Volumen 4 - Numero 4 - Noviembre-Diciembre 2012




Nuestra portada

les de la vena del
cordén umbilical
Segdl (HUVEC)

| Autores:

Raquel Santiago
Mora, Antonio
Casado Diaz,

y José Manuel

| Quesada

Director
Manuel Sosa Henriquez

Redactora Jefe
M? Jesus Gomez de Tejada Romero

Angiogénesis a partir
de células endotelia-

Sociedad Espaiiola de Investigacion Osea
y del Metabolismo Mineral (SEIOMM)

Presidente
Javier del Pino Montes

Vicepresidente
Josep Blanch Rubio

Secretaria
M? Jesus Moro Alvarez

Tesorera
Carmen Valero Diaz de Lamadrid

Paseo de la Castellana, 135 (7* planta)
28046 Madrid

Telf: +34-917906834
Fax: +34-917906869

e-mail: selomm@seiomm.org

http://www.seiomm.org

Edicion

2 ibanez « Plaza .

Avda. Reina Victoria, 47 (6° D)
28003 Madrid

Telf./Fax +34-915 538 297
e-mail: correo@ibanezyplaza.com
http://www.ibanezyplaza.com
Magquetacion

Concha Garcia Garcia
Traduccion inglés

Andrew Stephens

Impresion

Imprenta Narcea

Soporte Valido

32/09-R-CM

Deposito Legal

AS-4777-09

ISSN 1889-836X

Vol. 4 - N2 4 - Noviembre-Diciembre 2012

10

Esclerostina y hueso en la diabetes mellitus tipo 2
Jédar Gimeno E

109

Variables que influyen en las concentraciones
de esclerostina en los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 y su asociacion con el metabolis-
mo 6seo

Garcia-Martin A, Reyes-Garcia R, Rozas-Moreno P,
Varsavsky M, Luque-Fernandez I, Avilés-Pérez MD,
Mufoz-Torres M

117 Efectos osteogénicos de la PTHrP (107-111)
cargada en bioceramicas en un modelo de rege-
neracion osea tras un defecto cavitario en el
fémur de conejo
Lozano D, Trejo CG, Manzano M, Doadrio JC, Salinas
AJ, Dapia S, Caeiro Rey JR, Gémez-Barrena E, Vallet-
Regi M, Garcia-Honduvilla N, Bujan ], Esbrit P

127 Osteointegracion y biocompatibilidad in vivo de
ceramicas bioinspiradas de carburo de silicio
en un modelo experimental en conejo
Guede D, Pereiro I, Solla E, Serra |, Lopez-Pefia M,
Mufioz F, Gonzalez-Cantalapiedra A, Caeiro JR,
Gonzalez P

133 Expresion de RANKL y OPG en osteoblastos
primarios
Delgado-Calle ], Safiudo C, Sumillera M, Garcés CM,
Riancho JA

141

Metastasis 0seas y compresion medular como
debut de carcinoma folicular de tiroides
Civantos Modino S, Navea Aguilera C, Pavon de Paz I,
Almodovar Ruiz F, Elviro Pefia MR

1 45 Metastasis costal derecha de adenocarcinoma
de préstata
Espasa Font L, Supervia A, Del Bafio F, Sarbu MI

1 49 Crisis hipercalcémica por tumoracion parati-
roidea compleja: un dilema diagndstico y qui-
rirgico
Ovejero Gomez V], Diez Muiiiz-Alique M, Diez Lizuain
ML, Pérez Martin A, Azcarretazidbal Gonzalez-
Ontaneda T, Ingelmo Setien A

154

Envio de originales:
revistadeosteoporosisymetabolismomineral@ibanezyplaza.com

Version on-line:
http://www.revistadeosteoporosisymetabolismomineral.com



COMITES / Rev Osteoporos Metab Miner 2012 4;4:103

Comité Editorial

Teresita Bellido, Ph.D.

Department of Medicine, Division of Endocrinology. Indiana
University School of Medicine. Indianapolis, Indiana. Estados
Unidos

Ernesto Canalis. MD, PhD

St Francis Hospital and Medical Center, Hartford, Connecticut.
University of Connecticut. School of Medicine, Farmington,
Connecticut. Estados Unidos

Patricia Clark Peralta. MD, PhD

Facultad de Medicina, UNAM. Unidad Clinica Epidemiolégica.
Hospital Infantil Federico Gémez. México DF. México

Dr. Javier del Pino Montes
Departamento de Medicina. Universidad de Salamanca. Seccion

Espana

Dr. Manuel Diaz Curiel

Universidad Auténoma de Madrid. Unidad de Metabolismo Oseo.
Hospital Fundacion Jiménez Diaz. Instituto de Investigacion FJD.
Fundacion Hispana de Osteoporosis y Metabolismo Mineral (FHOE-
MO). Madrid. Espaia

Dr. Adolfo Diez Pérez

Universidad de Barcelona. Servicio de Medicina Interna. Instituto
Municipal de Investigacion Médica. (IMIM). Hospital del Mar.
Barcelona. Espana

Dr. Oswaldo Daniel Messina

Facultad de Medicina. Universidad de Buenos Aires. Hospital
Cosme Argerich. Buenos Aires. Argentina

Dra. Maria Jesiis Gomez de Tejada Romero

(Redactora Jefe)

Universidad de Sevilla. Departamento de Medicina. Sevilla. Espana
Dr. Manuel Sosa Henriquez

(Director)

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Grupo de
Investigacion en Osteoporosis y Metabolismo Mineral. Hospital
Universitario Insular. Servicio de Medicina Interna. Unidad
Metabolica Osea. Las Palmas de Gran Canaria. Espafia

de Reumatologia. Hospital Universitario de Salamanca. Salamanca.

Vol. 4 - N° 4 - November-December 2012

Sclerostin and bone in diabetes mellitus type 2
Jodar Gimeno E

Variables which influence concentrations of sclerostin in
patients with diabetes mellitus type 2 and its association with
bone metabolism

Garcfa-Martin A, Reyes-Garcia R, Rozas-Moreno P, Varsavsky M,
Luque-Fernandez I, Avilés-Pérez MD, Mufioz-Torres M
Osteogenic effects of PTHrP (107-111) loaded in biocera-
mics in a model of bone regeneration after a cavitary defect
in the femur of a rabbit

Lozano D, Trejo CG, Manzano M, Doadrio JC, Salinas AJ, Dapia S,
Caeiro Rey JR, Gomez-Barrena E, Vallet-Regi M, Garcia-Honduvilla N,
Bujan J, Esbrit P

Osteointegration and biocompatibility in vivo of bio-inspired
silicon carbide ceramics in an experimental model in rabbits
Guede D, Pereiro I, Solla E, Serra ], Lopez-Pefia M, Muiioz F,
Gonzalez-Cantalapiedra A, Caeiro JR, Gonzalez P

Expression of RANKL and OPG in primary osteoblasts
Delgado-Calle ], Safiudo C, Sumillera M, Garcés CM, Riancho JA

Bone metastases and cord compresion debut as follicular
thyroid carcinoma

Civantos Modino S, Navea Aguilera C, Pavon de Paz I, Almodovar
Ruiz F, Elviro Pefia MR

Costal right metastasis of prostate adenocarcinoma

Espasa Font L, Supervia A, Del Bafio F, Sarbu MI

Hypercalcemia crisis due to complex parathyroid tumour: a
diagnostic and surgical dilemma

Ovejero Gomez V], Diez Muhiz-Alique M, Diez Lizuain ML, Pérez
Martin A, Azcarretazabal Gonzalez-Ontaneda T, Ingelmo Setien A

Comité de Expertos

Pilar Aguado Acin

Javier Alegre Lopez

Maria José Amérigo Garcia
Abdon Arbelo Rodriguez
Miguel Arias Paciencia
Emilia Aznar Villacampa
Chesis Beltrdn Audera

Pere Benito Ruiz

Santiago Benito Urbina
Miguel Bernard Pineda
Pedro Betancor Le6n

Josep Blanch i Rubid

José Antonio Blizquez Cabrera
José Ramon Caeiro Rey
Javier Calvo Catala

M?* Jests Cancelo Hidalgo
Jorge Cannata Andia
Antonio Cano Sinchez
Cristina Carbonell Abella
Jordi Carbonell Abelld

Pedro Carpintero Benitez
Enrique Casado Burgos
Santos Castafieda Sanz
Fidencio Cons Molina

Sonia Dapia Robleda
Bernardino Diaz Lopez
Casimira Dominguez Cabrera
Anna Enjuanes Guardiola
Pedro Esbrit Argiielles
Fernando Escobar Jiménez
José Filgueira Rubio

Jordi Fiter Areste

Juan José Garcia Borrds
Juan Alberto Garcia Vadillo
Eduardo Girona Quesada
Carlos Gomez Alonso
Milagros Gonzilez Béjar
Jesis Gonzalez Macias
Emilio Gonzilez Reimers
Jenaro Grana Gil

Silvana di Gregorio

Daniel Grinberg Vaisman
Nuria Guanabens Gay
Roberto Giierri Fernandez
Federico Hawkins Carranza
Diego Herndndez Hernindez
José Luis Hernandez Herndndez
Gabriel Herrero-Beaumont Cuenca
Esteban Jodar Gimeno

Fernando Lecanda Cordero
Pau Lluch Mezquida

José Andrés Lopez-Herce Cid
M?* Luisa Marifoso Barba
Guillermo Martinez Diaz-Guerra
Marfa Elena Martinez Rodriguez
Julio Medina Luezas

Leonardo Mellivobsky Saldier
Manuel Mesa Ramos

Pedro Mezquita Raya

Ana Monegal Brancos

Josefa Montoya Garcia

Maria Jests Moro Alvarez
Manuel Munoz Torres

Laura Navarro Casado

Manuel Naves Garcia

José Luis Neyro Bilbao

Xavier Nogués i Solan

Joan Miquel Nolla Solé

José Antonio Olmos Martinez
Norberto Ortego Centeno
Santiago Palacios Gil-Antufiano
Esteban Pérez Alonso

Ramon Pérez Cano

José Luis Pérez Castrillon

Luis Pérez Edo

Pilar Peris Bernal

Concepcion de la Piedra Gordo
José Manuel Quesada Gomez
Enrique Raya Alvarez

Rebeca Reyes Garcia

José Antonio Riancho Moral
Luis de Rio Barquero

Luis Rodriguez Arboleya
Minerva Rodriguez Garcia
Antonia Rodriguez Hernindez
Manuel Rodriguez Pérez
Montana Roman Garcia
Inmaculada Ros Villamajo
Rafael Sinchez Borrego
Armando Torres Ramirez
Antonio Torrijos Eslava

Carmen Valdés y Llorca

Carmen Valero Diaz de Lamadrid
Ana Weruaga Rey

Jaime Zubieta Tabernero
METODOLOGIA Y DISENO DE DATOS
Pedro Saavedra Santana

José Maria Liminana Canal

Bernardino Diaz Lépez

José Luis Herndndez Herndndez
Juan José Garcia Borras
Federico Hawkins Carranza
Manuel Mesa Ramos

Norberto Ortego Centeno
Javier del Pino Montes

Enrique Casado Burgos

M? Luisa Marifioso Barba
Sonia Dapia Robleda

Beatriz Gonzdlez Lopez de Valcarcel
Pedro Saavedra Santana
Manuel Sosa Henriquez

Mario Vicente Barrero

José Antonio Blazquez Cabrera
José Antonio Riancho Moral
José Luis Pérez Castrillon

Ana Monegal Brancds

Manuel Naves Diaz

Daniel Grinberg Vaisman

Ana Weruaga Rey

Revisores Volumen 4 (2012)

La Junta Directiva de la SEIOMM y la Direccion de la Revista les
agradece su inestimable colaboracion.

Laura Navarro Casado

Jordi Carbonell Abelld

José Luis Neyro Bilbao

M? Jestis Cancelo Hidalgo
Guillermo Martinez-Diaz Guerra
Pilar Peris Bernal

Manuel Sosa Henriquez

M? Jestis Gémez de Tejada Romero
Xavier Nogués i Solan

Jenaro Grana Gil

Pau Lluch Mezquida

Carlos Gémez Alonso

Diego Hernandez Hernandez
Silvana di Gregorio

Minerva Rodriguez Garcia
Rebeca Reyes Garcia

Esteban Pérez Alonso

Ernesto Cannalis

Ramon Pérez Cano

Roberto Carlos Giierri Fernandez
Gabriel Herrero-Beaumont Cuenca




EDITORIAL / Rev Osteoporos Metab Miner 2012 4;4:105-106 @

Esclerostina y hueso en la diabetes mellitus tipo 2

Jodar Gimeno E

Jefe del Servicio de Endocrinologia y Nutricion Clinica - Hospital Universitario Quirdn - Madrid

Correspondencia: Esteban Jodar Gimeno - Hospital Universitario Quirén - C/Diego de Velazquez, 1 -

28223 Pozuelo de Alarcon - Madrid (Espana)
Correo electrénico: ejodar.mad@quiron.es

n el presente ndmero, Garcia-
Martin y cols.! del grupo de trabajo
del Dr. Munoz de Granada publi-
can que los niveles circulantes de
esclerostina —la proteina codificada
por el gen SOST que inhibe la via
osteblastica Wnt— dependen del
sexo, la edad y la funcion renal en
pacientes con diabetes mellitus de tipo 2 (DM2).
Ademas, demuestran, en contra de lo esperado,
una relaciéon negativa con los marcadores de
remodelado 6seo, y positiva con la densidad
mineral 6sea (DMO). Finalmente, muestran que
los niveles séricos de esclerostina son menores en
pacientes con DM2 y osteoporosis sin relacion
con la presencia de fracturas.
La DM2 es una enfermedad de alta prevalencia
—hasta el 12-15% de la poblacion adulta de nues-
tro pais>~ y de enorme impacto sobre la morbi-
mortalidad y sobre la calidad de vida. Es bien
conocida su relacion con complicaciones micro-
vasculares —retinopatia, nefropatia y neuropatia
diabética— y macro-vasculares —enfermedad coro-
naria arterial, arterial periférica y cerebro-vascu-
lar—. En fechas mds recientes se han reconocido
nuevas complicaciones claramente relacionadas
con la diabetes, entre las que la osteoporosis o la
enfermedad 6sea metabdlica de la diabetes es un
ejemplo notable.
La enfermedad 6sea metabdlica en los sujetos con
DM2 se caracteriza por la presencia de una densi-
dad mineral 6sea (DMO) promedio incrementada
a pesar de lo cual aparece un nimero de fracturas
—especialmente apendiculares— claramente supe-
rior al esperado. Obviamente, esta situacion se ha
interpretado como una alteracion de la calidad
Osea, esto es, de las caracteristicas materiales y
estructurales del tejido Oseo, relacionada mas o
menos directamente con la hiperglucemia cronica
que sufren los sujetos con DM?. En este sentido, el
trabajo de Garcia-Martin y cols.! podria indicar
que el aumento de esclerostina en sujetos con
DM2 supone una reduccion del remodelado que,

aunque disminuye la pérdida 6sea y aumenta la
DMO, origina un hueso bio-mecdnicamente
menos competente.

Por otra parte, durante la dltima década se han
demostrado nuevas e inesperadas funciones del
esqueleto sobre el resto del organismo. Hemos
asistido al descubrimiento y caracterizacion del
factor de crecimiento de fibroblastos-23 (FGF23),
producido basicamente por los osteocitos, como
no sélo un factor fosfatirico, sino también una
hormona de origen 6seo inhibidora de hormonas
calciotropas —PTH y hormona D-.

