueven la glicacién no en-
zimatica de proteinas y la consecuente acu-
mulacién de productos finales de glicacién
avanzada (AGE) en la pared vascular. Los AGE
generan modificaciones estructurales irrever-
sibles en la matriz extracelular, especialmente
sobre colageno y elastina, provocando rigidez
y pérdida de distensibilidad arterial debido al
entrecruzamiento (crosslinking) de las fibras.
Ademas, interactliian con el receptor para pro-
ductos de glicacion avanzada (RAGE), expre-
sado en multiples tipos celulares, incluidas las
CMLYV, activando vias de sefalizacion inflama-
torias y procalcificantes.?

La activacion del eje AGE/RAGE desen-
cadena la translocacién del factor de trans-
cripcion NFkB,'™ promoviendo un estado de
inflamacién crénica, estrés oxidativo intrace-
lular y la expresién de genes osteogénicos,
entre ellos el factor de transcripcion relacio-
nado con runt 2 (Runx2), el cual desempefa

Streckwall L., et al.: La metformina previene
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un papel critico en la respuesta procalcifican-
te. Runx2 induce la transdiferenciacién osteo-
blastica de las CMLYV, facilitando la remode-
lacion de la matriz arterial y la mineralizacion
ectdpica en la tunica media, lo que contribuye
a la progresion de la calcificacion vascular.™
Particularmente, si la activaciéon de NFkB me-
diada por RAGE es sostenida y prolongada,
superando los mecanismos enddgenos de
inhibicién, esto conduce a una respuesta in-
flamatoria persistente y a la disfuncion celular,
al tiempo que estimula la sobreexpresién del
propio RAGE, generando un bucle de retroali-
mentacion positiva.®

El entrecruzamiento de las fibras de cola-
geno con AGE incrementa su resistencia a la
degradacion por colagenasas, promoviendo
el engrosamiento de la pared; mientras que la
acumulacion de AGE sobre la elastina (protei-
na clave para la distensibilidad arterial) induce
pérdida de elasticidad adrtica. Asimismo, la ri-
gidez inducida por AGE favorece la migracion,
proliferacion y diferenciacion osteoblastica de
las CMLV mediante la induccién de Runx2.'41°
De esta manera, el colageno y la elastina mo-
dificados por AGE no solo pierden su funciéon
estructural normal, sino que adquieren un pa-
pel activo en la progresion de la CA.

La elastina también resulta alterada por
la accion de diversas metaloproteinasas de
matriz (MMP), cuya expresién aumenta en
condiciones de hiperglucemia y estrés oxi-
dativo.">' La degradacion de elastina genera
péptidos bioactivos (elastoquinas), que pro-
mueven la proliferacion y transdiferenciacion
osteogénica de las CMLV,'®'7 contribuyendo a
una matriz extracelular mas rigida, propensa
a la mineralizacién y con menor capacidad de
amortiguacién del flujo pulsatil, caracteristi-
cas que contribuyen al deterioro progresivo
de la funcién arterial.

La metformina (MET), una biguanida, es
uno de los tratamientos farmacolégicos mas
utilizados para prevenir alteraciones metabé-
licas asociadas a la diabetes mellitus tipo 2,
SM y/o intolerancia a la glucosa, debido a su
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accion euglucemiante mediada por activacion
de la quinasa dependiente de AMP (AMPK),
una enzima clave en la regulacion del me-
tabolismo, sobre todo a nivel hepatico® En
ensayos in vitro, la MET ha demostrado in-
hibir la transdiferenciacion osteoblastica de
CMLV mediante diversos mecanismos, como
la produccién de 6xido nitrico (NO) mediante
la activacion de la via AMPK/eNOS/NO™, in-
hibiendo la translocacion del factor NFkB?° o
desestabilizando al factor Runx2 al aumentar
su protedlisis.?’

En el presente trabajo buscamos evaluar la
eficacia de un tratamiento oral con MET para
prevenir alteraciones arterioescleroticas en la
aorta, estudiando mecanismos que involucran
el estrés metabdlico inducido por carbohidra-
tos, tales como la acumulacién de productos
de glicacion avanzada o AGE extracelulares,
y su interaccién/modulacién con el receptor
RAGE expresado por CMLY, utilizando para tal
fin un modelo preclinico de SM inducido por
fructosa en ratas.

Materiales y métodos
Disefio experimental y tratamiento

Ratas macho Wistar adultas jovenes de 12
semanas de edad al inicio, fueron alojadas y
mantenidas en un ambiente controlado a 23 °C,
con ciclos de luz-oscuridad de 12 h:12 h, y ali-
mentadas con alimento estandar para ratas. Ini-
cialmente, 20 animales fueron divididos al azar
en dos grupos de 10 animales cada uno: un gru-
po recibié agua como fuente de bebida y el otro
recibié una solucién de fructosa al 20% para
inducir sindrome metabdlico (Biopack®, Argen-
tina), ambos ad libitum. Después de 14 dias, y
durante 4 semanas adicionales, se agregé met-
formina (MET) a razén de 100 mg/kg de peso
corporal por dia (Quimica Montpellier, Argentina)
a lafuente de bebida de la mitad de los animales
de cada grupo?®. De esta manera, se establecie-
ron cuatro grupos (n=5): C (solo agua), F (solu-
cién de fructosa al 20%), M (agua + MET 100
mg/kg/dia) y FM (solucién de fructosa al 20%
+ MET 100 mg/kg/dia). Este tamafio muestral
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reducido podria limitar la capacidad de detec-
tar diferencias mas sutiles, especialmente en
parametros con alta variabilidad biologica. Sin
embargo, y de acuerdo con lo establecido en
las Guias indicadas mas adelante, al observar-
se diferencias significativas entre los grupos en
varios parametros de relevancia fisiopatolégica
se tomd la decision de no ampliar el tamafo
muestral. Todos los experimentos se realizaron
de acuerdo con la Guia para el Manejo y Entre-
namiento de Animales de Laboratorio publicada
por la Universities Federation for Animal Wel-
fare,? y el estudio fue aprobado por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata (protocolo CI-
CUAL 001-00-15).