Entre estas nuevas funciones emerge el papel del
tejido 6seo en el control del metabolismo energé-
tico que se alcanza a través de la secrecion de
osteocalcina (BGP), a la que también debemos
considerar una hormona de produccion osteoblds-
tica reguladora de la secrecion de insulina, de la
sensibilidad a la insulina y del gasto energético. La
via de senalizacion de insulina en los osteoblastos
(OBs) potencia la homeostasis corporal de gluco-
sa a través de la regulacion negativa de la carbo-
xilacion de BGP y su biodisponibilidad, mostran-
do un tipico feed-back negativo hormonal. La
senal insulinica en los OBs estimula no solo la
adquisicion de hueso postnatal, sino también la
resorcion 6sea a través del sistema simpatico’®.
Ademas, la leptina —una adipoquina anorexigena
secretada tras la adquisicion de 4cidos grasos por
los adipocitos— que actia sobre el hipotalamo
también influencia la carboxilacion de BGP, y, por
lo tanto, regula el metabolismo 6seo y el hidrocar-
bonado’.

El trabajo recogido en el presente nimero sugiere
un papel de la esclerostina en la aparicion de la
enfermedad 6sea de la DM2. Otras aportaciones
de este mismo grupo han demostrado la presen-
cia de mayores concentraciones de esclerostina en
sujetos con DM2 frente a los controles que, ade-
mas de relacionarse con la DMO y los marcadores
de remodelado, se correlacionaron con el tiempo
de evolucion de la diabetes y con el control glu-
cémico (medido como HbAlc)*.
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Asi las cosas, esta linea de investigacion demuestra
que la esclerostina estd aumentada en sujetos con
DM2 correlacionandose con la duracion y control
de la enfermedad, lo que hace de esta molécula,
cuando menos, un potencial mediador en la géne-
sis de la enfermedad 6sea de la diabetes. Su exac-
to papel entre otros mediadores hormonales libe-
rados por el hueso (a los que deberiamos empezar
a llamar osteoquinas, si no hormonas Oseas) estd
aun por dilucidarse y, lo que resulta aun mas atrac-
tivo, podria acercarnos a encontrar el nexo entre la
enfermedad 6sea metabdlica y el elevado riesgo
cardiovascular en la DM2.
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Resumen

Fundamento y objetivos: La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se asocia a un incremento del riesgo de frac-
turas cuyos mecanismos subyacentes son complejos. El objetivo de nuestro estudio fue analizar las varia-
bles que influyen en la concentracion sérica de esclerostina y la relacion con el metabolismo 6seo en un
grupo de pacientes DM2.

Pacientes y métodos: Estudio transversal de 76 pacientes con DM2. Se recogieron datos clinicos, parime-
tros bioquimicos basicos, hormonas calciotropas, marcadores de remodelado 6seo, radiologia vertebral y
densidad mineral 6sea (DMO). Se determinaron las concentraciones séricas de esclerostina mediante
ELISA (Biomedica, Austria).

Resultados: Los varones presentaron concentraciones mds elevadas que las mujeres (63,15+27,03 vs.
43,14£17,08 pmol/L, p<0,001). Encontramos una relacién positiva entre esclerostina y edad en los varo-
nes con DM2 (r=0,338, p=0,031) y entre esclerostina y creatinina en la muestra total (ajuste a edad:
r=0,362, p<0,001). Asimismo, se relacioné negativamente con la fosfatasa alcalina 6sea (FAO) (1=-0,259,
p=0,029), el telopéptido carboxiterminal del colageno tipo 1 (CTX) (1=-0,350, p=0,002) y la fosfatasa acida
tartrato resistente 5p (TRAP5P) (r=-0,289, p=0,013). La DMO en columna lumbar, cuello femoral y cade-
ra total se asocioé de forma positiva con la esclerostina (r=0,373, r=0,492, r=0,524, p<0,001) ajustando por
edad. Los niveles séricos de esclerostina fueron mas bajos en pacientes con DM2 y osteoporosis frente a
los no osteopordticos (42,96+£19,16 vs. 56,95+25,98 pmol/L, p=0,041).

Conclusiones: El sexo, la edad y la funcion renal son factores determinantes en los niveles circulantes de
esclerostina en pacientes con DM2. Existe una relacion negativa con los marcadores de remodelado, y posi-
tiva con la DMO. Los niveles séricos de esclerostina son mis bajos en pacientes con DM2 y 0steoporosis.

Palabras clave: esclerostina, diabetes mellitus tipo 2, metabolismo dseo.

Abreviaturas: CF: cuello femoral; CL: columna lumbar; CT: cadera total; CTX: telopéptido carboxitermi-
nal del colageno tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2; DMO: densidad mineral 6sea; DXA: absorciome-
tria dual de rayos X; FAO: fostatasa alcalina 6sea; FG: filtrado glomerular; GBP: glucemia basal plasmati-
ca; HbAlc: hemoglobina glicada; IMC: indice de masa corporal; PTH: parathormona; OC: osteocalcina;
TRAP5p: fosfatasa dcida tartrato resistente 50; 25(OH)D: 25-hidroxivitamina D.
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Variables which influence concentrations of sclerostin in patients with
diabetes mellitus type 2 and its association with bone metabolism

Summary

Background and objectives: Diabetes mellitus type 2 (DM2) is associated with an increased risk of frac-
tures whose underlying mechanisms are complex. The objective of this study was to analyse the varia-
bles which influence blood concentrations of sclerostin and the relationship with bone metabolism in a
group of DM2 patients.

Patients and methods: A transversal study of 76 patients with DM2. Clinical data, basic biochemical para-
meters, calciotropic hormones, markers for bone remodelling, vertebral X-rays and bone mineral density
(BMD) were gathered. Blood concentrations of sclerostin were determined using ELISA (Biomedica,
Austria).

Results: The males had higher concentrations than the females (63.15£27.03 vs 43.14+17.08 pmol/L,
p<0.001). We found positive relationships between sclerostin and age in males with DM2 (r=0.338,
p=0.031) and between sclerostin and creatinine in the whole sample (adjusted for age: 1=0.362, p<0.001).
Also, it had a negative relationship with bone alkaline phosphatase (BAP) (1=-0.259, p=0.029), carboxy-
terminal telopeptide of type 1 collagen (CTX) (r=-0.356, p=0.002) and tartrate-resistant acid phosphatase
5 (TRAPP) (r=-0.289, p=0.013). BMD in the lumbar spine, femoral neck and total hip were positively
associated with sclerostin (r=0.373, r=0.492, r+0.524, p<0.001) adjusted for age. Blood levels of sclerostin
were lower in patients with DM2 and osteoporosis than those who were non-osteoporotic (42.96+19.16
vs 56.95+25.98 pmol/L, p=0.041).

Conclusions: Sex, age and renal function are determining factors of levels of sclerostin in the circulation
of patients with DM2. There is a negative relationship with remodelling markers and a positive one with
BMD. Blood levels of sclerostin are lower in patients with DM2 and osteoporosis.

Key words: sclerostin, diabetes mellitus type 2, bone metabolism.

Abbreviations: FN: femoral neck; LS: lumbar spine; TH: total hip; CTX: carboxy-terminal telopeptide of
type 1 collagen; DXA: dual X-ray absorptiometry; BAP: bone alkaline phosphatase; GF: glomerular filtra-
tion; BBG: basal blood glucose; HbAlc: glycated haemoglobin; BMI: body mass index; PTH: parathormo-
ne; OC: osteocalcin; TRAPP: tartrate-resistant acid phosphatase 5p; 25(OH)D: 25-hydroxyvitamin D.

Introduccion

La osteoporosis y la diabetes mellitus son dos
enfermedades de alta prevalencia que se asocian
a un aumento del riesgo de fracturas por fragili-
dad, y con un sustancial impacto sobre la morbili-
dad y mortalidad de la poblacién general. Aunque
diversos estudios observacionales han investigado
la asociacion entre ambas, el mecanismo por el
que la diabetes favorece la aparicion de fracturas
no se encuentra adecuadamente establecido. El
descubrimiento de la via Wnt, que estimula la
diferenciacion de precursores osteobldsticos, ha
supuesto un avance reciente en el conocimiento
de la homeostasis 6sea'. Asi, el papel de esta via
de senalizacion y sus antagonistas puede ser cru-
cial en la patogenia de las alteraciones de la cali-
dad 6sea observadas en la diabetes mellitus.

Los datos publicados en animales de experimen-
tacion se centran en el analisis de la expresion géni-
ca y la concentracion en el microambiente dseo de
algunas de las proteinas involucradas. De hecho, un
estudio en ratones con diabetes mellitus tipo 1
(DM1) inducida por estreptozotozina demostro
supresion de la expresion génica de esclerostina,
aumento de la apoptosis de los osteocitos y bajas

concentraciones de P-catenina total y nuclear’. Por
otro lado, Nuche-Berenguer y cols. demostraron que
la expresion génica de Dkk1 y SOST en modelos de
ratas con DM2 se encontraba suprimida, mientras
que en modelos de ratas insulinrresistentes se evi-
denci6 una sobreexpresion génica de SOST asocia-
da a un aumento de los niveles de ARNm de LRP5°.

Previamente describimos que los niveles de
esclerostina se encuentran elevados en los pacien-
tes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2)', coinci-
diendo con los resultados de Nuti y cols.’. El obje-
tivo de nuestro estudio fue analizar las variables
que influyen en la concentracion sérica de escle-
rostina y la relaciéon con el metabolismo 6seo en
un grupo de pacientes con DM2.

Pacientes y métodos

Poblacion del estudio

Nuestro estudio, de caracter transversal, inclu-
yo6 un grupo de pacientes con DM2 diagnosticados
segin los criterios de la American Diabetes
Association®. Fueron reclutados consecutivamente
desde enero de 2006 a diciembre de 2007 en la
consulta de Endocrinologia y Nutricion del
Hospital Universitario San Cecilio de Granada.
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Tabla 1. Caracteristicas de la muestra de estudio

n=76 Varones n=41 Mujeres n=35

Edad (afios) 57,9+6,5 57,4+6,8 58,6+6,1
IMC (kg/m?) 31,3+5,7 29,8+4,4 33£0,6
Duracion diabetes (afios) 13,4+7,5 13,2+6,7 13,6+8,5
Parametros séricos:

- GBP (mg/dL) 174,8+62,9 177+65,3 172,3£60,9

- HbAlc (%) 8+1,9 8,122 7,9+1,8

- Creatinina (mg/dL) 0,9+0,2 0,8+0,3 1+0,1

- IFG (ml/min/1,73 m? 93,4+26,9 95,8+29,5 92,3+24,3

- Calcio (mg/dL) 9,6£0,5 9,620,5 9,4+0,5

- Fosforo (mg/dL) 3,7+0,6 3,6+0,6 3,8+0,4

- PTH (pg/mL) 38,7+18,4 33,5+15,2 43,8420

- 25(0H)D (ng/mL) 17,6£11,2 17,6£10,1 18,1£12,5

- OC (ng/mL) 1,45£1,27 1,35£1,19 1,62+1,33

- FAO (ng/L) 14,8+6,5 13,4+4,2 16,6£8,3

- CTX (ng/mL) 0,212+0,13 0,163+0,082 0,264%0,14

- TRAP5B (UI/L) 1,38+1 1,26%0,96 1,5621,02

- Esclerostina (pmol/L) 53,93+24,95 63,15+27,03 43,14£17,08
Pardmetros DXA:

- DMO CL (g/cm?) 0,949+0,142 0,963+0,131 0,932+0,153

- DMO CF (g/cm® 0,818+0,13 0,861+0,131 0,766+0,109

- DMO CT (g/cm?) 0,905+0,142 0,942+0,145 0,859+0,127

- T-score CL 1,3+1,3 1,375+1,218 1,317+1,452

- T-score CF -0,59+1 -0,461+1,052 -0,758+0,981

- T-score CT -0,611 -0,568+1 -0,661£1,03
Osteoporosis (%) 19,7 9,2 10,5
Fracturas vertebrales (%) 26,3 18,4 7.9

IMC: indice de masa corporal; GBP: glucemia basal plasmatica; HbAlc: hemoglobina glicada; IFG: indice de
filtrado glomerular; PTH: parathormona; 25(OH)D: 25-hidroxivitamina D; OC: osteocalcina; FAO: fostatasa alca-
lina 6sea; CTX: telopéptido carboxiterminal del colageno tipo 1; TRAPSf: fosfatasa acida tartrato resistente 5f3;
DMO: densidad mineral 6sea; CL: columna lumbar; CF: cuello femoral; CT: cadera total.

Todos los pacientes cumplieron los siguientes
criterios de inclusion: caucdsicos, ambulatorios,
edad entre 35 y 65 afos y valores normales de
hemograma, creatinina, funcién hepatica, calcio y
fésforo. Los criterios de exclusion fueron: enfer-
medad cronica excepto la DM2, situaciones que
afectan el metabolismo 6seo (enfermedad de
Paget, artritis reumatoide, hiperparatiroidismo,
hipercortisolismo, tumores malignos, trasplante) y
tratamiento con firmacos que interfieren en el

metabolismo 6seo (suplementos de calcio, prepa-
rados de vitamina D, moduladores selectivos del
receptor estrogénico, calcitonina, terapia estrogé-
nica, antirresortivos, tiazidas, glucocorticoides o
anticonvulsionantes).

El estudio se realiz6 con la aprobacion del
comité ético del hospital y se ajusto a las directri-
ces pertinentes para la investigacion en humanos.
Todos los pacientes firmaron el consentimiento
informado para su inclusion.
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Figura 1. Niveles séricos de esclerostina en funcion del sexo  Figura 2. Correlacion entre esclerostina y edad
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Determinaciones analiticas

La glucemia basal plasmatica (GBP), hemoglo-
bina glicada (HbAlc), calcio, fésforo y creatinina
fueron medidos usando las técnicas automatizadas
del laboratorio. La tasa de filtrado glomerular (FG)
fue estimada mediante la ecuacion de Cockcroft-
Gault. Se determinaron los niveles séricos de para-
thormona (inmunoensayo para PTH, Roche
Diagnostics SL, Barcelona, Espana) y 25-hidroxivi-
tamina D (25-OH-D, radioinmunosayo, DiaSorin,
Stillwater, Minnesota, EE.UU.).

Los marcadores del remodelado 6seo de forma-
cion recogidos fueron: osteocalcina (OC, radioinmo-
nuensayo, DiaSorin, Stillwater, Minnesota EE.UU.) y
fosfatasa alcalina 6sea (FAO, ELISA, Tandem-R
Ostase TM, Hybritech Europe, Liege, Bélgica). Los
marcadores de resorcion incluidos fueron: fosfatasa
acida tartrato resistente 5@ (TRAPS5B, colorimetria,
Hitachi 704 Boehringer Manheim GmbH) y telopép-
tido carboxiterminal del colageno tipo 1 (CTX, inmu-
noensayo enzimatico, analizador Elecsys CrossLaps,
Roche Diagnostics SL, Barcelona, Espana).

Los niveles séricos de esclerostina fueron
medidos mediante ELISA (Biomedica, Austria). En
nuestro laboratorio, dos muestras de concentra-
cién conocida fueron testadas 6 veces para calcu-
lar la variabilidad intraensayo que fue del 4% y
dos muestras de concentracion conocida fueron
testadas para calcular la variabilidad interensayo
que fue del 3%. La medida de esclerostina se
expresa en picomoles por litro (pmol/L) y el nivel
minimo de deteccion fue <10 pmol/L.

Densidad mineral osea y estudio radiologico
vertebral

La densidad mineral 6sea (DMO) de columna
lumbar (CL) L2-14, cuello femoral (CF) y cadera total
(CD) fue determinada en todos los pacientes median-
te absorciometria dual de rayos X (DXA) usando el
densitometro Hologic® QDR-4500 (Whatman, MA;
coeficiente de variacion <1%). Todas las medidas fue-

ron hechas por el mismo operador. Usamos los crite-
rios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para el diagnostico de osteoporosis’. También se rea-
liz6 radiologia simple (RX) de columna dorsal y lum-
bar para el andlisis de fracturas vertebrales morfomé-
tricas y se interpreté de acuerdo al algoritmo desarro-
llado por Genant y cols.®.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizo
empleando el programa SPSS (version 15.0,
Chicago, EE.UU.). Para variables continuas se eva-
lué si seguian una distribucién normal mediante el
test de Kolmogorov-Smirnov. Se emplearon medi-
das de tendencia central (media) y dispersion
(desviacion estindar, rango) para variables conti-
nuas y distribucion de frecuencias absolutas y
relativas para variables categoéricas. Las diferencias
para las variables de interés entre grupos de com-
paracion se realizaron mediante el test de la ¢ de
Student para dos muestras independientes y el test
de la U de Mann-Whitney en el caso de variables
continuas. Para variables categéricas se utilizo el
test de la Chi Cuadrado de Pearson y el test exac-
to de Fisher. La relacion entre las variables cuanti-
tativas se analiz6 usando el test de correlaciones
bivariadas de Pearson o de Spearman. Para con-
trolar el efecto de una o mds variables sobre el
coeficiente de correlacion de Pearson se empled
el test de correlacion parcial. Todos los tests esta-
disticos se realizaron a doble cola. Una p<0,05 fue
considerada estadisticamente significativa.

Resultados

La Tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas, bio-
quimicas y densitométricas de la muestra total y
segun el sexo. Las mujeres diabéticas tuvieron un
indice de masa corporal (p=0,016), niveles séricos
de PTH (p=0,01) y CTX (p<0,001) mayores que los
varones, mientras que ¢&stos presentaron una
mayor DMO en cuello femoral (p=0,002) y en
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cadera total (p=0,015) respecto a las mujeres. No
hubo diferencias en el resto de variables.

Los varones presentaron concentraciones mas
elevadas que las mujeres (63,15+27,03 frente a
43,14£17,08 pmol/L, p<0,001) (Tabla 1y Figura 1).

En los varones, los niveles de esclerostina se
correlacionaron positivamente con la edad
(r=0,338, p=0,031), pero esta relacién no se man-
tuvo en mujeres (r=0,223, p=0,213) (Figura 2).

En la muestra total, los niveles séricos de escle-
rostina mostraron una correlacion positiva con los
valores séricos de creatinina (r=0,37, p<0,00D) y
negativa, aunque no significativa, con el filtrado
glomerular (r=-0,184, p>0,05). Tras el ajuste por
edad esta relacion se mantuvo significativa para los
valores séricos de creatinina (r=0,361, p=0,001).

Los niveles de esclerostina se correlacionaron
negativamente con el marcador de formacién ésea
FAO (r=-0,277, p =0,021) y con los marcadores de
resorcion Osea CTX (r =-0,363, p=0,002) y TRAP5f
(r=-0,276, p=0,02). No hubo relacién con el mar-
cador de formacion OC (Figura 3).

Las DMO y T-score de columna lumbar, cuello
femoral y cadera total se relacionaron positiva-
mente con los niveles de esclerostina tras ajustar
por la edad (Tabla 2).

En los pacientes con osteoporosis los niveles de
esclerostina fueron significativamente mas bajos que
en los pacientes no osteopordticos (44,03+19,41
pmol/L frente a 56,95+2598 pmol/L, p=0,048)
(Figura 4). Sin embargo, no hubo relaciéon con las
fracturas morfométricas vertebrales (54,03+26,55
frente a 53,72+23 27 pmol/L, p>0,05).

Discusion

Los niveles de esclerostina se encontraron aumenta-
dos en varones. Estos resultados coinciden con lo
descrito en una amplia cohorte poblacional de 362
mujeres y 318 varones donde las mujeres ya fueran
pre o postmenopdusicas presentaron menores nive-
les de esclerostina que los varones’. Los autores pos-
tulan que el mayor tamano del esqueleto, alrededor
de un 21%, en el varon podria explicar las diferen-
cias de género en las concentraciones séricas de
esclerostina. Por otra parte, Modder y cols. sostienen
que los estroégenos influyen y regulan la sintesis de
esclerostina basandose en las diferencias observadas
en los niveles de esclerostina entre mujeres pre y
postmenopausicas, siendo €éstos mds bajos en pre-
menopdusicas, y en un estudio previo en el que el
tratamiento con estrégenos en postmenopausicas
desciende los niveles de esclerostina un 27%". Los
estudios moleculares apoyan el papel estrogénico en
la regulacion de la masa 6sea a través de la via Wnt
mediante el receptor a estrogénico que interviene en
el transporte al nicleo de la B-catenina en respuesta
a la tension mecanica del osteocito'.

Observamos un aumento de los niveles séricos
de esclerostina con la edad en varones. La influen-
cia de la edad sobre los niveles de esclerostina
estd siendo estudiada en profundidad. Se sabe que
la expresion de las proteinas de la via Wnt por el
osteoblasto estan reguladas individualmente por la
edad®™, y diversos estudios clinicos han confirma-

Figura 3. Correlacion entre esclerostina y marcadores
de remodelado 6seo
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Tabla 2. Correlacion entre esclerostina, DMO,
T-score y Z-score sin ajustar y ajustada por edad

Simple Ajus;adgaa por
DMO CL (g/cm?) r=0,337** r=0,373"*
T-score CL r=0,285* r=0,313*
Z-score CL r=0,199 r=0,192
DMO CF (g/cm?) r=0,487** r=0,492**
T-score CF r=0,405* r=0,408"*
Z-score CF r=0,396%* r=0,391**
DMO CT (g/cm?) r=0,505** 1=0,524**
T-score CT r=0,406%* r=0,427**
Z-score CT r=0,328"* r=0,323"*

DMO: densidad mineral 6sea; CL: columna lumbar;
CF: cuello femoral; CT: cadera total.

* p<0,05

# p<0,01

do esta relacion tanto en varones como en muje-
res. Asi, en un trabajo poblacional realizado en
1.235 mujeres premenopdusicas y 568 mujeres
postmenopausicas en un rango de edad de 20 a 79
anos, se analizan los cambios de las concentracio-
nes séricas de esclerostina con la edad. Una de las
conclusiones fue que entre los 35 y 45 anos los
niveles de esclerostina se mantienen estables, y a
partir de los 45 anos se incrementan progresiva-
mente'. Algunos autores postulan que la produc-
cion de esclerostina en cada osteocito se incre-
menta con la edad, aunque no excluyen la posibi-
lidad de que también se reduzca su aclaramiento’.
Aunque se desconoce la via de eliminacion de
la esclerostina, la opcion mas probable, dado el
tamano y el peso molecular de esta proteina, es
que su eliminacion sea por via renal. En nuestro
estudio los niveles de esclerostina se relacionaron
positivamente con las concentraciones séricas de
creatinina y de forma negativa con el filtrado glo-
merular. Estos resultados coinciden con trabajos
previos que muestran que los niveles de esclerosti-
na aumentan con el deterioro de la funcién renal,
sobre todo en la insuficiencia renal crénica grado 3
o superior, y sin relacion con la funcion hepatica®.
Asimismo, en los pacientes con enfermedad renal
cronica en hemodialisis los niveles de esclerostina
estan elevados respecto a los controles'.
Conceptualmente, concentraciones elevadas
de esclerostina deberfan asociarse con un descen-
so de los marcadores de formacion dsea. Sin
embargo, encontramos que los niveles de escle-
rostina en los pacientes con diabetes se relaciona-
ron negativamente tanto con marcadores de for-
macién (FAO) como de resorcion (CTX y TRAP).
De forma similar, en mujeres mayores de 60 anos
los niveles de esclerostina se han asociado negati-

vamente tanto con la FAO y el propéptido amino-
terminal del colidgeno tipo 1 (PINP) como con el
CTX sérico’. En las pacientes inmovilizadas tras un
ictus, la esclerostina sérica se correlaciona de
forma negativa con la FAO y de forma positiva
con el CTXY. En cambio, en otros estudios no se
ha encontrado relacion entre esclerostina y marca-
dores de remodelado 6seo'>'*'5" Por tanto, consi-
deramos que los datos sobre esclerostina y marca-
dores de remodelado 6seo son contradictorios, no
permitiendo extraer conclusiones definitivas.

La masa 6sea, expresada en DMO, T-score y Z-
score, se relacion6 positivamente con los niveles de
esclerostina tanto en el grupo de DM2 como en el
grupo control de nuestro estudio. Asimismo, la
DMO fue la principal variable predictora de las con-
centraciones séricas de esclerostina. Estos hallazgos
difieren de los observados en los pacientes con
esclerosteosis 0 enfermedad de Van Buchem’s®? y
en los modelos de ratones Knockout para escleros-
tina o con sobreexpresion de esclerostina®#. Dado
que el papel fisiologico de la esclerostina es la inhi-
bicion de la proliferacion y actividad osteoblastica,
lo esperable serfa una relacion negativa con la masa
osea. Sin embargo, nuestros resultados coinciden
con algunos trabajos en los que se examina este
aspecto. Asi, en pacientes con insuficiencia renal en
hemodiilisis, los niveles de esclerostina se correla-
cionaron positivamente tanto con la DMO de cuello
femoral, columna lumbar y radio, asi como con la
densidad trabecular y el nimero de trabéculas en el
radio y la tibia medidos mediante tomografia com-
putarizada (TC) periférica de alta resolucion'.
También la DMO y el CMO de columna lumbar y
cadera se relacionan positivamente con la concen-
tracion de esclerostina en sujetos sanos tras ajustar
por edad, sexo y funcién renal®. En la cohorte de
Modder y cols. también se encuentra una asociacion
positiva entre el CMO total y los niveles de escleros-
tina, pero que solo es significativa a partir de los 40
anos y es mayor a partir de los 60 anos’. Ademas,
los niveles de esclerostina se relacionan positiva-
mente con la DMO de fémur distal y tibia proximal
en pacientes con lesion medular crénica®.

En concordancia con los hallazgos previos, los
niveles de esclerostina fueron mas bajos en
pacientes con diabetes y osteoporosis densitomé-
trica comparados con los pacientes con diabetes y
sin osteoporosis densitométrica. En mujeres con
osteoporosis postmenopdusica se ha descrito una
relacion entre osteoporosis y esclerostina similar
a la que encontramos en DM2".

Se barajan diversas hipétesis para explicar la
relacion positiva entre la esclerostina sérica y la
masa 6sea. La principal es que existan cambios en
la produccion de esclerostina por los osteocitos en
relacion con el envejecimiento con una mayor sin-
tesis por cada osteocito individual’. Por otro lado,
el aumento de los niveles de esclerostina supone
un descenso de la formacion 6sea en base a sus
funciones fisiologicas y, por tanto, permite que
exista un recambio 6seo disminuido. Un menor
recambio Oseo conllevaria una pérdida dsea enlen-
tecida y una mayor masa Osea'.
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En resumen, el sexo, la edad y la funcion renal

son factores determinantes en los niveles circulan-
tes de esclerostina en pacientes con DM2.
Asimismo, encontramos una relacion negativa con
los marcadores de remodelado y positiva con la
DMO. Finalmente, los niveles séricos de esclerosti-
na son mas bajos en pacientes con DM2 y osteo-
porosis, sin relacion con la presencia de fracturas.

Conflicto de intereses: No existe conflicto de
intereses por parte de los autores.
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Resumen

Introduccion: La proteina relacionada con la parthormona (PTHrP), un factor abundante en el tejido seo,
es un importante modulador de la formacion 6sea. Se ha demostrado que la PTHrP (107-111), conocida
como osteostatina, cargada en el material cerdmico mesoporoso SBA-15, ejerce acciones osteogénicas in
vitro.

Objetivo: Comprobar si dicho material y una version funcionalizada del mismo (C8-SBA-15) promueven
la reparacion 6sea en un modelo de defecto cavitario en el fémur del conejo.

Material y métodos: Para ello se han llevado a cabo estudios histologicos e inmunohistoquimicos y de
microtomografia computerizada (nCT).

Resultados: Tras la implantacion de los biomateriales no se observaron niveles significativos de inflama-
cién ni resorcion 6sea (4 y 8 semanas). A las 8 semanas las biocerdmicas no cargadas con la osteostati-
na se encontraban separadas de la médula 6sea por una cdpsula fibrosa, que disminufa de forma signi-
ficativa en presencia del péptido. Se observé (por pCT) un aumento de la neo-formacion dsea a diferen-
tes distancias de los biomateriales, principalmente en los cargados con la osteostatina. Ademds, estos
resultados fueron confirmados por inmunohistoquimica de marcadores osteobldsticos.

Conclusion: Nuestros hallazgos sugieren que estas bioceramicas cargadas con la osteostatina son una
buena estrategia para acelerar la regeneracion Osea.

Palabras clave: PTHrD, osteostatina, biocerdmicas, regeneracion dsea, defecto cavitario.
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Osteogenic effects of PTHrP (107-111) loaded in bioceramics
in a model of bone regeneration after a cavitary defect in the
femur of a rabbit

Summary

Introduccion: Parathyroid hormone-related protein (PTHrP), which is abundant in bone tissue, is an
important modulator of bone formation. It has been shown that PTHrP (107-111), called osteostatin, loa-
ded into mesoporous ceramic material SBA-15 exerts osteogenic action in vitro.

Objective: To confirm if this material and a functionalised version of the same material (C8-SBA-15) pro-
mote bone regeneration in a model of a cavitary defect in a rabbit femur.

Materials and methods: Histological, immunohistochemical and computerised microtomography (uCT)
studies were carried out in order to achieve the aims of the study.

Results: After the implantation of the biomaterials no significant levels of inflammation or bone resorp-
tion were observed (at 4 and 8 weeks). At 8 weeks the bioceramics not loaded with osteostatin were
found to be separated from the bone medulla by a fibrous capsule which diminished significantly in the
presence of the peptide. An increase was observed (using pCT) in bone neo-formation at different dis-
tances from the biomaterials, principally in those loaded with the osteostatin. These results were also con-
firmed by immunohistochemistry of osteoblast markers.

Conclusion: Our results suggest that the use of these osteostatin-loaded bioceramics are a good strategy

for accelerating bone regeneration.

Key words: PTHyD, osteostatin, bioceramics, bone regeneration, cavitary defect.

Introduccién

La proteina relacionada con la parathormona
(PTHrP) se identifico inicialmente en la hipercalce-
mia tumoral de origen humoral'. Actualmente se
sabe que la PTHrP y el receptor tipo 1 comin para
PTH/PTHrP (PTHR1) se expresan en una amplia
variedad de tejidos, malignos y no malignos, donde
la PTHrP ejerce efectos auto/paracrinos e intracri-
nos’. Si bien el fragmento 1-36 de la PTHrP, que
presenta homologia estructural con la PTH, ejerce
acciones anabolicas en el hueso, estimulando la
formacion 6sea*, los posibles mecanismos asocia-
dos son poco conocidos. El fragmento C-terminal
de la PTHrP es un potente inhibidor de la actividad
osteoclastica™. De hecho, el pentapéptido 107-111
de dicha proteina (llamado osteostatina), presenta
una potente actividad antirresortiva in vitro e in
vivo". Varios estudios in vitro han demostrado que
la osteostatina aumenta la diferenciacion de células
osteoblasticas de raton y de humano'", aunque su
receptor en las células 6seas es desconocido®®. Un
estudio de nuestro laboratorio ha demostrado que
el fragmento nativo de la PTHrP que contiene la
secuencia 107-139 transactiva rdpidamente el
receptor 2 del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) en células osteoblasticas”. Por otra
parte, se ha demostrado que la administracion dia-
ria de este fragmento de la PTHrP durante dos
semanas a ratones ovariectomizados protege de la
pérdida de masa Osea observada en sus huesos lar-
gos, con efectos positivos en el hueso cortical y tra-
becular’. Recientemente, nuestro grupo también ha

demostrado que la PTHrP (107-139) revierte la oste-
openia y aumenta la regeneracion sea en ratones
tratados con 3-metilprednisolona o diabéticos'™".