Obtencion de parametros bioquimicos y
corporales

Las ratas no fueron privadas de agua ni
sometidas a ayuno antes de la anestesia y
eutanasia. Previo al sacrificio, las ratas fue-
ron anestesiadas por inhalacion de vapores
de Sevoflurano 100%® (Cristalia, Argentina),
luego se obtuvieron sus pesos y se tomaron
muestras de sangre para obtencion de sue-
ro, en los cuales se midié glucosa, triglicéri-
dos (TG) y colesterol HDL (HDLc), utilizando
un analizador automatico de quimica clinica
CM250 Metrolab® y kits comerciales (Wiener
Lab. Group, Argentina). La relacién TG/HDLc
se determiné como marcador subrogante de
resistencia a la insulina y riesgo cardiovascu-
lar.2* Ademas, se cuantificé fructosamina sé-
rica mediante un kit comercial (BioSystems,
Espafia) como marcador de glicacion extra-
celular. Luego de la extraccion de sangre, los
animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical bajo anestesia, tras lo cual la aorta y
los tejidos adiposos mesentérico y epididima-
rio fueron disecados.

Analisis histoldgico de la pared arterial
Porciones de la aorta abdominal se fijaron
durante 24 horas, se incluyeron en parafina y
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se obtuvieron cortes transversales de 4 pm
de espesor utilizando un micrétomo RMT-20
Type Erma® (TechLabs, India). Las secciones
se tifleron con hematoxilina y eosina (H&E),
Sirius Red, fucsina-resorcina de Weigert y
rojo de Alizarina. Las fotografias se tomaron
con una camara digital Nikon Coolpix 4500®
acoplada a un microscopio Nikon ECLIPSE
Ei® (Nikon, Japdn). Las imagenes se analiza-
ron con el programa ImageJ® (https://image;.
net/ij/) utilizando la escala del microscopio y
complementos de deconvolucion de color. El
grosor de la tunica media (calculado como el
promedio de la distancia entre las membranas
elasticas interna y externa) y la relacién capa
elastica/capa muscular (calculada como la re-
lacion entre el espesor promedio de la mem-
brana elastica y el espesor promedio de la
capa muscular) se midieron en cortes tefidos
con H&E, mientras que el porcentaje del area
ocupada por fibras de colageno y elastina se
cuantificd en cortes tefiidos con Sirius Red y
fucsina-resorcina, respectivamente.? Las sec-
ciones tefidas con rojo de Alizarina se utiliza-
ron para evidenciar la presencia de depédsitos
de calcio.

Analisis inmunohistoquimico de AGE y
RAGE en pared arterial

La acumulacion de carboximetil-lisina
(CML, estructura AGE muy prevalente de ori-
gen glicoxidativo), asi como la expresion del
receptor RAGE, se evaluaron en la pared aorti-
ca mediante inmunohistoquimica cromogéni-
ca. Brevemente, se desparafinaron y rehidra-
taron cortes de 4 pm de aorta abdominal en
gradiente alcohdlico, bloqueando la actividad
de peroxidasa endégena con H>O» al 0,5%.
La recuperacion antigénica se realizé con el
reactivo Trilogy® (Cell Marque, EE. UU.) segun
las instrucciones del fabricante. Las seccio-
nes se trataron con una solucion bloquean-
te, se incubaron con anticuerpos primarios
anti-CML o anti-RAGE® (1:500; Abcam, Reino
Unido) durante 48 horas a 4 °C, se lavaron y
se incubaron con anticuerpos secundarios

Streckwall L., et al.: La metformina previene

la arterioesclerosis inducida por AGE

especificos (1:1000; Vector Laboratories, EE.
UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Tras otro lavado, las secciones se incubaron
con los reactivos del kit Vectastain Elite ABC®
(Vector Laboratories, EE. UU.) durante 1 hora
adicional. Finalmente, las muestras se revela-
ron con solucion de 3,3'-diaminobencidina, se
lavaron y se montaron. Las fotografias se ad-
quirieron con una camara digital Nikon Cool-
pix 4500® acoplada a un microscopio Nikon
ECLIPSE Ei® (Nikon, Japén) bajo las mismas
condiciones de iluminacién y en areas com-
parables.