La comprension de los mecanismos de regene-
racion es fundamental para entender el comporta-
miento del tejido 6seo tras el implante de una pro-
tesis o durante la recuperacion de una fractura. Se
sabe que los procesos de reparacion 6sea en adul-
tos reproducen el desarrollo normal del esqueleto
durante la embriogénesis®. La formacion 6sea en
el feto comienza con la condensacion de células
mesenquimales seguida de su diferenciacion a
condrocitos (osificacion endocondral) o directa-
mente a osteoblastos (formacién Osea intramem-
branosa). En la mayoria de las fracturas, la forma-
cion del callo implica una combinacion de ambas
osificaciones. Aunque no se conocen completa-
mente las vias de senalizacion ni las interacciones
celulares implicadas en la reparacion 6sea, existen
diferentes estrategias para mejorar este proceso?.
Una de ellas implica la administracion sistémica o
local de factores osteogénicos que aumenten la
formacion 6sea de novo. Se ha demostrado que
inyecciones diarias de PTH mejoran la reparacion
osea de fracturas en ratas normales y ovariectomi-
zadas*?. Ademas, la administracion sistémica de
un analogo de la PTHrP (1-34) contrarrestd los
efectos deletéreos en un defecto en ulna de cone-
jos tratados con prednisolona®. Un enfoque mas
directo para aumentar la reparacion 6sea consisti-
ria en la liberacién local de factores osteogénicos
con biomateriales en la zona afectada.
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Los biomateriales se pueden definir como
“materiales implantables que desarrollan su funcion
en contacto con tejidos vivos™. Recientemente, se
han disenado cerimicas mesoporosas bioactivas
que permiten la adsorcion y liberacion de distintas
moléculas con buenas expectativas en la aplicacion
clinica®. El SBA (Santa Barbara Amorphous)-15
posee una estructura hexagonal de poros cilindri-
cos con un didmetro de 5-10 nm. Una ventaja de
este tipo de cerimica es su mayor volumen de poro
y la elevada concentracion de grupos Si-OH*,
Ademads, este material presenta una serie de micro-
poros interconectados que promueven una mayor
difusiéon ionica desencadenando una mayor res-
puesta bioactiva. De hecho, se ha estudiado la cap-
tacion y la liberacion del L-triptofano cargado en el
material SBA-15 y en una version funcionalizada
(C8-SBA-15)*. La superficie hidrofébica del material
C8-SBA-15 es capaz de interaccionar con el anillo
indol del triptofano de diferentes péptidos y dejar
un espacio disponible menor, ocupado por cadenas
alquilicas. Nuestro grupo ha caracterizado la capta-
cion/liberacion de la osteostatina cargada en dichos
materiales, demostrando que el péptido les confie-
re actividad osteogénica en osteoblastos de raton'.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
capacidad del material cerimico SBA-15, funcionali-
zado o no con grupos C8 (C8-SBA-15), cargado con
la PTHrP (107-111) para inducir osteogénesis en un
modelo de defecto cavitario en el fémur del conejo.

Materiales y Métodos

Preparacion de los materiales

El material mesoporoso SBA-15 fue sintetizado
utilizando un método basado en el uso de un sur-
factante, como agente director de estructura, y
tetraetilortosilicato (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
como fuente de silice®. Esta estructura fue confir-
mada por difraccion de rayos X (DRX) y andlisis de
adsorcion de N,. La funcionalizacion de silice se
llevo a cabo con el método post-sintético o grafting
del anclaje de un alcoxisilano, N-octiltrietoxisilano
(C8, Sigma-Aldrich), como se describe®. Se confir-
moé por espectroscopia infrarroja utilizando trans-
formadas de Fourier y por andlisis elemental. El
material funcionalizado resultante contiene un 11%
en peso (0,97 mmol/g) de fracciones organicas, lo
que permite calcular el grado de funcionalizacion.

Para los experimentos, ambos tipos de material
SBA-15 fueron conformados en discos de 50 mg
(6x2 mm) por presion uniaxial (1MPa) e isostatica
(IMPa). Los materiales fueron expuestos a radia-
cion ultravioleta en una camara de cultivos celula-
res (FLV120, Tecnologia para Diagnéstico e
Investigacion, Madrid) durante toda la noche para
su esterilizacion. La union de la PTHrP (107-111)
(Bachem, Bubendorf, Suiza) al material se efectud
por inmersioén en una solucion del péptido (100
nM) en 1 ml de tampon salino fosfato (TSF), pH
7,4, a 4 °C con agitacion durante 24 horas®2,

Produccion del defecto cavitario en conejo
Se utilizaron conejos blancos Nueva Zelanda
hembras (Granja San Bernardo, Valencia, Espana)

con una edad de 24-30 semanas [n=2 para micro-
tomografia computerizada (nCT) y 5 para estudios
histologicos]. Estos animales fueron estabilizados
individualmente en jaulas en las instalaciones del
Animalario de la Fundacion Jiménez Diaz durante
dos semanas. Los animales tuvieron acceso libre a
agua y a una dieta estindar (Panlab, Reus,
Espana) en una habitacion mantenida a tempera-
tura ambiente con ciclos de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad. Todos los estudios fueron
desarrollados con la aprobacion del Comité de
Experimentaciéon Animal de la Fundacion Jiménez
Diaz. El dolor y el sufrimiento de los animales se
disminuyeron de acuerdo a la normativa europea.
La intervencion quirtrgica se realizé bajo anes-
tesia general. Los conejos fueron rasurados en
ambas rodillas para crear los defectos cavitarios
lateral y medial con una fresa de media velocidad
(5 mm de didmetro y 4-5 mm de profundidad)®. A
continuacién, se implantaron los materiales a
ensayar y las heridas fueron suturadas. El defecto
lateral femoral derecho recibié el material SBA-15
sin el péptido; y el defecto medial derecho el bio-
material SBA15 cargado con PTHrP (107-111). El
defecto femoral lateral izquierdo recibié el mate-
rial SBA-15 funcionalizado con C8, mientras que el
biomaterial C8-SBA-15 cargado con PTHrP (107-
111) fue implantado en el defecto femoral medial
izquierdo. Los animales fueron sacrificados a las 4
y 8 semanas de estas intervenciones. Los fémures
se distribuyeron para examenes histologicos e
inmunohistoquimicos y andlisis de pCT.

Histologia

Los fémures de conejo se fijaron en p-formalde-
hido al 4% en TSF a 4°C. Las muestras fueron des-
calcificadas (24 h) en Osteosoft (48/72 h) (Merk,
Whitehouse Station, N.J.), deshidratadas e incluidas
en parafina. Los analisis histologicos se llevaron a
cabo en secciones de 8 pm sobre el plano sagital,
depositadas sobre portaobjetos pretratados con L-
lisina (Polylysine, Thermo, Waltham, MA)), y tras
tincion con hematoxilina/eosina. Antes de la tin-
cion, las muestras se mantuvieron a 60°C durante
6-24 horas para fijar los tejidos al portaobjetos. Se
desparafinaron incubdndolas secuencialmente en
xilol, etanol 100%, 70% y agua destilada. Tras la
tincion, las muestras se deshidrataron y montaron
con resina DPX (una mezcla de distireno, plastifi-
cante y xiloD). Se utilizaron dos secciones histol6gi-
cas de cada conejo de un total de 2-4 conejos por
grupo experimental. Todas las evaluaciones de las
muestras fueron analizadas por 3 observadores
independientes.

Inmunobistoquimica

Los cortes histologicos obtenidos de las mues-
tras Oseas fueron desparafinados y rehidratados.
Se realizé el bloqueo y la permeabilizacion en
albumina bovina de suero en (4% en TSF con 0,1%
de Triton X-100) durante 30 minutos a T/A. Se uti-
lizaron anticuerpos frente a osteocalcina (OC)
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), VEGF
(Abcam, Cambridge, MA), RAM11 (Dako) y TRAP



Figura 1. Imagen por microtomografia computeriza-
da (uCT) del fémur distal del conejo con el biomate-
rial (m) incorporado

(Santa Cruz Biotechnology), y un anticuerpo poli-
clonal frente a esclerostina (R&D, Minneapolis,
MN). Los anticuerpos primarios se incubaron en
una camara himeda durante toda la noche a 4°C,
salvo en el caso de la esclerostina que fue incuba-
da dos horas a temperatura ambiente (T/A). En
todos los anticuerpos, menos en la esclerostina, se
utiliz6 un anticuerpo secundario biotinilado. Se
incub6 con el complejo extravidina-fosfatasa alcali-
na (dilucién 1:200), durante 60 minutos a T/A y se
lavé con TSFE, tres veces, durante 5 minutos. En el
caso de la esclerostina el anticuerpo secundario
estaba unido a peroxidasa, que fue incubado
durante 1 hora a T/A. Se realizo el revelado
mediante incubacién con el sustrato cromogénico
DAB durante 10 minutos. Se incluyé siempre una
muestra sin anticuerpo primario como control
negativo. Las muestras fueron contrastadas con
hematoxilina. Las células con positividad para los
diferentes anticuerpos se determinaron en 10 cam-
pos proximos al material. En el caso de los osteo-
citos positivos para esclerostina, éstos se cuantifica-
ron en 5 campos aleatorios en el hueso cortical.

Analisis de uCT

Las muestras de fémur de conejo se cortaron
con un disco hiperflexible de granulometria fina
(15 pm) y abrasion suave conectado a un motor
quirdrgico (KaVo. Dental GmbH, Biberach,
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Alemania) a una velocidad de 15.000 rpm.
Durante el proceso de corte, la muestra se irrigd
constantemente con suero salino para prevenir el
sobrecalentamiento y su deshidratacion. Las mues-
tras fueron escaneadas con un sistema de microto-
mografia de alta resolucion (SkyScan 1172,
Skyscan N.V., Aartselaar, Bélgica), con un tubo de
rayos X con un voltaje de 100 kV y una corriente
de 100 pA sin filtro. Una vez escaneadas, se gene-
raron las imdgenes con la aplicacion DataViewer
(SkyScan), que fueron reconstruidas en funcion
del algoritmo de Feldkamp*. El angulo de rota-
cion del escaneado fue de 360°. Para el andlisis
cuantitativo y cualitativo del crecimiento 6seo
alrededor del implante se utiliz6 la aplicacion
CTAn (SkyScan). De cada muestra se analizaron
un total de 70 imdgenes. Los parametros trabecu-
lares fueron calculados en regiones seleccionadas
(Figura 1) entre 0 y 5 pixels y 10 y 15 pixels, sien-
do 1 pixel equivalente a 21,8 pm. Mediante la apli-
cacion CTVol (SkyScan), se crearon los modelos
tridimensionales tanto del biomaterial (que se ha
considerado como un cilindro para mayor claridad
de la representacion) como del hueso formado a
diferentes distancias de la superficie del implante.
El sistema de analisis proporciond el cilculo de
los siguientes pardmetros trabeculares:

e Porcentaje de volumen &seo (BV/TV):
Relaciona el volumen de tejido 6seo calcificado
respecto del volumen total del area analizada (%).

e Factor de patréon de hueso trabecular (Th.Pf):
Indice de conectividad del hueso trabecular. Estd
basado en el principio de que una mayor concavi-
dad trabecular indica una mayor conectividad, al
aumentar la probabilidad de nodos de conexion
entre las trabéculas. De esta forma, un Tb.Pf menor
indica una mayor conectividad trabecular (mm™).

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media + error
estindar de la media (EEM). La comparacién no
paramétrica entre dos muestras se realizd por la
prueba de Mann Whitney. Se utiliz6 ANOVA no
paramétrica para comparar varias muestras
(Kruskal-Wallis), seguido de una prueba post-hoc
(Dunn). Todos los valores con p<0,05 fueron con-
siderados significativos.

Resultados

Se utilizaron técnicas de histologia y pCT para

comprobar la respuesta del tejido al biomaterial y

el efecto de la PTHrP (107-111) tras el defecto cavi-

tario en el fémur del conejo, a las 4 y 8 semanas.
Del anilisis histopatolégico de las muestras

6seas se obtuvieron los siguientes resultados:

SBA-15

A las 4 semanas de implantar el material SBA-
15, éste se hallaba intacto rellenando el defecto
cavitario producido en el fémur. La zona de entra-
da del biomaterial estaba ocupada por abundante
tejido conectivo denso. Alrededor del biomaterial
se observo una gran presencia de osteoide (Figura
2A) en zonas corticales, y una capsula fibrosa que
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aisla y envuelve al material, sin
interferir aparentemente con el
area medular. No se observo
reaccion inflamatoria. A las 8

Figura 2. Imagenes representativas de la tincion de Masson en los fémures
de conejos con los implantes de los biomateriales SBA-15 (A) o C8-SBA15
(O) sin cargar o cargados (B y D, respectivamente) con la PTHrP (107-111)
a las 4 semanas del defecto cavitario. m= material correspondiente

semanas, el biomaterial en
contacto con la médula 6sea
no presentaba modificaciones A
significativas, permaneciendo
aislado por la capsula fibrosa.
Ademas, en la zona en contac-
to con el hueso cortical se
observo la formacion de trabé-
culas en las proximidades del
implante (Figura 4A).

C8-SBA-15

En los animales implanta-
dos con este material se obser-
v6 un comportamiento similar
al descrito para el implante de
SBA-15 sin funcionalizar a las 4
semanas. Sin embargo, el C8-
SBA-15 se encontraba aislado
por una capsula fibrosa de
mayor espesor (Figura 2C). La
reparacion Gsea observada a
las 8 semanas, abarcaba todo
el defecto cavitario, observan-
dose una capsula fibrosa exter-
na bien definida rodeada por

osteoide que ocupaba la luz
de la cavidad de entrada del
biomaterial y trabéculas Oseas
de hueso neoformado rodean-
do la cara cortical del biomaterial (Figura 4C).

SBA-15 + PTHrP (107-111)

A las 4 semanas de implantar el SBA-15 carga-
do con PTHrP (107-111), se observd una intensa
cicatrizacion que abarcaba desde la cavidad de
entrada del biomaterial (ahora ocupada por una
gruesa capa de tejido conjuntivo fibroso y cartila-
go articular) y gran cantidad de osteoide rodean-
do al mismo. El biomaterial en contacto con el
area medular se hallaba rodeado por hueso trabe-
cular situado en la periferia de la superficie de
osteoide (Figura 2B). Por otra parte, el osteoide
descrito aument6 significativamente alrededor de
la cara cortical del biomaterial en direccién a la
superficie externa a las 8 semanas; siendo, por el
contrario, mas limitada hacia la zona medular
donde se observaban dreas trabeculares rodeando
el biomaterial implantado (Figura 4B).

C8-SBA-15 + PTHrP (107-111)

El comportamiento del C8-SBA-15 cargado con
la PTHrP (107-111) fue similar al descrito en el
grupo anterior, manteniéndose un mayor espesor
de la capsula fibrosa en comparacion con los gru-
pos que no estaban funcionalizados con C8
(Figura 2D). A las 8 semanas, durante el proceso
de reparacion, se observé una hiperplasia conjun-
tiva externa y del cartilago hialino y una hiperpla-
sia 6sea que conformaban el estrato tisular de las

neoformaciones de osteoide que rodean al
implante. Lo mas destacado de este grupo fue la
reaccion interna observada en la cdpsula fibrosa,
la cual aparecia desdoblada permitiendo la apari-
cion de un espacio ocupado por osteoide no cal-
cificado que perfila la superficie intacta del bioma-
terial (Figura 4D).

Las observaciones realizadas en el estudio his-
tologico a 4 y 8 semanas para cada uno de los bio-
materiales fueron confirmadas por estudios de
pCT. En las imdgenes representativas de cada
grupo experimental se puede observar la forma-
cion 6sea de novo, con presencia de trabéculas, a
diferentes distancias del material implantado
(Figuras 3 y 5). El aumento de formacion osea
observado en las imagenes correspondientes a los
materiales cargados con PTHrP (107-111) se evi-
denci6 por el aumento del % de BV/TV y la dismi-
nucién del Tb.Pf. en el fémur del conejo (Tabla 1).