Aislamiento y cultivo de células de musculo
liso vascular

Los miocitos vasculares se aislaron a partir
de anillos de aorta toracoabdominal segun lo
descripto previamente.??2¢ En resumen, bajo
condiciones estériles, se separd la tunica ad-
venticia y parte de la aorta restante se corté en
anillos de aproximadamente 1 mm. Los anillos
individuales se colocaron en frascos de culti-
vo y se incubaron con DMEM suplementado
con 20% de suero fetal bovino (SFB) y anti-
biéticos (penicilina/estreptomicina), a 37 °C en
una atmésfera humidificada con 5% de CO», y
95% de aire. Después de 24 horas, el medio
se reemplazé por DMEM con 10% de SFB y
antibidticos, renovandolo cada 2-3 dias. Tras
dos semanas, las células fueron caracteriza-
das como CMLV por su morfologia cilindrica
y alargada de extremos ahusados y por la ex-
presion de a-actina mediante inmunofluores-
cencia. Brevemente, las células se cultivaron
sobre cubreobjetos durante 24 horas, se lavd
con PBS, se fijaron con p-formaldehido en
PBS al 4%, se permeabilizaron con etanol ab-
soluto y luego se bloqued con 10% de SFB-
PBS. Posteriormente, se agreg6 el anticuerpo
primario de ratén anti-a-actina de musculo
liso® (1:200, Santa Cruz Biotechnology, EEUU)
y se incubd a 4 °C toda la noche. Al dia si-
guiente, se lavé con PBS-Tween 20 0,01%,
y se agreg6 el anticuerpo secundario marca-
do con FITC anti-IgG de raton® (1:200, Santa
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Cruz Biotechnology, EE.UU.) y se incub6 con
agitacion suave a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 2 horas. Finalmente se lavé
con PBS y en uno de los lavados se incluyé
Hoechst 33258 (tifie los nucleos de azul). Se
montaron los cubres sobre portaobjetos con
glicerina/PBS 80%. Se obtuvieron las image-
nes con Microscopio confocal Espectral Leica
TCS SP5® con objetivo de 63Xail utilizando
la linea de excitacion laser 495 para el FITC®
(color verde). Este microscopio no posee laser
para poder observar emisién azul.

Cuando las CMLV alcanzaron la confluen-
cia, se recolectaron mediante la adiciéon de
tripsina al 0,05% y se subcultivaron en placas
multipocillo para los diferentes experimentos
descriptos a continuacioén.

Analisis del fenotipo osteoblastico de las
CMLV

Las CMLV se sembraron a una densidad
de 1,5 x 105 células por pocillo en placas de
24 pocillos que contenian DMEM suplemen-
tado con 10% SFB y antibidticos, e incuba-
ron a 37 °C en una atmdsfera humidificada
con 5% de COs y 95% de aire. Una vez al-
canzada la confluencia (a los 5 dias), se eva-
lué el potencial osteogénico midiendo la ac-
tividad de fosfatasa alcalina (FAL), la produc-
cién de colageno tipo 1 y la mineralizacion
de la matriz extracelular, segun se describe
a continuacion.

Para la determinacién de FAL, las mono-
capas celulares se lavaron con PBS y se so-
lubilizaron en 500 pL de Tritéon X-100 al 0,1%.
Tras una centrifugacion, se tomaron alicuo-
tas del extracto celular total para determinar
proteinas por el método de Bradford y para
evaluar espectrofotométricamente, a 405 nm,
la velocidad inicial de hidrdlisis del p-nitrofenil
fosfato en p-nitrofenol a 37 °C.??

Para evaluar la produccion de colageno tipo
1, las células se fijaron con solucién de Bouin
y se tifieron con colorante Sirius Red durante
1 hora. El material tefido se disolvié en 1 mL
de hidroxido de sodio 0,1 N y la absorbancia
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de la solucién se midié a 550 nm.2¢ En pocillos
replicados, las células se extrajeron con 500 pL
de Triton X-100 al 0,1% para la deter-
minacion de proteinas por el método de
Bradford.

El calcio extracelular se evalu6 mediante
tincién con rojo de Alizarina. El colorante unido
a los depdsitos minerales se disolvié con 1 mL
de hidréoxido de sodio 0,1 N y se cuantificd
espectrofotométricamente a 540 nm.?” En po-
cillos replicados, las células se extrajeron con
500 pL de Tritén X-100 al 0,1% para la determi-
nacion de proteinas por el método de Bradford.

Analisis de expresion génica de las CMLV
La expresion génica de las CMLV para el
factor Runx2 (marcador clave de la trans-
diferenciacién osteoblastica) y para RAGE
(receptor para AGE, implicado en dicha
transdiferenciacién) se evalué mediante
reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR). Las células
se sembraron en placas de seis pocillos y
se cultivaron en DMEM con 10% SFB has-
ta alcanzar la confluencia. Luego se extrajo
el ARN total utilizando el reactivo QUICK-
ZOL® segun las instrucciones del fabricante
(Kalium Technologies, Argentina). La retro-
transcripcion se realizé empleando trans-
criptasa inversa del virus de la leucemia mu-
rina de Moloney® (Productos Bio-Logicos,
Argentina). Los primers especificos (Tabla 1)
se disefiaron a partir de la base de datos de
secuencias del NCBI utilizando el software
CLC Genomics Workbench® (QIAGEN) y fue-
ron sintetizados por Macrogen® (Republica
de Corea). Tras la separacién de los pro-
ductos de RT-PCR por electroforesis en gel
de agarosa y su visualizacion con GelRed,
la intensidad de las bandas se cuantifico
con el programa Imaged utilizando f3-actina
como gen de referencia. Aunque hubiera
sido relevante complementar esta evalua-
cién semicuantitativa de la expresién géni-
ca por métodos gendémicos y protedmicos
cuantitativos, esto no fue posible por
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Marcador Genbank Code Tamaino (bp) Secuencia
Fw CCTTCAACACCCCAGCCAT
p-actina NM_031144.3 345
Rv CATAGCTCTTCTCCAGGGA
Runx2 Fw GCCGGGAATGATGAGAACTA
NM_001278483.2 598/424
(2 bandas) Rv TGAGAGAGGAAGGCCAGA
Fv GTCAGAACATCACAGCC
RAGE NM_053336.2 1109
Rv CGCTTCCTCTGACTGATT

limitaciones de equipamiento y/o insumos
de nuestro laboratorio.