Los cambios observados en la histologia y en
la estructura 6sea del fémur del conejo se correla-
cionaron con un aumento significativo de la tin-
cion de OC en las muestras con materiales carga-
dos con PTHrP (107-111) (Figura 6A). Se observo
un aumento significativo de la tincién en los fému-
res que contenian los biomateriales cargados con
PTHrP (107-111) en comparacion con aquellos
que no contenian el péptido. De especial interés
es senalar que la presencia del péptido en el bio-
material C8-SBA-15 indujo un mayor efecto en
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Tabla 1. Pardmetros estructurales 6seos a diferentes distancias de cada uno de los biomateriales implantados,
con o sin PTHrP (107-111) a las dos y cuatro semanas del defecto cavitario producido en el fémur de conejo

SBA-15+ C8-SBA-15+
e S PTH:P (107-111) R PTH:P (107-111)
Distancia o ToPf g o Th.Pf g o Th.Pf | 0 Th.Pf 1
@m) BV/TV (%) Pf (mm?) | BV/TV (%) Pf (mm?*) | BV/TV (%) Pf (mm?*) | BV/TV (%) Pf (mm™)
109 0,50+0,09 60,82+1,14 27,74+1,04* | 28,01+0,35* 2,01+0,98 35,02+1,46 | 26,75+1,10* 0,59+0,10*
327 3824035 | 2827222 | 1448:090¢ | 1435145 | 4,03£120 | 283740,23 | 17,60£0,53* | 8,01£0,42
SBA-15+ C8-SBA-15+
§ semanas L PTHrP (107-111) R PTHrP (107-111)
Distancia o ™ 4 o Th.Pf . 0 Th.Pf " 0 Th.Pf .
(um) BV/TV (%) Pf(mm?) | BV/TV (%) Pf (mm?) | BV/TV (%) Pf (mm?) | BV/TV (%) Pf (mm™)
109 13,65¢0,22 | 17,420,890 | 24242095 | 1902:072 | 195:059 | 35244092 | 2:86+0.44 | 875:0,21*
327 2575058 | 14,68:0,11 | 44,08+122* | 625:0,15° | 1,13:0,12 | 4496x141 | 23,202082¢ | 4,11£0,33*

BV/TV (%) porcentaje de volumen 6seo; Th.Pf. factor de patrén de hueso trabecular. Los datos corresponden
a un conejo representativo de cada grupo. *p<0,05 vs. material sin cargar correspondiente.

este marcador que en el SBA-15 (Figura 6A). En
ninguno de los fémures estudiados se observo un
aumento del componente inflamatorio en presen-
cia de los diferentes materiales estudiados.

Ademas, la presencia de células postitivas para
la inmunotincion de TRAP o de RAM11 (Figura 6B
y ©) (marcaje de macréfagos) fue muy baja en
todos los grupos de estudio (por debajo del 3%),
siendo pricticamente nula en el caso de los mate-
riales con PTHrP (107-111). No se pudieron cuan-
tificar las diferencias en la inmunotincion positiva
para VEGF (Figura 6D), ya que el marcaje fue muy
débil para este marcador en la mayoria de los gru-
pos de estudio.

Discusién

Los resultados expuestos anteriormente demues-
tran la capacidad osteogénica de la osteostatina,
cargada en los materiales cerdmicos SBA-15 y C8-
SBA-15, en un modelo de regeneracion o6sea.
Estos hallazgos abren nuevas perspectivas en el
contexto de la reparaciéon Osea, ya que sugieren
que la exposicion local a este pentapéptido en el
entorno 6seo promoveria la regeneracion Osea.
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado la
capacidad de los materiales SBA-15 y C8-SBA-15
con la PTHrP (107-111) para liberar al medio el
péptido y se observé que el primero liberaba
aproximadamente un 4% mas que el segundo a lo
largo del tiempo. Esta diferencia en el perfil de
liberacion con ambos biomateriales es similar a la
obtenida con los mismos materiales cerdmicos car-
gados con L-triptofano, el aminodcido C-terminal
de la PTHrP (107-111)®. Hay que tener en cuenta
que las cargas negativas del SBA-15 al pH fisiol6-

gico utilizado en el proceso de captura del pépti-
do promueven las interacciones electroestaticas
con las cargas ligeramente positivas de los grupos
amino en la PTHrP (107-111) a este pH. Sin
embargo, la superficie hidrofébica del C8-SBA-15
es capaz de interaccionar con el anillo indol del
triptofano en este péptido; aunque esta funciona-
lizaciéon deja un espacio disponible menor (ocupa-
do por cadenas alquilicas) para la adsorcion del
péptido en el interior de los poros en compara-
cion con el SBA-15%. Esto justifica que este mate-
rial retenga menos PTHrP (107-111) que el C8-
SBA-15.

Considerando estos hallazgos in vitro, nos pro-
pusimos determinar la capacidad osteogénica de la
osteostatina cargada en estos materiales mesoporo-
sos in vivo. Con tal finalidad, se desarrollé un
modelo de regeneracion ésea tras provocar un
defecto cavitario en el fémur de conejo. A las 4
semanas del defecto, tanto el SBA-15 como el C8-
SBA-15 promovieron la osteointegracion, con pre-
sencia de tejido conectivo y osteoide, de acuerdo
con estudios anteriores con otros materiales cerami-
cos®. Este efecto fue mayor en el caso de ambos
materiales con la osteostatina adsorbida, como indi-
ca la presencia de trabéculas neoformadas en las
inmediaciones del biomaterial y un menor grosor
de la capsula fibrosa, sobre todo a 8 semanas. La
falta de respuesta inflamatoria con estos biomateria-
les, como indica la ausencia significativa de células
con tincion de RAM11 (macréfagos) y TRAP, como
consecuencia de su estabilidad (sin degradacion
aparente), constituye una ventaja de este tipo de
biomateriales®. Sin embargo, una inflamacién sos-
tenida asociada a la degradacion de materiales
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como el B-TCP (fosfato tricalci-
co ultraporoso) o el DCaS (sul-
fato de calcio denso) puede
comprometer la regeneracion
o6sea en defectos Oseos, como
consecuencia del desacopla-
miento entre regeneracion 'y
resorcion 6sea®*. Ademds, aun-
que la inmunotincién para
VEGF fue débil, se pudo obser-
var una revascularizacion de la
zona del defecto. En este senti-
do, dos estudios recientes de
nuestro grupo demostraron que
la administracion sistémica de
la PTHrP (107-139) estimula la
angiogénesis y el sistema VEGF
en la tibia en regeneracion de
ratones osteopénicos diabéticos
o tratados con glucocorticoi-
des®™".

Las propiedades de la PTH
y del fragmento N-terminal de
la PTHrP como agentes anabo-
licos cuando se administran de
forma sistémica en humanos y
en modelos animales de osteo-
porosis y/o fractura Osea son
conocidas?. En concreto, estu-
dios en los que se utiliza la
PTHrP (1-36) o un andlogo sintético de la PTHrP
(RS-66271) han demostrado un aumento de la
densidad mineral 6sea (DMO) de la columna ver-
tebral en mujeres postmenopatsicas®, asi como
del hueso cortical y trabecular en ratas osteopéni-
cas®. Ademas, el RS-66271 administrado de modo
sistémico ha demostrado ser eficaz para aumentar
la reparacion Osea en conejos tratados con gluco-
corticoides (osteopénicos), aumentando la DMO y
los parametros biomecdnicos y normalizando los
cambios histologicos asociados a la pérdida de
hueso?®. Por otro lado, diferentes factores locales
6seos, como la IL-1/6, IGF-1 (factor de crecimien-
to similar a la insulina tipo 1), TGF-f (factor trans-
formante del crecimiento) o las proteinas morfo-
genéticas del hueso (BMPs), han sido propuestos
como posibles agentes para promover la repara-
cion 6sea®, aunque existen pocos estudios del
efecto de dichos factores incorporados a un mate-
rial en este contexto.

La liberacion local de factores de crecimiento en
defectos 6seos, como representa el modelo usado
en este trabajo, se ha demostrado como eficaz y
ventajosa frente a su administracion exégena. Asi,
un estudio en ratas con un defecto segmentario en
el fémur e implantadas con matrices degradables
que contenian ADN plasmidico de BMP4 y/o del
fragmento 1-34 de la PTH aumentaron (en mayor
medida cuando la matriz poseia ambos factores) la
neo-formacién 6sea en dicho defecto®. Algunos
autores han estudiado la interaccion entre la PTHrP
y el IGF-1 enddgenos como reguladores de la repa-
racion osea tras la fractura en ratas™ En este mode-
lo, al inicio de la formacién del callo cartilaginoso,

C8-5BA-15

Figura 3. Imagenes representativas (analizadas por pCT) de la neoforma-
cion Osea a diferentes distancias de cada uno de los biomateriales estu-
diados, con o sin PTHrP (107-111) a las 4 semanas de realizar el defecto
cavitario en el fémur del conejo

SBA-16+ \

PTHrP (107-111)
L
!\‘n.

Material

l Hueso a 0 -100 pm

l Hueso a 100 -200 pm
Hueso a 200 -300 pm
Hueso a 300 -400 pm

C8-5BA-15 +
PTHrP (107 -111)

Figura 4. Imagenes representativas de la tincion de
Masson en los fémures de conejos con implantes de
los biomateriales SBA-15 (A) o C8-SBA15 (C) sin car-
gar o cargados (B y D, respectivamente) con la
PTHrP (107-111) a las 8 semanas del defecto cavita-
rio. m= material correspondiente
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Figura 5. Imagenes representativas (analizadas por nCT) de la neoforma-
cion Osea a diferentes distancias de cada uno de los biomateriales estu-
diados, con o sin PTHrP (107-111) a las 8 semanas de realizar el defecto

cavitario en el fémur del conejo

SBA-15+
PTHrP (107-144)

Material

l Hueso a 0 -100 pm

I Hueso a 100 -200 pm
Hueso a 200 -300 pm
Hueso a 300 -400 pm

CB-SBA-15 +
PTHFP (107-141)

C8-SBA-15

Figura 6. (A) Inmunotincién de osteocalcina (OC) en
las proximidades de los biomateriales estudiados car-
gados o no con PTHrP (107-111), a las 4 y 8 sema-
nas del defecto cavitario producido en el fémur del
conejo. Los resultados son medias + EEM de 3 cone-
jos por cada grupo experimental. *p<0,05 vs material
sin cargar correspondiente. Imdgenes representativas
de la inmunotincion de TRAP (B), de RAM11 (O) y
de VEGF (D) en las proximidades del material
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3 100 "
3
2 80 .
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z @
g 40
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el IGF-1 parece aumentar la
condrogénesis, mientras que la
PTHP regularia la tasa de dife-
renciacion de condrocitos vy,
tras la osificacion endocondral,
ambos factores parecen actuar
coordinadamente para aumen-
tar la osteogénesis a través de
acciones autocrinas/paracrinas.
La PTHrP, cuya expresion
aumenta en las células preoste-
oblasticas a través de su frag-
mento N-terminal, podria esti-
mular la diferenciacion y sinte-
sis de coldgeno en estas célu-
las a través del IGF-1% Los
resultados obtenidos en este
modelo de defecto cavitario
apoyan la hipétesis de que el
fragmento C-terminal de la
PTHrP ejerce efectos anaboli-
cos locales para promover la
reparacion 6sea, posiblemente
independientes del IGF-1,
basandonos en datos previos
in vitro®. Los datos expuestos
resaltan la importancia de la
osteostatina como factor ana-
bolico liberado de forma local
en las inmediaciones de mate-
riales implantados; como demuestra la histologia y
el analisis de pCT.

La existencia de cierta variabilidad en los resul-
tados obtenidos se puede deber a las siguientes
razones: se intent6 reducir el nimero de conejos
utilizados de acuerdo con las guias éticas de
Proteccion Animal realizando multi-intervenciones
en ambos fémures. Ademads, la reproducibilidad
del defecto cavitario asi como el andlisis histologi-
co (dificultad del corte en parafina con un mate-
ria) y de pCT tiene sus limitaciones debido a lo
expuesto anteriormente.

A la vista de los resultados expuestos, la PTHrP
(107-111) cargada en el material C8-SBA-15 ejerce
un mayor efecto osteogénico en comparacion con
el material sin funcionalizar. Es posible que este
mayor efecto se deba al péptido remanente adsor-
bido en la cerdmica, cuyas concentraciones resi-
duales demostraron ser suficientes para estimular
la proliferacion de células osteoblasticas in vitro,
en comparacion con el SBA-15 en el que el pépti-
do es liberado de forma mds rapida'.

Conclusiones

Como conclusion, queda probada la capacidad de
los biomateriales cerdmicos SBA-15 y C8-SBA-15
como soportes de liberacion local de la PTHrP
(107-111) para favorecer la regeneracion Osea tras
un defecto cavitario en el fémur del conejo.
Ademas, la funcionalizacion del SBA-15 con gru-
pos C8 y su posterior carga con PTHrP (107-111)
permite obtener un biomaterial idéneo para pro-
mover la regeneracion 6sea en este sentido. Los
hallazgos aqui presentados apoyan la posible uti-
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lizacion de dichos materiales cargados con la oste-
ostatina como alternativa terapéutica en la repara-
cion y la regeneracion osea.
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Resumen

Fundamento: La nueva generacion de materiales para implantes debe imitar las estructuras jerarquicas de
la naturaleza. El carburo de silicio bioinspirado (bioSiC) es una ceramica producida a partir de madera,
que presenta una estructura similar al hueso, con la propiedad Gnica de una porosidad interconectada,
que permite el crecimiento interno de los tejidos y favorece la angiogénesis.

Objetivos: Valorar la biocompatibilidad y osteointegracion del bioSiC en defectos 6seos femorales en un
modelo experimental en conejo.

Material y métodos: Se obtuvieron 36 cilindros de bioSiC mediante pirdlisis de madera de sapelli e infil-
tracion con silicio fundido de la preforma de carbono resultante. Dieciocho cilindros se recubrieron con
Si-HA por deposicion con laser pulsado. Los cilindros se implantaron en céndilos femorales de conejos
que se sacrificaron a las 1, 4 6 12 semanas. Las muestras se analizaron histolégicamente mediante micros-
copia optica y por microtomografia computarizada para evaluar el crecimiento de hueso.

Resultados: Los implantes de bioSiC mostraron una buena osteointegracion presentando tanto crecimien-
to hacia fuera (ongrowth) como hacia dentro (ingrowth). A las 4 semanas de la implantacion la integra-
cion era casi completa, sin diferencias frente a las 12 semanas. El recubrimiento no mejora el valor de
ningln parimetro con respecto a los implantes no recubiertos.

Conclusiones: Las ceramicas de bioSiC fabricadas a partir de madera porosa presentan una buena oste-
ointegracion y su porosidad interconectada es colonizada por el tejido 6seo. No requieren ademads la
bioactividad de un revestimiento para mejorar la aposicion de hueso neoformado. El bioSiC se erige
como un material a tener en cuenta en aplicaciones biomédicas.

Palabras clave: carburo de silicio, sustitutos dseos, osteointegracion, técnicas histolégicas, microtomografia computarizada de rayos X.
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Osteointegration and biocompatibility iz vive of bio-inspired silicon
carbide ceramics in an experimental model in rabbits

Summary

Background: The new generation of materials for implants should imitate the hierarchical structures
found in nature. Bio-inspired silicon carbide ceramic (bioSiC) is a ceramic produced from wood, which
has a similar structure to bone, with a unique property of interconnected porosity, which allows the inter-
nal growth of tissue and favours angiogenesis.

Objectives: To evaluate the biocompatibility and osteointegration of bioSiC in femoral bone defects in an
experimental model in rabbits.

Material and methods: 36 cylinders of bioSiC were obtained through pyrolysis of sapelli wood and infil-
tration with molten silicon of the resulting carbon preform. Eighteen cylinders were coated with Si-HA
by pulsed laser deposition. The cylinders were implanted in femoral condyles of rabbits which were sacri-
ficed at 1, 4 or 12 weeks. The samples were analysed histologically using an optical microscope and com-
puterised microtomography to assess bone growth.

Results: The bioSiC implants showed good osteointegration, there being both outward growth (ongrowth)
and inward growth (ingrowth). At 4 weeks from implantation the integration was almost complete, with
no difference from that seen at at 12 weeks. The coating did not improve the value of any parameter
with respect to the non-coated implants.

Conclusions: BioSiC ceramics produced from porous wood have good osteointegration and their inter-
connected porosity is colonised by bone tissue. In addition, they do not require the bioactivity of a coa-
ting to improve the apposition of neoformed bone. BioSiC stands as a material to be taken into account
in biomedical applications.