Analisis del efecto in vitro de MET y AGE so-
bre Ia expresion génica de RAGE en CMLV
La alblmina sérica bovina (BSA) modifica-
da por productos finales de glicacion avanza-
da (AGE-BSA) se obtuvo incubando BSA libre
de &cidos grasos® (Sigma-Aldrich, EE. UU.) en
una concentracion de 10 mg/mL bajo condi-
ciones estériles, con 33 mM de D-glicolaldehi-
do en PBS 150 mM, pH 7,4, a 37 °C durante 3
dias. El exceso del azucar se eliminé mediante
centrifugacion/filtraciéon con cartuchos de 10
kDa de cutoff. La formacién de AGE se confir-
mo y cuantificd por emision de fluorescencia
a 420 nm tras excitacion a 340 nm. La BSA
no glicada (control) se obtuvo excluyendo el
D-glicolaldehido de la mezcla de incubacién.?®
Para estos experimentos, las CMLV control
(del grupo C) se cultivaron en placas de seis
pocillos hasta alcanzar la confluencia. Luego
se reemplazé el medio y las células se incuba-
ron durante 72 horas en DMEM con 5% SFB,
en presencia de 100 ug/mL de AGE-BSA o
BSA no glicada, con o sin la adicién de 500 uM
de MET y/o 0,5 pM de compuesto C o dorso-
morfina, un potente inhibidor de la activacion/
fosforilacién de AMPK.?® Tras las 72 horas de
incubacion, la expresion génica de RAGE se
evalué mediante RT-PCR y electroforesis en gel
de agarosa, segun lo descripto anteriormente.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la
media = el error estandar de la media (SEM).
Los supuestos de distribucién normal y ho-
mocedasticidad se verificaron mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk y Bartlett, respec-
tivamente. Se realizé un analisis de varianza
de una via (ANOVA) con prueba post hoc de
Tukey utilizando el software GraphPad® (San
Diego, EE. UU.); se consideraron como esta-
disticamente significativos valores de p< 0,05.

Resultados
Parametros bioquimicos y corporales de
los grupos experimentales

Aunque no se encontraron diferencias sig-
nificativas en el peso corporal entre los gru-
pos al final del estudio, los animales tratados
unicamente con fructosa (grupo F) mostraron
varios cambios compatibles con el SM (Tabla
2): un aumento significativo en la adiposidad
(Figura 1), en la glucemia posprandial, en los
niveles de ftriglicéridos (TG) y en la relacion
TG/HDLc (vs. grupo C). Todos estos efectos
fueron total o parcialmente prevenidos por el
cotratamiento Fructosa+MET (grupo FM).

MET previene alteraciones histoldgicas
adrticas inducidas por el SM

Aunqgue no se encontraron diferencias sig-
nificativas en el grosor total de la tunica me-
dia entre los grupos, los animales expuestos
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Tabla 2. Parametros anatomicos y perfiles séricos tras tratamientos de 6 semanas de fructosa
y/0 4 semanas de metformina

c F M FM
Peso corporal (g) 284 + 22 268 + 39 278 + 26 261 £ 48
,, Teiido adiposo 3,30 + 0,25 414 + 015% 3,57 + 0,21 3,58 + 0,13
(% de peso corporal)
((;rL”g"/zls_';‘ 178 + 9,00 322 + 1900*** 212 + 7,00 218 + 14,00
T"?n':;z:_")hs 48,0 + 5,6 121,8 + 22,6" 87,8 + 18,4 97,2 + 12,8
TG/HDLc 25+ 0,2 5,6+ 1,1 282 +0,8 47407

C: grupo control; F: ratas que recibieron solucion de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metformina 100 mg/
kg/dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina. Diferencias: #p<0,05 vs. C; ***p<0,001 vs. C, My FM.
Resultados expresados como media + SEM, n=5.

Figura 1. Fotografias representativas de la cavidad abdominal de animales experimentales.
Las flechas amarillas marcan acumulacién de tejido adiposo. (A) Grupo control. (B) Ratas que
recibieron solucion 20% de fructosa.
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Unicamente a fructosa mostraron una dismi-
nucion significativa en la relacion entre las
capas elastica y muscular de la tunica media.
Este efecto deletéreo fue completamente pre-
venido por el cotratamiento in vivo con MET
(Tabla 3).

No se encontraron diferencias significati-
vas entre grupos en el contenido de elastina
en las secciones aorticas tefiidas con fucsina-
resorcina (Figura 2).

Mediante tincién con Sirius Red se encon-
trd, en secciones de aorta de los animales del
grupo F, un aumento significativo en el conte-
nido de colageno de la pared arterial, en com-
paracioén con el grupo C. El cotratamiento oral
con MET (grupo FM) previno completamente
este efecto (Figura 2).
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No se evidencio la presencia de macrocal-
cificaciones en ninguno de los grupos expe-
rimentales al analizar los cortes tefidos con
rojo de Alizarina (véase Figura 2).

Efecto de SM y MET oral sobre el potencial
osteogénico de CMLV

Las CMLYV aisladas de los animales del grupo
F presentaron un aumento significativo en la acti-
vidad de fosfatasa alcalina (FAL) (Figura 3A) junto
a una tendencia a mayor produccion de colage-
no tipo 1 (Figura 3B) y mineralizacion de la matriz
extracelular (Figura 3C). Ademas, presentaron
un incremento significativo en la expresion del
marcador osteogénico Runx2 (Figura 3D). El co-
tratamiento con fructosa y MET por via oral (gru-
po FM) previno completamente estos efectos.