Key words: silicon carbide, bone substitutes, osteointegration, histological techniques, X-ray computerised microtomography.

Introduccién
Tradicionalmente, los defectos 6seos se han trata-
do implantando tejido autdlogo (procedente del
propio paciente), alogénico (procedente de otro
individuo de la misma especie) o xenogénico
(obtenciéon de hueso de un animal de otra espe-
cie), o bien implantando materiales sustitutos. Los
autoinjertos, aunque han mostrado un alto porcen-
taje de éxito, se ven limitados por la cantidad de
tejido que puede extraerse y por la morbilidad del
sitio de extraccion'. Por su parte, los aloinjertos y
los xenoinjertos (estos tltimos mucho menos utili-
zados) pueden causar reacciones inmunes y trans-
mitir patdgenos al paciente. Con respecto a los sus-
titutos 6seos sintéticos, todos ellos gozan de una
serie de ventajas sobre los injertos de hueso, como
su ilimitada disponibilidad o su sencilla esteriliza-
cion. Sin embargo, a pesar de su gran variabilidad,
el principal problema de todos estos materiales es
su limitacién para proporcionar soporte mecanico
a la zona afectada®. Las demandas actuales de la
ingenieria de tejidos para la regeneracion de tejido
Oseo plantean nuevos retos en ciencia de materia-
les e ingenieria biomédica. Asi surge una tenden-
cia tecnologica basada en la biomimética para el
desarrollo de nuevos biomateriales, que se inspi-
ran en los modelos y bioestructuras que nos ofre-
ce la naturaleza, y que han sido perfeccionados y
optimizados a lo largo del proceso evolutivo.

Los materiales ceramicos bioinspirados, basa-
dos en precursores naturales como madera, plan-
tas o algas, reinen varios de los requisitos que se

le exigen a esa nueva generacion de biomateriales:
buenas prestaciones biomecanicas, ligeros, tenaces
y con una estructura con porosidad jerarquizada e
interconectada que se asemeja al tejido 6seo para
favorecer el crecimiento de tejido en su interior y
la angiogénesis, es decir, la osteointegracion del
material en el tejido huésped®. Las ceramicas de
carburo de silicio bioinspiradas (bioSiC) retinen los
requisitos biomecanicos adecuados para utilizarse
como sustituto Oseo. Estas ceramicas pueden ser
fabricadas a partir de diversas estructuras natura-
les**. El proceso tecnologico de fabricacion se basa
en la ceramizacion de los precursores naturales,
obteniéndose como resultado final una pieza de
carburo de silicio con una porosidad interconecta-
da que mantiene la jerarquia estructural en cuanto
a tamano y distribucion de poros del original.

Los ensayos mecanicos indican que las propie-
dades de estos materiales pueden ser ajustadas a
medida, mediante una seleccion apropiada del
precursor vegetal de partida, dependiendo de las
caracteristicas del tipo de hueso que se pretenda
reparar, y modificando las condiciones experimen-
tales de fabricacion. Asi, a semejanza del hueso,
cabe senalar que el bioSiC presenta propiedades
mecanicas anisotropicas con valores que se com-
paran positivamente con los del hueso. A modo
de ejemplo, el bioSiC obtenido a partir de madera
de sapelli (Entandropbragma cylindricum) pre-
senta valores de resistencia a la compresion en
direccion longitudinal (eje de crecimiento del
arbol) de 210+20 a 1.160+100 MPa, y en direccion
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radial desde 120+10 a 430+50 MPa, en funcion de
la cantidad de Si infiltrado®”. La resistencia a la
compresion de especimenes de hueso cortical
humano varia entre 167 y 215 MPa®.

La biocompatibilidad de un material se refiere a
la capacidad de funcionar como un sustrato que
soportard la actividad celular apropiada, facilitando
los sistemas de senalizacion molecular y mecanica,
con el fin de optimizar la regeneracion de los teji-
dos, sin provocar reacciones indeseables en el hués-
ped’. El objetivo de este estudio ha sido comprobar
la capacidad de osteintegracion de ceramicas de
bioSiC en un modelo animal de defecto 6seo en
conejo, comprobando su biocompatibilidad 7 vivo
mediante la comparacion de implantes sin recubri-
miento e implantes con un recubrimiento bioactivo.

Material y métodos

Fabricacion de SiC bioinspirado

El proceso de fabricacion de las ceramicas
bioinspiradas consiste en dos fases basicas. La pri-
mera de ellas es el proceso de pirolizacion, donde
el precursor natural seco o liofilizado se somete a
alta temperatura en condiciones inertes. Se proce-
de al calentamiento de la muestra con una rampa
controlada de 2°C/min hasta 600-800°C; se man-
tiene a esta temperatura durante 1 h y se enfria
lentamente hasta temperatura ambiente. El mate-
rial resultante es una proforma carbonicea que
mantiene todos los detalles bioestructurales del
sistema vascular del precursor original.

La segunda fase consiste en un proceso de infil-
tracion, donde la proforma de carbén se cubre con
polvo de silicio y se expone a alta temperatura en
un horno controlable en condiciones de vacio. Se
alcanza una temperatura de 1.550°C, a razon de 5-
10°C/min, se mantiene 30 min a temperatura maxi-
ma, se procede al enfriado controlado a 20°C/min
y se obtiene una pieza de carburo de silicio.

Para este estudio se obtuvieron 36 cilindros de
bioSiC a partir de madera de sapelli, de los cuales
18 se recubrieron con Si-HA (7,5 at. %) mediante
deposicion por laser pulsado (PLD). La fabricacion
de los recubrimientos de Si-HA se llevé a cabo
con un laser excimero (193 nm, 175 mJ y 10 Hz)
a partir de una pastilla sintética de hidroxiapatita
(HA) y silicio en polvo (7,5 at. % de Si). El depo-
sito se realiz6 en una atmésfera de vapor de agua
(0,45 mbar) manteniendo el sustrato de bioSiC a
460°C durante el crecimiento del recubrimiento.

Modelo animal

Para investigar la biocompatibilidad iz vivo del
material, se disené un modelo experimental de
defecto 6seo en fémur de conejo. Los cilindros de
bioSiC se implantaron en los condilos laterales de los
fémures de 18 conejos New Zealand, para lo que se
realiz6 un abordaje lateral longitudinal distal sobre el
muslo de ambas extremidades. Con una broca se
practico un orificio en la epifisis distal del fémur
donde se implanté aleatoriamente un cilindro de
bioSiC sin recubrimiento o un clilindro de bioSiC con
recubrimiento bioactivo de Si-HA. Los animales se
sacrificaron mediante administracion intravenosa de

pentobarbital sédico a las 1, 4 y 12 semanas tras la
implantacion y se obtuvieron las muestras que fueron
fijadas en formol tamponado al 10%. De este modo,
se obtuvieron 6 grupos experimentales (n=06), los tres
primeros con implantes sin recubrimiento a los tres
tiempos de estudio, y los tres ultimos con implantes
recubiertos. Todos los experimentos se han llevado a
cabo conforme a la Ley 14/2007 y al Real Decreto
1201/2005, y siguiendo las directrices de las normas
UNE-EN 30993-3:1994 e ISO 10993-2:2000.

Analisis histologico

Las muestras se procesaron para su estudio uti-
lizando las técnicas de inclusion en metacrilato
descritas por Donath" siguiendo los pasos de fija-
cion, deshidratacion, infiltracion, inclusion y poli-
merizacion. Posteriormente se realizaron seccio-
nes longitudinales del céndilo del fémur de apro-
ximadamente 30 pm de espesor, que fueron tefi-
das mediante la tincion de Lévai-Laczko.

Una vez preparadas, las muestras se observaron
con lupa binocular y se estimo la fraccion del drea
total de poros ocupada por hueso, la cantidad de
hueso neoformado en la periferia del implante y el
porcentaje de la superficie del implante en contac-
to con hueso". La calibracion posterior se realizo
con la aplicacion informdtica Microimage.

Analisis mediante micro-CT

La formacién de hueso alrededor del implante
se analizo también mediante microtomografia com-
putarizada (micro-CT). Las muestras se escaneron
mediante un microtomografo de rayos X de alta
resolucion SkyScan 1172 (Bruker micro CT NV,
Kontich, Bélgica) a 60 kV y 167 pA de intensidad
de la fuente de rayos X. Se empled una resolucion
nominal de 7,90 pm y un filtro de Al de 1 mm de
grosor para obtener un intervalo restringido de lon-
gitudes de onda. El paso de rotacion fue de 0,2°
con una rotacion total de 360° y un valor de frame
averaging (imagenes por paso) de tres. Las image-
nes obtenidas se reconstruyeron mediante el algo-
ritmo de Feldkamp modificado? y se analizaron
mediante la aplicaciéon comercial CTAnalizer
(Bruker micro CT NV, Kontich, Bélgica). Para ello,
se seleccioné un volumen de interés de un grosor
de 160 pm desde la superficie del implante, en el
que se determiné la fraccion volumétrica Osea
(BV/TV). Se calcul6 ademads la superficie de inter-
seccion del hueso con el implante refiriéndola a la
superficie total del implante (1.S/TS).

Analisis estadistico

Los datos recogidos del estudio se introdujeron
en una base de datos de texto que se exportd pos-
teriormente al paquete estadistico SPSS 18.0 (IBM,
Armonk, NY, USA) para su posterior andlisis esta-
distico. Seguidamente se procedié con el analisis
descriptivo de las variables de estudio. Los datos
estadisticos descriptivos de las variables numéricas
se expresaron como media + desviacién estandar.

El estudio estadistico comparativo de todos los
resultados numéricos obtenidos para los distintos
grupos de estudio se llevé a cabo mediante la apli-
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Figura 1. Imagenes histologicas de un cilindro de bioSiC tras 12 semanas de implantacion: a) se observa cre-
cimiento 6seo alrededor y dentro de los poros del implante, sin apreciarse tejido fibroso separando hueso e
implante; b y ©) se observa la colonizacion de la porosidad por el tejido 6seo a mayor magnificacion y el con-

tacto del mismo con la ceramica biomorfica
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cacion del test U de Mann-Whitney debido a que
las variables no superaban los criterios de norma-
lidad aplicados. La relacion existente entre los
resultados obtenidos mediante histologia y micro-
CT se estudi6 con la correlacion de Pearson.

El nivel de significacién estadistica se estable-
ci6 en valores de p<0,05 para todas las variables
analizadas.

Resultados

La biocompatibilidad in vitro de las ceramicas de
bioSiC se demostré mediante el cultivo de la linea
celular osteoblastica humana MG-63 en un estudio
previo’. Para investigar la biocompatibilidad in
vivo de estas biocerdmicas se llevd a cabo un
modelo experimental en fémur de conejo. Los cor-
tes histologicos obtenidos de las muestras tras la
implantacién se examinaron mediante microsco-
pia Optica y microtomografia computarizada.

Mediante el andlisis histologico, se puede
observar crecimiento de hueso neoformado en la
superficie de los implantes, no apreciandose sig-
nos de inflamacion ni aparicion de tejido fibroso
alrededor de las muestras. Es destacable que el
hueso neoformado penetra por los poros de la
misma. A mayores aumentos en el microscopio
podemos comprobar dicha colonizacion asi como
el contacto 0seo con el implante, lo cual represen-
ta una caracteristica resaltable (Figura 1).

En los implantes sin recubrimiento, a la primera
semana de implantacion se observa que un 10,38%
del area de poros ha sido colonizada por hueso
nuevo, porcentaje que aumenta hasta el 37,52% a las
4 semanas (p=0,017). En el drea seleccionada en la
periferia del implante, el hueso neoformado a la pri-
mera semana ocupa el 21,25%, mientras que a las 4
semanas es del 32,30% (»p=0,030). A las 12 semanas
no se observan diferencias en ninguna variable con
respecto a las muestras de las 4 semanas (Figura 2).

En el analisis con micro-CT, la region de interés
seleccionada para el andlisis del crecimiento de
hueso fue de 160 pm desde la superficie del implan-
te. Tras la primera semana de la colocacion de los
implantes de bioSiC, el BV/TV de la region analiza-
da fue de 11,49%, lo que implica que del volumen
analizado alrededor del implante, dicho porcentaje

estaba ocupado por hueso. A las 4 semanas, el
BV/TV se increment6 hasta 45,36% (p=0,030 vs. 1°
semana). El valor a las 12 semanas no muestra dife-
rencias significativas frente al valor de las 4 sema-
nas. Del mismo modo, la 1.S/TS, que representa el
porcentaje de la superficie del implante en contacto
con hueso, aumenta hasta la cuarta semana, tras la
cual su valor parece estabilizase, quedando aproxi-
madamente la mitad de la supertficie del implante en
contacto con hueso neoformado. No se han encon-
trado tampoco diferencias entre los grupos de las 4
y 12 semanas (Figuras 2y 3).

Se ha estudiado la relacion existente entre los
resultados obtenidos con ambas técnicas, mediante
correlacion de Pearson. El BV/TV calculado por
micro-CT presenta una correlacion positiva con el
porcentaje de hueso neoformado en la periferia
determinado mediante histologia (r=0,588, p<0,001);
de igual modo que la superficie de interseccion
microtomografica (1.S/TS) con el porcentaje de con-
tacto 6seo histologico (r=0,677, p<0,001) (Figura 4).

Discusion

La naturaleza ofrece una gran variedad de espe-
cies con porosidad muy diversa, por lo que debe-
mos seleccionar el precursor original mas adecua-
do para la estructura 6sea que se desee replicar.
Entre sus caracteristicas comunes destaca la dispo-
sicion de una estructura porosa jerirquica que se
replica en las ceramicas bioinspiradas.

En el caso del sapelli, observamos una combi-
nacién de macrocanales con un didmetro entre 80
y 100 pm, que tienen incidencia en la promocion
de la vascularizacion, transporte de nutrientes y
productos de desecho: También se observan
microporos de unos 4 pm que participan en la for-
macion de la capilaridad’. Por otro lado, es desta-
cable la presencia de poros en la escala nanomé-
trica, que juegan un papel interesante en aspectos
relacionados con la difusion molecular para la
nutricion y senalizacion. La interconexion de los
poros proporciona el canal para la migracion celu-
lar y permite la formacion de vasos sanguineos; y
la rugosidad del material contribuye a incrementar
el drea superficial favoreciendo la adsorcion de
proteinas y el intercambio iénico?.
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Figura 2. Representacion grafica de los resultados de las variables estructurales obtenidas mediante micro-CT:
a) fraccion volumétrica 6sea (BV/TV), b) porcentaje de superficie de interseccién del hueso con el implante
(1.8/TS); y mediante histologia: ¢) porcentaje de drea de hueso formado en la periferia del implante, d) por-
centaje de la superficie del implante en contacto con hueso, y e) porcentaje de area de hueso formado en el
interior del implante en relacién al area total de poros
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Figura 4. Diagramas de dispersion con los datos de los parametros obtenidos mediante micro-CT e histologia:
a) la fraccion volumétrica 6sea microtomogrifica frente a la formacion de hueso en la periferia determinada
por histologia, ambas variables que cuantifican el hueso formado alrededor de los implante de bioSiC; b) el
porcentaje de la superficie del implante en contacto con hueso, medida por micro CT y por histologia
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De los valores obtenidos tanto mediante el ana-
lisis histologico como del andlisis microestructural
con micro-CT se deduce que la osteointegracion se
completa a las 4 semanas. Ninguno de los parime-
tros analizados por una u otra técnica muestra dife-
rencias significativas entres las muestras de 4 y 12
semanas, ya sea en las muestras con recubrimien-
to o en las que carecen de él. Las muestras en las
que se ha aplicado el recubrimiento de Si-HA no
presentan diferencias significativas frente a las
muestras de bioSiC sin recubrimiento para ningu-
na de las variables analizadas. De este hecho se
deduce que las cerdmicas bioinspiradas de SiC no
necesitan de la aportacion del recubrimiento para
resultar biocompatibles, y el recubrimiento no
mejora su contacto con el hueso.