Sirius Red

Rojo de Alizarina Fucsina-resorcina

Figura 2. Micrografias representativas del andlisis histomorfométrico de la pared arterial (Obj.
40x); la porcién a la izquierda de la linea punteada marca las regiones ricas en colageno o
elastina. La fila superior corresponde a secciones tefiidas con Sirius Red para colageno. La fila
del medio corresponde a secciones tefidas con fucsina-resorcina de Weigert para elastina. La
fila inferior corresponde a secciones teiidas con rojo de Alizarina para depdsitos de calcio. C:
grupo control; F: ratas que recibieron solucién de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metfor-
mina 100 mg/kg/dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina.
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Tabla 3. Histomorfometria adrtica tras tratamientos de 6 semanas de fructosa y/o 4 semanas
de metformina

c F M FM

Grosor tinica media
(% del control)
Relacién capa elastica/

muscular 100+ 3 73 = 3" 102 +7 92 +1
(% del control)
Contenido de colageno
(% del control)

Contenido de elastina
(% del control)

100+ 10 112+5 107 + 8 118 +4

1007 132 £ 5* 89+9 96 + 4

100+ 6 92+6 106 +7 94 +5

C: grupo control; F: ratas que recibieron solucién de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metformina 100 mg/kg/
dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina. Diferencias: *p<0,05 vs. C, M y FM. Resultados expresados
como media + SEM, n=3.
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Figura 3. Efectos del tratamiento con fructosa y/o metformina sobre marcadores del potencial
osteoblastico de CMLYV aisladas. (A) Actividad de fosfatasa alcalina. (B) Produccién de colageno
tipo 1. (C) Mineralizacién de la matriz extracelular y (D) expresién génica relativa de Runx2 por
RT-PCR. Las imagenes (E) corresponden a microfotografias de inmunofluorescencia utilizando
anticuerpo anti-a-actina en CMLV aisladas del grupo control. C: grupo control; F: ratas que
recibieron solucion de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metformina 100 mg/kg/dia; FM:
ratas que recibieron fructosa y metformina. Diferencias: *p<0,05 vs. C, My FM; **p<0,01 vs. C,
M y FM. Resultados expresados como media + SEM, n=3-5.
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Efecto de SM y MET oral sobre la glicacion
extracelular y expresion de RAGE

Los animales del grupo F presentaron ni-
veles significativamente mas altos de fructo-
samina sérica, un marcador temprano de la
glicacion extracelular sistémica de proteinas
(Tabla 4).

Asimismo, se realiz6 la deteccién inmu-
nohistoquimica de CML (una estructura AGE
prevalente) y del receptor RAGE en las sec-
ciones aodrticas de todos los grupos experi-
mentales. Se observé un aumento notorio de
CML y RAGE (vs. grupo C) en la tunica media
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de los animales expuestos a fructosa (grupo
F). El cotratamiento oral con MET (grupo FM)
previno completamente ambos aumentos (Fi-
gura 4).

En experimentos con cultivos primarios
de CMLV en los cuales se evalué la expre-
sion génica de RAGE en todos los grupos
experimentales, se observé para las CMLV
del grupo F un aumento significativo en la
expresiéon de RAGE (respecto del grupo
C). El cotratamiento oral con MET (grupo
FM) previno completamente este efecto
(Tabla 4).

Tabla 4. Niveles de fructosamina sérica y expresion génica basal de RAGE en CMLV cultivadas

in vitro.
C
Fructosamina
(mmol/L) 1,33 £ 0,13
RAGE/p-actina 10048

(% del control)

F M FM
2,28 + 0,07 1,32 £ 0,15 1,05+ 0,08
612 + 95** 179 + 61 205 + 63

C: grupo control; F: ratas que recibieron solucién de 20% fructosa; M: ratas que recibieron metformina 100 mg/kg/
dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina. Diferencias: **p<0,01 vs. C, M y FM; **p<0,001 vs. C, My FM.

Resultados expresados como media + SEM, n=3-5.

CML

RAGE

Figura 4. Micrografias representativas del andlisis inmunohistoquimico postincion con DAB, en
secciones de la pared aodrtica (Obj. 40x). La fila superior corresponde a acumulacién extracelular
de carboximetil-lisina (CML) en la pared adrtica. La fila inferior corresponde a expresiéon de RAGE
en la pared adrtica. C: grupo control; F: ratas que recibieron solucién de 20% fructosa; M: ratas
que recibieron metformina 100 mg/kg/dia; FM: ratas que recibieron fructosa y metformina.
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La MET reduce via AMPK la sobreexpresion
génica de RAGE inducida por AGE en CMLV
adrticas

Realizamos experimentos in vitro en los
que se cultivaron CMLV obtenidas de animales
control con AGE-BSA o BSA y/o MET y/o
compuesto C (dorsomorfina, un potente
inhibidor de la activacion/fosforilacion de
AMPK). La exposicion a AGE-BSA incrementé
significativamente la expresion génica relativa
de RAGE en las CMLV (en comparacion
con la BSA no glicada). Este aumento fue
completamente prevenido cuando las células
se coincubaron con AGE-BSA y MET. Sin
embargo, la prevencion mediada por MET
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de la sobreexpresion de RAGE inducida por
AGE, fue abolida por el inhibidor de AMPK
dorsomorfina (Figura 5).

Discusién

El SM agrupa factores de riesgo cardio-
metabdlicos que aumentan la probabilidad de
enfermedad cardiovascular y diabetes melli-
tus tipo 2 (DM2). Se ha demostrado que du-
plica el riesgo de enfermedad cardiovascular
y eleva 1,5 veces la mortalidad por todas las
causas,>® y constituye un predictor indepen-
diente de eventos cardiovasculares futuros.®?
El sistema arterial es un sitio relevante de mi-
neralizacién ectoépica.’”® Algunas patologias
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Figura 5. Efectos de metformina y/o compuesto C (inhibidor de la fosforilacién/activaciéon de
AMPK) sobre la expresion génica relativa de RAGE inducida por AGE in vitro sobre CMLV con-
troles (del grupo C). Las CMLYV fueron incubadas 72 horas en: B: 100 pg/mL de albumina sérica
bovina no glicada (BSA); BM: 100 pg/mL de BSA mas metformina 500 uM; BC: 100 ug/mL de
BSA mas compuesto C 0,5 uM; BMC: 100 pg/mL de BSA mas metformina 500 yM mas com-
puesto C 0,5 uM; A: 100 pg/mL de BSA glicada (AGE-BSA); AM: 100 ug/mL de AGE-BSA mas
metformina 500 pM; AC: 100 pg/mL de AGE-BSA mas compuesto C 0,5 uM; y AMC: 100 pg/
mL de AGE-BSA mas metformina 500 yM mas compuesto C 0,5 uM. Diferencias: ***p<0,001.
Resultados expresados como media + SEM, n=4.
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como DM2, SM e insuficiencia renal, asi como
el envejecimiento, se asocian con depdsitos
de calcio en la pared arterial.>® Estas altera-
ciones reducen la distensibilidad vascular y
aumentan el riesgo de eventos graves, princi-
pales causas de muerte en el mundo.343®

La calcificacién arterial es un proceso re-
gulado y complejo,® en el que la transdiferen-
ciacion osteogénica de las CMLV desempefia
un papel central.’”® Varias condiciones pro-
pias del SM, como hiperglucemia y acumula-
cién de AGE, favorecen este cambio fenotipi-
co y promueven rigidez y depdsito de calcio
en la matriz vascular.®

En este trabajo hemos empleado un mode-
lo experimental de SM inducido por fructosa al
20% en el agua de bebida, previamente carac-
terizado en nuestro laboratorio.?” En el grupo
tratado Unicamente con fructosa observamos
alteraciones metabdlicas comparables a las del
SM humano, incluyendo hiperglucemia, hipertri-
gliceridemia, aumento de la relacion TG/HDLc,
mayor adiposidad y niveles elevados de fructo-
samina como marcador de glicacion temprana.
A nivel vascular, la exposiciéon a fructosa du-
rante seis semanas generd alteraciones histo-
l6gicas compatibles con disfuncion de la tunica
media: reduccién en la relacién entre el grosor
de la capa elastica y la muscular, aumento de
colageno y acumulacion de AGE.

Aunque no se detectaron diferencias signi-
ficativas en el grosor total de la tunica media
ni en el contenido de elastina o calcio in vivo,
estos hallazgos concuerdan con modelos
preclinicos de calcificacion incipiente, como
la inducida por vitamina D3/nicotina,* y con
cambios observados en arterias envejecidas
0 con aterosclerosis temprana, donde la dis-
minucién relativa de elastina suele deberse a
un incremento de otros componentes de la
matriz mas que a una reduccién absoluta de
su contenido.*® Por otro lado, la técnica de
tincién por rojo de Alizarina, si bien es apta
para la deteccién de macrocalcificaciones,
no resulta lo suficientemente sensible para la
identificacion de microcalcificaciones que
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podrian estar presentes en estadios tempra-
nos, para lo que seria mas pertinente el uso de
técnicas mas sensibles como la tincién de Von
Kossa o la cuantificacion de calcio total en te-
jido adrtico mediante reaccién colorimétrica.*!

La metformina (MET), una biguanida euglu-
cemiante de primera linea para el tratamiento
del SM y DM2, ejerce sus efectos principal-
mente mediante activacion de AMPK por inhi-
bicién del complejo | mitocondrial, reduciendo
lipogénesis y gluconeogénesis, y mejorando
la sensibilidad a la insulina. Ademas, actua
por vias independientes de AMPK modu-
lando el metabolismo redox y el microbioma
intestinal.*> “* Desde que se demostré que la
MET reduce complicaciones cardiovasculares
en pacientes con DM2 con sobrepeso en el
United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS, 1998),* multiples estudios han evi-
denciado su papel en disminuir la carga de CA
en pacientes con SM y/o diabetes.

En nuestro modelo, el tratamiento oral con
MET revirti6 las alteraciones metabdlicas in-
ducidas por fructosa (grupo FM vs. F), norma-
lizando glucemia posprandial, trigliceridemia,
relacién TG/HDLc, fructosamina y adiposidad,
alcanzando valores comparables a los contro-
les. A nivel vascular, MET previno los cambios
deletéreos sobre la tunica media inducidos
por la fructosa oral, restaurando la relacion
elastina/colageno, reduciendo la fibrosis y la
acumulacion de AGE. Sin embargo, el trata-
miento con MET de animales no expuestos a
fructosa (grupo M) no indujo diferencias signi-
ficativas en ningun parametro evaluado, res-
pecto de los animales control (grupo C).