Las ceramicas bioinspiradas de carburo de sili-
cio presentan por tanto un alto potencial como
nuevo biomaterial para aplicaciones biomédicas.
Se demuestra la viabilidad de produccion de dis-
positivos cerdmicos ligeros, tenaces y con porosi-
dad interconectada susceptibles de utilizarse como
sustituto 6seo. Los ensayos in vivo de implantes
de bioSiC indican que la porosidad de este bioma-
terial es colonizada por tejido 6seo y se favorece
su mineralizacion. También se comprueba que
presenta una buena aposicion de hueso neofor-
mado y una adecuada osteointegracion en tiem-
pos relativamente cortos tras la implantacion.
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Resumen

Objetivo: Los osteoblastos son células especializadas encargadas principalmente de la formacion Osea.
Ademis son capaces de modular la osteoclastogénesis a través de la produccion de RANKL y OPG. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la expresion de estas citocinas en osteoblastos primarios.

Material y métodos: Se obtuvieron osteoblastos primarios usando tejido 6seo trabecular de pacientes
sometidos a colocacion de una proétesis de cadera por fractura (n=28) o artrosis (n=26). Se excluyeron
del estudio aquellos pacientes con osteoporosis secundaria, con fracturas debidas a traumatismos de alta
energia o artrosis secundaria. La expresion de RANKL y OPG se estudié mediante PCR cuantitativa.
Resultados: La expresion de RANKL y OPG no vari6 significativamente durante un proceso de minerali-
zacion in vitro. Ademas, la expresion de OPG fue marcadamente superior a la de RANKL. Dado que en
un trabajo previo encontramos una mayor abundancia de RANKL y un mayor cociente RANKL/OPG en
el tejido 6seo de pacientes osteopordticos que en el de artrésicos, decidimos estudiar si esta expresion
anormal en tejido se daba también en los osteoblastos. Sin embargo, en cultivos de osteoblastos prima-
rios no encontramos diferencias en los niveles de expresion de RANKL, ni de OPG, entre los dos grupos
de pacientes.

Conclusiones: En conjunto, nuestros datos confirman que los osteoblastos son capaces de producir
RANKL y OPG. Sin embargo, las diferencias de expresion encontradas a nivel de tejido 6seo entre pacien-
tes osteopordticos y artrosicos no parecen relacionarse con diferentes caracteristicas intrinsecas de sus
osteoblastos, pues no se reproducen en los cultivos primarios.

Palabras clave: osteoclastogénesis, remodelado dseo, osteoporosis, artrosis.
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Expression of RANKL and OPG in primary osteoblasts

Summary

Objective: Osteoblasts are specialized cells responsible for bone formation. Furthermore, these cells
modulate osteoclast formation and maturation, mainly by the production of RANKL and OPG. We pre-
viously reported that the bone tissue of osteoporotic patients showed increased RANKL expression and
RANKL/OPG ratio when compared to osteoarthritic patients. Thus we decided to explore whether this
aberrant expression may be related to an abnormal expression of these genes by osteoblasts. The aim of
this study was to explore the transcriptional levels of these factors in primary osteoblasts.

Methods: Primary human osteoblasts (hOBs) were obtained by the primary explant technique from bone
tissue of patients undergoing hip replacement surgery for hip fractures (n=28) or osteoarthritis (n=20).
Patients with secondary osteoporosis, fractures due to high-energy trauma or secondary osteoarthritis
were excluded. RANKL and OPG gene expression was explored by real time quantitative PCR.

Results: No statistical differences in RANKL and OPG gene expression were found along the in vitro mine-
ralization of hOBs. Interestingly, OPG transcriptional levels were markedly higher than RANKL levels.
However, no differences in the transcriptional levels of RANKL and OPG were observed between both
groups.

Conclusions: Overall, our data confirm that osteoblasts produce RANKL and OPG. However, our results
suggest that the gene expression differences found in the osteoporotic and osteoarthritic bone tissue are

not explained by the intrinsic characteristics of osteoblasts.

Key words: osteoclastogenesis, bone remodeling, osteoporosis, osteoarthritis.

Introduccién
El hueso es una forma especializada de tejido de
sostén formado por diferentes tipos celulares y
materiales mineralizados que le confieren rigidez
y resistencia marcadas, a la vez que le permiten
conservar un cierto grado de elasticidad. Debido a
esta peculiar composicion, el tejido 6seo también
es un importante reservorio de calcio y otros iones
inorganicos, y participa activamente en el mante-
nimiento de la homeostasis del calcio. Cada uno
de los huesos es esculpido mediante un complica-
do proceso denominado modelado’. Ademas, el
tejido 6seo es renovado constantemente por un
proceso conocido como remodelado?. El remode-
lado desempena un papel esencial en la homeos-
tasis del calcio y ademas preserva la solidez de los
huesos al sustituir el hueso viejo por nuevo hueso.
A diferencia del modelado, el remodelado 6seo
requiere la accion coordinada de osteoclastos, célu-
las que se encargan de resorber hueso, y osteoblas-
tos, células formadoras de hueso. Basicamente, el
proceso de remodelado se puede dividir en cuatro
fases*'. La primera fase, conocida como de activa-
cion, implica el proceso de comienzo de remodela-
do mediante la activacion de osteoclastos en una
region determinada del hueso a través de la atrac-
cion de precursores de osteoclastos y la induccion
de su diferenciacion a osteoclastos maduros. En
una segunda etapa, de resorcion, los osteoclastos
se fijan a la matriz 6sea creando una cavidad de
resorcion. La fase de resorcion finaliza con la apop-

tosis de los osteoclastos. Conjuntamente a la apop-
tosis osteoclastica se producen senales responsa-
bles del reclutamiento de osteoblastos hacia las
cavidades de resorcion (fase de proliferacion). Este
acoplamiento entre la accién de los osteoclastos y
osteoblastos es secuencial, de forma que los proce-
sos de resorcion y formacion dsea no conviven en
el tiempo ni en el espacio. Ademds es critico para
que se de un adecuado proceso de remodelado.
Finalmente, durante la ultima etapa, conocida
como de formacion, los osteoblastos sintetizan la
matriz organica no mineralizada, y posteriormente
son responsables de su mineralizacion.

A pesar de que no se conocen con detalle todos
los mecanismos moleculares responsables de este
proceso, si se han logrado identificar algunos de
ellos. El sistema de sefalizacion RANKL-RANK, cri-
tico para el inicio de la osteoclastogénesis, es quizas
el mecanismo molecular mds importante para la
diferenciacion de los osteoclastos’. El ligando del
receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) es
una proteina producida por varios tipos celulares;
entre ellos, los osteoblastos son una de las principa-
les fuentes en el tejido 6seo®. Esta proteina se une
al receptor activador del factor nuclear kB (RANK),
presente en la membrana de precursores de osteo-
clastos, induciendo la diferenciacion de éstos a tra-
vés de la activacion en un ultimo termino del factor
de transcripcion NFATc-1, que se encarga de modu-
lar la expresion de los genes necesarios para formar
un osteoclasto maduro y preparado para resorber
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hueso’. Por otro lado, los osteoblastos también son
capaces de producir osteoprotegerina (OPG), otra
proteina que actda como un receptor soluble para
el RANKL, bloqueando de esta forma la posible
interaccion entre el RANKL y su receptor RANK®. De
hecho, el cociente RANKL/OPG determina en
buena medida la tasa de la osteoclastogénesis.
Directamente relacionado con esto, en un trabajo
previo hemos observado que la expresion génica de
RANKL y el cociente RANKL/OPG en el tejido 6seo
son significativamente mayores en pacientes con
fracturas osteoporéticas que en pacientes artrosicos,
sugiriendo que los pacientes con osteoporosis
podrian tener una mayor activacion de la osteoclas-
togénesis, y como consecuencia un desequilibrio en
el remodelado 6seo que provoca una pérdida de
masa 6sea y una mayor probabilidad de sufrir frac-
turas’. A pesar de que los datos de otros autores
confirman estos resultados®", por el momento se
desconocen las razones que provocan estas diferen-
cias en la produccion de RANKL y OPG.

Dada su capacidad de producir RANKL y OPG,
los osteoblastos no son solo cruciales para la forma-
cién Osea, sino que también son esenciales para el
inicio de la osteoclastogénesis y un correcto acopla-
miento resorcion-formacion. Por ello, el objetivo de
este trabajo fue estudiar los cambios en la expresion
de RANKL y OPG en osteoblastos primarios duran-
te un proceso de mineralizacion in vitro y comparar
los niveles de transcripcion en osteoblastos proce-
dentes de pacientes osteopordticos y artrosicos.

Materiales y métodos

Cultivos celulares

Se obtuvieron muestras de tejido 6seo proceden-
tes de la cabeza femoral durante artroplastias sus-
titutivas. El estudio fue aprobado por el Comité
Regional de Etica en Investigacion Clinica, y todas
las muestras se recogieron tras obtener consenti-
miento informado. Los osteoblastos primarios se
obtuvieron mediante la técnica de explante”,
usando tejido 6seo trabecular de la parte central
de la cabeza femoral, evitando el drea fracturada y
regiones subcondrales. Los osteoblastos se cultiva-
ron en DMEM, complementado con 10% de suero
fetal bovino y antibidticos, y se mantuvieron en un
incubador a 37°C, con un 5% de CO, y a una
humedad relativa superior al 90%.

Para los experimentos de mineralizacion se
plaquearon las células a una densidad de 40.000
células/cm?. Una vez que las células llegaron a
confluencia, se anadié medio osteogénico (DMEM
complementado con 10% de suero fetal bovino,
antibioticos, 50 uM de dcido ascérbico y 10 mM de
B-glicerofosfato). Se estudié el progreso de la cal-
cificacion mediante tincion con Alizarin Red S®.
Para el andlisis de la expresion de RANKL y OPG
en pacientes artrésicos y osteoporoticos se utiliza-
ron cultivos de osteoblastos primarios con una
confluencia del 80% (pases 1-2) procedentes de
pacientes sometidos a colocaciéon de una protesis
de cadera por fractura o artrosis. Para la seleccion
de pacientes se utilizaron criterios de evaluacion
determinantes para diagnosticar la osteoporosis y

la artrosis, como son la presencia de fracturas en
el caso de los primeros, o de artrosis grave en el
caso de los segundos. Se excluyeron del estudio a
aquellos pacientes con osteoporosis secundaria,
con fracturas debidas a traumatismos de alta ener-
gia o con artrosis secundaria.

Expresion génica

Se extrajo ARN de los cultivos de osteoblastos pri-
marios semiconfluentes usando Trizol, siguiendo
las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Para la
sintesis de cDNA se uso 1 ug de ARN y se siguie-
ron las instrucciones del fabricante para el kit
Superscript IIT First Strand (Invitrogen). Durante el
cultivo de las células en medio ostegénico se extra-
jo ARN de forma consecutiva cada 7 dias.

Se cuantifico la expresion génica de RANKL y
OPG mediante PCR cuantitativa (RT-gPCR) con
sondas TagMan siguiendo las instrucciones del
fabricante (Applied Biosystems). Para evitar la
variabilidad inter-experimental se incluyeron mues-
tras de los dos grupos en cada uno de los analisis
realizados. Las sondas TagMan usadas fueron:
TNFSF11 (isoforma I, RANKL): Hs00243519_m1 vy
TNFRSF11B (OPG): Hs00900360_m1. Para cada gen
se calcul6 la expresion relativa, usando como refe-
rencia la expresion del gen de la proteina de union
a cajas TATA (TBP), expresado constitutivamente
en las células. La expresion fue calculada usando el
método 2-ACt, siendo ACt la diferencia entre el
ciclo umbral (Ct) del gen de interés y TBP.

Analisis estadisticos

Para la comparacion de la expresion de RANKL y
OPG a lo largo del proceso de diferenciacion osteo-
génica se uso el test t-Student de dos colas. La signi-
ficacion estadistica de las diferencias entre los
pacientes con osteoporosis y la artrosis se estudio
con el test de Mann-Whitney de dos colas. Se fijo el
valor p=0,05 como limite de la significacion estadis-
tica. Los datos se analizaron con el programa estadis-
tico GraphPad Prism, version 5.01.

Resultados

Estudio de la expresion de RANKL y OPG durante

un proceso de mineralizacion in vitro
Los cultivos de osteoblastos primarios en condicio-

nes osteogénicas mostraron una mineralizacion
progresiva, puesta de manifiesto mediante tincion
con Alizarin Red S (Figura 1A). De forma paralela
estudiamos la expresion de RANKL y OPG a lo
largo del proceso (Figura 1B). La expresion de
RANKL mostré una tendencia a aumentar con el
avance de la calcificacion, haciéndose notable a
partir de las tres semanas de cultivo, si bien no
lleg6 a ser estadisticamente significativa. Por otro
lado, no detectamos diferencias en los niveles
transcripcionales de OPG (Figura 1C). Cabe desta-
car que la expresion génica de OPG fue muy supe-
rior a la de RANKL durante todo el proceso. En
consecuencia, los valores del cociente RANKL/OPG
fueron llamativamente bajos, aunque de nuevo
observamos una tendencia no significativa a
aumentar con el tiempo de cultivo (Figura 1D).



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner 2012 4;4:133-139

Figura 1. Expresion génica de RANKL y OPG en un proceso de mineralizacion in vitro en osteoblastos prima-
rios. A) Cada 7 dias, se valoré la deposicion mineral mediante Alizarin Red S. B) La expresion de RANKL mos-
tr6 una tendencia no significativa a aumentar con el tiempo. C) La expresion de OPG fue constante a lo largo
del proceso de mineralizacion in vitro. D) El cociente RANKL/OPG aumenta de forma no significativa en los
Gltimos dias del proceso. En las figuras se ha representado la media y la desviacion estindar de los valores de
expresion relativa obtenidos a partir de procesos de mineralizacion con 4 muestras independientes de osteo-

blastos primarios
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Estudio de la expresion de RANKL y OPG en osteo-
blastos primarios procedentes de pacientes con

fractura y con artrosis

En la Tabla 1 se resume las caracteristicas de los
pacientes de los que se obtuvieron las muestras. No
encontramos diferencias significativas en la expre-
sion génica de RANKL, OPG, ni tampoco en el
cociente RANKL/OPG, entre los dos grupos de
osteoblastos analizados (Tabla 2). Al igual que en
los cultivos en medio de mineralizacion, en ambos
grupos la expresion de OPG fue llamativamente
superior a la de RANKL. Por otro lado, analizamos
los resultados estratificando las muestras por eda-
des. A pesar de que no se encontraron diferencias
significativas, los osteoblastos obtenidos de pacien-
tes artrosicos con edades comprendidas entre los 81
y los 90 anos mostraron una clara tendencia a expre-
sar mas OPG. Asimismo, el cociente RANKL/OPG
fue menor en los cultivos de osteoblastos proceden-
tes de pacientes artrosicos (Tabla 3).

Finalmente analizamos los datos separando las
muestras por sexos. No se encontraron diferencias
entre hombres o mujeres cuando se compararon los
dos grupos de osteoblastos. Del mismo modo, tampo-
co se observaron diferencias significativas entre hom-
bres y mujeres dentro del mismo grupo (Tabla 4).

Discusion

Desde el descubrimiento del sistema de senaliza-
cion RANKL-OPG-RANK han sido muchos los estu-
dios disenados para comprender los mecanismos
que regulan este sistema. Los estudios con ratones
“enock out” han demostrado que la ausencia de
estos genes esta directamente relacionada con

cambios en la masa 6sea'. Por tanto, este sistema
se ha convertido en una diana terapéutica valiosa
para el tratamiento de enfermedades esqueléticas
prevalentes como la osteoporosis. De hecho, los
anticuerpos frente a RANKL han demostrado redu-
cir el nimero de fracturas en pacientes osteoporé-
ticas postmenopdusicas’. Por tanto, parece claro
que estamos ante uno de los mecanismos de sena-
lizacion criticos para la homeostasis 6sea, capaz de
inclinar la balanza hacia una mayor o menor resor-
cion en funcion de la relacion entre la produccion
de RANKL y de OPG.