En concordancia con las modificaciones
histologicas in vivo, las CMLV aisladas de ani-
males con SM (grupo F) mostraron in vitro un
fenotipo osteogénico, evidenciando aumento
de la expresién génica de Runx2, mayor acti-
vidad FAL, y tendencia al incremento de cola-
geno y mineralizacion de la matriz extracelular.
Este fendmeno coincide con hallazgos previos
en CMLV de ratas diabéticas, donde niveles
elevados de AGE inducen transdiferenciacion
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osteogénica, efecto completamente preveni-
do por MET in vivo o in vitro.?? En estudios con
células estromales de médula 6sea de ratas
diabéticas, también se ha demostrado que la
glicacién extracelular incrementa la expresion
de RAGE, y que MET la previene.*

De manera relevante, las CMLV de animales
tratados con fructosa presentaron aumento de
marcadores osteogénicos incluso en condicio-
nes basales de cultivo, sin inductores osteo-
génicos externos, y dicho efecto fue comple-
tamente prevenido por la coadministracién de
MET in vivo. Estos resultados podrian reflejar
la presencia de subpoblaciones celulares con
fenotipos especificos, fenédmeno descripto en
lesiones ateroscleréticas.*El aumento de AGE
esta estrechamente asociado con obesidad,
hiperglucemia, dislipidemia y resistencia a la
insulina, contribuyendo a las complicaciones
a largo plazo tanto del SM como de la diabe-
tes. Los AGE, dietarios o enddgenos, inducen
estrés oxidativo e inflamacién sostenida tanto
de manera directa como mediante activacion
de RAGE y su consecuente sefializacion infla-
matoria mediada por NFkB.*” En nuestro tra-
bajo, las ratas tratadas con fructosa mostraron
aumento de fructosamina sérica (precursora
de AGE) y, mediante inmunohistoquimica, in-
cremento de CML y RAGE en la tunica media.
Estas observaciones se correlacionaron con un
aumento en la expresion génica de RAGE en
CMLV aisladas y cultivadas in vitro. Tanto los
niveles séricos de fructosamina como la expre-
sion tisular de CML y RAGE, y la expresion gé-
nica aumentada de RAGE, retornaron a valores
control con el tratamiento con MET.

Para profundizar en las implicaciones del eje
AGE/RAGE en la transdiferenciacion osteogéni-
ca y en el papel protector de MET, realizamos
ensayos in vitro con CMLV incubadas con AGE-
BSA. AGE-BSA, en comparacién con BSA no
glicada, incrementd la expresion de RAGE, pero
este efecto fue completamente prevenido por
MET. Asimismo, la inhibicién de AMPK median-
te compuesto C abolié dicha prevencién, indi-
cando un mecanismo dependiente de AMPK.
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Estos hallazgos coinciden con lo estudiado
por otros autores; por ejemplo, Ma y cols. de-
mostraron en un modelo de cultivo de CMLV
en medio osteogénico (sin adicién de AGE ni
glucosa elevada) que la MET previene la trans-
diferenciacién osteogénica de manera dosis
dependiente, suprimiendo la expresién de
Runx2, FAL, BMP2, osteocalcina y el depdsito
de calcio, al tiempo que favorece la expresién
de SM22-a, marcador de fenotipo contractil.
Estos efectos se asociaron a la inhibicion del
piruvato deshidrogenasa quinasa-4 inducida
por p-glicerofosfato a través de la activacion
de AMPK, acompafiada de una reduccién en el
estrés oxidativo. Ademas, la MET indujo direc-
tamente la biogénesis mitocondrial mediada
por AMPK y favorecié la activacion de la mito-
fagia, proceso necesario para sostener dicha
biogénesis y atenuar la transformacién fenoti-
pica de las células.*® Recientemente se ha des-
cripto que la proteasa especifica de ubiquitina
10 inhibe la transdiferenciacion osteogénica
de miocitos vasculares inducida por CML al
promover la activacion de la AMPK;* asimis-
mo, se ha demostrado que la delecién de la
subunidad o2 de AMPK potencia la transdife-
renciacion fenotipica de las CMLYV, lo que pone
de manifiesto el papel central de esta quinasa,
que constituye un efector clave de la accién
de la MET en la regulaciéon de la fisiopatolo-
gia de la calcificaciéon vascular.*°En conjunto,
nuestros resultados sugieren que el SM indu-
cido por fructosa genera un ambiente vascular
procalcificante caracterizado por acumulacion
de AGE, sobreexpresion de RAGE e induccién
de un fenotipo osteoblastico en las CMLV adr-
ticas, propenso al remodelado patoldgico. La
MET puede prevenir completamente estos fe-
ndémenos a nivel sistémico, tisular y celular me-
diante un mecanismo dependiente de AMPK.
Estos hallazgos refuerzan la idea de que la
MET posee propiedades vasculoprotectoras
independientes de su efecto euglucemiante,
actuando sobre el eje AGE/RAGE, modulando
el metabolismo energético celular y limitando la
amplificacion de sefales inflamatorias.
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En conclusion, nuestros experimentos ac-
tuales parecerian indicar que un tratamiento con
metformina podria contribuir a la prevencion de
la arterioesclerosis asociada a un sindrome me-
tabdlico. Sin embargo, dadas las limitaciones
inherentes a todo modelo experimental, se re-
salta que no es posible una extrapolacion direc-
ta de nuestros resultados a situaciones clinicas
concretas en seres humanos.
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CARTA AL EDITOR / Letter to editor

VIDRIO BIOACTIVO EN OSTEOLOGIA: BENEFICIOS EMERGENTES,
SEGURIDAD Y POTENCIAL APLICACION EN CIRUGIA ORTOPEDICA

Wolmark Xiques-Molina';” Katrwin Pérez-Camacho';” Johana Galvan Barrios?*

'Unidad de Investigacion y Desarrollo, Cure Latam Health Technologies. Barranquilla, Colombia.
2Unidad de Cienciometria Biomédica e Investigacion Basada en la Evidencia, Universidad de la

Costa. Barranquilla, Colombia.

Estimadas editoras:

La busqueda de biomateriales innovado-
res que permitan mejorar los resultados en ci-
rugia ortopédica constituye un eje central de
la investigacion traslacional contemporanea.’
En este campo, el vidrio bioactivo ha desper-
tado un renovado interés como opcion capaz
de integrar biocompatibilidad, seguridad an-
timicrobiana y propiedades regenerativas en
un mismo material.? A pesar de que su desa-
rrollo se inici6 hace mas de cinco décadas,
la reciente evidencia clinica y experimental
sugiere que este biomaterial podria ampliar su
espectro de uso en osteologia, ofreciendo be-
neficios relevantes en escenarios donde per-
sisten importantes desafios: defectos 6seos
complejos, osteomielitis crénica y la preven-
cion de infecciones asociadas a implantes.®

Uno de los principales atributos del vidrio
bioactivo es su perfil de seguridad.*® Numero-
sos estudios han demostrado que este mate-
rial es biocompatible, no citotéxico y presen-
ta una integraciéon adecuada con los tejidos
6seos y blandos circundantes.*®” En contacto
con fluidos corporales, el vidrio bioactivo libera
iones de calcio, sodio y silicato, lo que genera
un entorno alcalino que inhibe la proliferacion

bacteriana y favorece la formacion de una
capa de hidroxiapatita similar a la del hueso
natural.” Esta caracteristica lo diferencia de
otros materiales de relleno éseo, al combinar
una accion osteoconductiva con un efecto
antimicrobiano intrinseco que no depende del
uso de antibiéticos y que, por lo tanto, no se
asocia con el riesgo de generar resistencia
bacteriana.®’

En el ambito de la osteologia se ha docu-
mentado que el vidrio bioactivo es capaz de
estimular la diferenciacion osteoblastica y la
proliferacion de células madre mesenquima-
les, promoviendo tanto la osteoconduccién
como la osteoinduccién.'? Esta doble accion
explica por qué ha sido considerado un susti-
tuto éseo alternativo o un complemento a de
los injertos autélogos y aloinjertos, con la ven-
taja de evitar la morbilidad asociada a la toma
de injertos.”? Adicionalmente, la evidencia
reciente en modelos experimentales muestra
que puede modular la respuesta inflamatoria,
reducir el dolor posoperatorio y contribuir a
una integracién mas estable de prétesis y dis-
positivos implantables.’"?

Desde la perspectiva clinica, los avances
mas significativos se han observado en el
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tratamiento de la osteomielitis crénica, en
donde formulaciones especificas de vidrio
bioactivo (como S53P4) han alcanzado tasas
de curacion superiores al 85%, con reduccién
en la necesidad de antibi6ticos sistémicos y
menor riesgo de recidiva.*® Estos resultados
no solo sugieren un beneficio directo para los
pacientes, sino que ademas se alinean con la
necesidad global de reducir el uso indiscri-
minado de antibiéticos en cirugia ortopédi-
ca.*5 Paralelamente, se explora su utilizacion
como material de relleno en defectos 6seos
postraumaticos, en artroplastias y en cirugias
reconstructivas complejas, donde los desen-
laces a largo plazo dependen en gran medida
de la osteointegracion y la prevencion de in-
fecciones.®*®

No obstante, es necesario reconocer que,
pese a los beneficios sefialados, el vidrio bio-
activo carece todavia de estudios clinicos a
gran escala en cirugia ortopédica, especial-
mente en procedimientos de reemplazo arti-
cular y reconstruccién 6sea. La mayor parte
de la evidencia disponible proviene de estu-
dios in vitro, modelos animales y series cli-
nicas limitadas. Por ello, resulta fundamental
que la comunidad cientifica y clinica impulse
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investigaciones multicéntricas, comparativas
y a largo plazo que permitan establecer su
verdadero papel en la practica quirdrgica ruti-
naria. Esto representa un importante nicho de
investigacion, orientado a una necesidad en
investigacion clinica y de ortopedia y osteo-
logia.®°

Mas alla de los retos metodoldgicos, la
incorporacion del vidrio bioactivo en cirugia
ortopédica puede interpretarse como una
apuesta estratégica hacia la innovacién res-
ponsable. Su potencial para reducir compli-
caciones infecciosas, acelerar la regeneracién
6sea y mejorar la calidad de vida de los pa-
cientes lo posiciona como un biomaterial pro-
metedor. En un contexto donde los sistemas
de salud buscan alternativas costo-efectivas
y seguras, el desarrollo de evidencia sélida
sobre este material no debe verse como un
interés aislado, sino como una oportunidad
para transformar el abordaje de las patologias
osteoarticulares mas complejas.

En conclusién, el vidrio bioactivo repre-
senta un campo emergente en osteologia que
conjuga propiedades antimicrobianas, osteo-
génicas y de seguridad, con posibles aplica-
ciones directas en cirugia ortopédica (Tabla 1).

Tabla 1. Aspectos practicos del vidrio bioactivo para su uso en cirugia ortopédica.’?47

Variable

Seguridad y biocompatibilidad

Propiedades antimicrobianas

Capacidad osteogénica

Aplicaciones clinicas

Resultados documentados

Limitaciones actuales

Evidencia y beneficios descriptos

No citotoxico, integracion estable con el hueso, ausencia de

reacciones adversas significativas

Cambio de pH local que inhibe bacterias, eficacia frente a biofilms,

sin riesgo de resistencia bacteriana

Estimula osteoblastos y células madre mesenquimales, favorece

osteoconduccién y osteoinduccion

Osteomielitis crénica, defectos éseos, artroplastias, cirugias

reconstructivas

Curacion en osteomielitis > 85%, menor necesidad de antibidticos
sistémicos, mejor integracién protésica

Escasez de ensayos clinicos a gran escala, evidencia aun limitada

en reemplazo articular
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Reconocer su potencial y, al mismo tiempo,
sefialar la necesidad de estudios clinicos ro-
bustos es el primer paso para abrir un debate
académico y cientifico que contribuya a de-
finir su verdadero lugar en la practica quirdr-
gica.
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