Por el momento, no se conocen con exactitud
cuales son los mecanismos que desencadenan el
comienzo del remodelado 6seo, pero se cree que
son los osteocitos los encargados de senalar el lugar
y reclutar a los precursores de osteoclastos a la
region, supuestamente a través de procesos de qui-
mioatraccion''. La produccion de RANKL por parte
de los osteoblastos y, segin recientemente se ha
publicado, por los osteocitos®, induce la madura-
cion de los precursores de osteoclastos y el comien-
zo de la resorcion. Sin embargo, osteoclastos y
osteoblastos no conviven en el tiempo, ni en el
espacio. Por un lado, se sabe que los osteoclas-
tos sufren apoptosis y desaparecen. Por otro lado,
nuestros datos procedentes de mineralizacion in
vitro usando osteoblastos primarios sugieren que
durante la formacién 6sea hay una mayor expresion
génica de OPG que de RANKL. Esto, tedricamente,
reduciria las posibilidades de una interaccion entre
el RANKL y RANK, previniendo asi una posible acti-
vacion de la osteoclastogénesis durante la forma-
cion Osea. Curiosamente, la expresion de RANKL y
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Tabla 1. Distribucion de sexos y edades de las muestras recogidas para el analisis de la expresion de RANKL y OPG

Tabla 2. Valores de expresion génica (media y desviacion estandar) para los genes RANKL y OPG en osteoblastos
primarios

25,52+4,06

0,024+0,013 0,001£0,0006

45,86£19,67

0,042+0,023 0,042+0,039

0,57

0,50 0,81

Tabla 3. Analisis estratificado por edad de la expresion génica de RANKL y OPG en osteoblastos primarios

(media y desviacion estandar)

75+1 | 85+3 | 24,9+4,7 |26,92+6,36 | 0,02£0,01 | 0,02£0,02 | 0,002£0,001 | 0,00062£0,0002
73x1 | 8222 | 25,0882 | 1332£93,76 | 0,03+0,02 | 0,05£0,05 | 0,049+0,048 | 0,0001£0,0001
021 | 0,14 0,69 0,09 0,57 0,23 0,18 0,052

Tabla 4. Analisis estratificado por sexo de la expresion génica de RANKL y OPG en osteoblastos primarios
(media y desviacion estandar)

26,73%0,01 23,02+7,05

0,028+0,012

0,008+0,004 | 0,0013+0,0007 | 0,0003+0,0001

96,77+53,88 18,96+5,02

0,096+0,066

0,014+0,006 | 0,1131+0,1129 | 0,0017+0,0011

0,35 0,47 0,93

0,31 0,40 0,64

OPG no se vio modificada de forma significativa
durante el proceso de mineralizacion. Sin embargo,
si se observé una ligera tendencia de aumento en la
expresion de RANKL en dias mas avanzados, en los
que la mineralizacion era mas patente. Este ligero
aumento en la expresion de RANKL se acompana
de un ligero aumento del cociente RANKL/OPG.
La osteoporosis y la artrosis son dos enfermeda-
des esqueléticas que se caracterizan por tener valo-
res de masa Osea opuestos®. Mientras que los
pacientes osteopordticos presentan una reduccion
de la masa 6sea en comparacion con sujetos sanos,
los pacientes artrosicos tienden a tener una mayor
masa 6sea. Dado el impacto que el RANKL vy la
OPG tienen sobre la homeostasis 0sea, cabria espe-

rar que las diferencias en la produccion de estas
proteinas podrian explicar, al menos en parte, las
diferencias en la masa 6sea entre estos pacientes.
En este sentido, nuestro grupo ha demostrado
recientemente que la produccién de RANKL, y en
consecuencia el cociente RANKL/OPG estd aumen-
tado en el tejido dseo de pacientes osteoporoticos’.
Otros autores han descrito resultados similares, 1o
que sugiere que realmente estamos ante un patron
de expresion caracteristico de los pacientes osteo-
pordticos. En un intento de buscar una explicacion
a esta desregulacion de la expresion de RANKL,
estudiamos si habia diferencias en la metilacion de
la region promotora de este gen en el tejido 6seo
de pacientes osteopordticos y artrésicos, pero no



fue el caso. Sin embargo, hay que tener en cuenta
que el tejido 6seo esta formado por diferentes tipos
celulares, varios de los cuales son capaces de pro-
ducir RANKL y OPG. Por ello decidimos estudiar la
expresion de estos genes de forma selectiva en
osteoblastos primarios procedentes de pacientes
osteoporoticos y artrésicos. Al igual que observa-
mos en los osteoblastos primarios en mineraliza-
cion, tanto en pacientes osteoporoticos como en
pacientes artrosicos los valores de expresion de
OPG fueron superiores a los de RANKL. En el ani-
lisis global de los resultados no encontramos dife-
rencias significativas en la expresion de RANKL u
OPG entre los dos grupos estudiados. Estos resul-
tados estan en sintonia con observaciones previas
realizadas por otros grupos*#. Tampoco encontra-
mos diferencias al analizar la expresion por sexos o
por edades. Sin embargo, si encontramos una clara
tendencia a expresar mas OPG en pacientes artr6-
sicos con edades comprendidas entre los 81 y los
90 anos, y en consecuencia los mismos pacientes
mostraron un cociente RANKL/OPG inferior. En
conjunto, estos datos sugieren que las diferencias
observadas a nivel de tejido 6seo no se deben a que
los osteoblastos de pacientes artrésicos y osteopord-
ticos sean intrinsecamente diferentes en cuanto a la
expresion de estos genes. Cabe la posibilidad de
que las diferencias a nivel tisular puedan explicar-
se por la produccion diferencial por parte de otros
tipos celulares, como los osteocitos o las células
del sistema inmune. En consonancia con esto ulti-
mo, el cociente RANKL/OPG encontrado en los
cultivos de los osteoblastos primarios era mucho
menor que el encontrado a nivel de tejido 6seo’,
lo que supone que otras células distintas a los
osteoblastos contribuyen a la produccion de
RANKL en el tejido 6seo. En este mismo sentido,
recientemente se ha sugerido que los osteocitos
son la fuente principal de RANKL en el hueso, al
menos en el ratéon'. Por tanto, es posible especu-
lar que las diferencias encontradas puedan deber-
se a una produccion diferencial de RANKL especi-
fica en este tipo celular. De hecho, no seria sor-
prendente que los osteocitos de los pacientes
osteopordticos presentaran una produccion anor-
mal de RANKL, pues ya hemos observado en tra-
bajos previos una alteracion de la expresion de
varios genes implicados en el metabolismo 6seo®.
Del mismo modo, las células osteobladsticas de
revestimiento, consideradas como osteoblastos
inactivos, podrian estar implicadas en las diferen-
cias de expresion de RANKL en el tejido Oseo,
pues nuestros estudios indican que el patrén de
metilacién del promotor del gen RANKL permite
que estas células sean capaces de expresar tanto
RANKL como OPG’.

Por otro lado, no debemos olvidar que, al tra-
bajar con células primarias, €stas se encuentran
aisladas de su entorno habitual, el microambiente
6seo, sin verse estimuladas por factores capaces
de modular positiva o negativamente la produc-
cion de RANKL y OPG. Diversas moléculas, como
la hormona paratiroidea o los estrégenos, entre
muchas otras, pueden alterar la expresion de estos
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genes y, por tanto, pueden ser responsables de la
desregulacion descrita en los pacientes osteoporé-
ticos. Finalmente, nuestros analisis se han centra-
do exclusivamente en la expresion génica, sin
valorar la cantidad de proteina presente. En este
sentido, trabajos previos han demostrado que, a
pesar de no encontrar diferencias a nivel transcrip-
cional, la sintesis de OPG esta aumentada en oste-
oblastos derivados de pacientes osteoporoticos .
Las causas de esta desincronizacion entre los nive-
les transcripcionales y proteicos son actualmente
desconocidas. Cabria especular con una posible
desregulacion de la expresion de determinados
miRNAs capaces de influir en el proceso de tra-
duccion del ARN mensajero o cambios en marcas
post-traduccionales que afectan la estabilidad o
vida media de la proteina. En este sentido, serfa
interesante realizar estudios que confirmen que
las diferencias observadas a nivel de transcripcio-
nal también ocurren a nivel proteico, asi como
profundizar en los mecanismos post-transcripcio-
nales y post-traduccionales que influyen en la can-
tidad de proteina producida.

En conjunto, nuestros datos sugieren que las
diferencias en la produccion de RANKL y OPG
encontradas a nivel del tejido dseo entre pacien-
tes osteopordticos y artrdsicos no se deben a las
caracteristicas intrinsecas de los osteoblastos de
estos pacientes, sino que han de tener su origen
en otras células esqueléticas, o ser la consecuen-
cia de las complejas interacciones celulares y
moleculares que tienen lugar en el microambiente
0seo. Serdn necesarios nuevos estudios centrados
en otros tipos celulares para identificar los meca-
nismos que subyacen a la desregulacion de la
expresion de RANKL en el hueso osteopordtico.
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Resumen

En el carcinoma de tiroides, las metastasis a distancia son poco frecuentes (10-15% de los foliculares).
Los sitios mas comunes son pulmoén, huesos (presentacion en forma de lesiones liticas), el cerebro, el
higado, la vejiga y la piel. El diagndstico de carcinoma folicular a través de una complicacion de la metas-
tasis es excepcional, pero se debe considerar en el diagnostico diferencial de una fractura patologica.
Presentamos tres casos de aparicion excepcional.

Palabras clave: carcinoma, tiroides, metdstasis, cirugia.

Bone metastases and cord compresion debut as follicular
thyroid carcinoma

Summary
In thyroid carcinoma, distant metastases are infrequent (10-15% of the follicles). The most common sites
are the lungs, bones (appearing in the form of lytic lesions), the brain, the liver, the bladder and the skin.
The diagnosis of follicular carcinoma through a metastatic complication is exceptional, but it should be
considered in the differential diagnosis of a pathological fracture. We present three cases of exceptional
occurrence.

Key words: carcinoma, thyroia’, metastasis, surgery.



Introduccién

El carcinoma diferenciado de tiroides es la neopla-
sia endocrinologica mas frecuente. Corresponde a
uno de los tumores con mayor probabilidad
potencial de curacion y con un pronéstico de
enfermedad metastdsica mas favorable caracteri-
zandose por una progresion lenta con una super-
vivencia a los 10 anos del 34-40%".

Las metdstasis a distancia son poco frecuentes
(10-15% de los foliculares), pero en el caso de pre-
sentarse, los lugares mds comunes son pulmon,
hueso (presentando lesiones liticas), cerebro,
higado, vejiga y piel’. El diagnostico de un carci-
noma folicular a través de una complicacion de su
metastasis es un hecho excepcional, pero se debe
plantear en el diagnéstico diferencial de una frac-
tura patolégica’. En este estudio se presentan 3
casos de pacientes con compresion medular por
metastasis 0seas como forma de debut de un car-
cinoma folicular de tiroides. Creemos que son de
interés general por lo inusual de los hallazgos y el
manejo interdisciplinar llevado a cabo.

Caso 1

Mujer de 68 anos que en abril de 2010 comenzo
con dolor dorsal refractario y parestesias con pér-
dida de fuerza en miembros inferiores. En la
radiografia simple se identificé un colapso en ter-
cera vértebra dorsal, e ingres6 en el Servicio de
Traumatologia con sospecha de metastasis vs. mie-
loma. La resonancia nuclear magnética (RNM) evi-
denci6 una afectacion de todo el cuerpo vertebral
y el arco posterior, con masa de partes blandas
asociada que se introducia en el canal neural com-
primiendo la médula espinal. También afecto el
foramen neural de segunda, tercera y cuarta vérte-
bras dorsales (Figura 1). Los hallazgos sugirieron
lesion tumoral, probablemente metastasica sin
descartar la posibilidad de tumor primario, tipo
mieloma. En la tomografia axial computerizada
(TAC) toraco-abdominal se evidenciaron peque-
fas lesiones nodulares multiples en ambos pulmo-
nes sugerentes de enfermedad metastdsica, y que
en la tomografia por emision de positrones
(PET)/TAC eran hipermetabolicas. El resto de la
exploracion no evidencio hallazgos significativos.
Durante ese mismo ingreso se intenté una embo-
lizacion tumoral, sin éxito, y se efectué una des-
compresion medular con fusion de vértebras dor-
sales desde D1 a D6. La anatomia patologica indi-
cO que se trataba de un carcinoma folicular tiroi-
deo variedad de células de Hirthle. En la anam-
nesis dirigida destac6 como antecedentes una
hemitiroidectomia mas istmectomia realizadas en
1999 en otro Centro Hospitalario por evidenciarse
un noédulo con resultado de “oncocitoma”, sin mas
datos ni seguimiento.

Se realizO una ecografia tiroidea, que mostrd
un hemitiroides derecho normal. Se realizé una
tiroidectomia total, sin evidenciarse malignidad en
la pieza quirdrgica, y finalmente fue tratada con
dosis ablativa de Todo 131 (I;;) (200 mCi). El ras-
treo corporal total (RCT) postdosis mostré una
captacion intensa en las dreas metastasicas eviden-
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ciadas en PET/TAC. A los doce meses de evolu-
cion la paciente continGia en seguimiento y trata-
miento por los Servicios de Endocrinologia y
Traumatologia, con control de sintomatologia y
signos de enfermedad estable.

Caso 2

Mujer de 60 afos en quien, en un estudio por dolor
dorsal y miembros inferiores de 3-4 meses de evo-
lucion, se objetivo en la radiografia simple lesiones
sugerentes de metastasis en cuello fémur izquierdo,
columna dorsal (D1, D2 y D12, con infiltracion del
canal raquideo), didfisis femoral izquierda y trocian-
ter mayor izquierdo. Se hizo un enclavado profilac-
tico femoral. El estudio histologico fue de metdsta-
sis de carcinoma folicular de tiroides. La paciente
refirié que en 1993 se realizé una hemitiroidecto-
mia izquierda por causa no aclarada en otro Centro.
Se hizo una ecografia tiroidea sin hallazgos signifi-
cativos y se completd una tiroidectomia total sin
evidencia de malignidad en la pieza quirtrgica. La
tiroglobulina (Tg) inicial fue de 67 ng/ml, con anti-
cuerpos antitiroglobulina negativos. Fue tratada con
L5, a dosis de 200 mCi, con evidencia de enferme-
dad estable en la actualidad.

Caso 3

Mujer de 71 anos con lumbalgia de empeoramien-
to progresivo y aparicion de parestesias en extre-
midades inferiores en mayo 2008. La RNM eviden-
¢i6 lesion litica en L4 y compresion medular com-
patible con lesion metastdsica, que precisO una
vertebrectomia con fusion desde la segunda vérte-
bra lumbar hasta la primera sacra (12-S1). El estu-
dio anatomopatologico sugirié metastasis de un
tumor primario tiroideo. La ecografia fue informa-
da como "bocio multinodular con nédulos hipoe-
cogénicos en istmo y lobulo tiroideo izquierdo, y
adenopatia de 2,7 cm en espacio yugulocarotideo
izquierdo, con puncion-aspiracion con aguja fina
(PAAF) de proliferacion oncocitica" (sic). Tras una
tiroidectomia total, el diagnéstico final fue de car-
cinoma folicular tiroideo variedad de células de
Hurtle. Tras la primera dosis ablativa de I;;, (200
mCi) persistié un valor de Tg de 17 ng/ml con anti-
cuerpos antitirogobulina negativos, por lo que se
decidié dar una segunda dosis de L5 (150 mCi)
ocho meses después. En el PET de control se evi-
denci6 captaciones de nueva aparicion en 14, ala
ilfaca y clavicula derechas (Figura 2), por lo que se
administro una tercera dosis con 200 mCi (dosis
acumulada de 550 mCi) seis meses tras la segunda.
Los rastreos postdosis captaron de forma intensa
en las areas evidenciadas en las pruebas de ima-
gen. Tras quince meses del dltimo tratamiento pre-
senta datos de enfermedad estable sin complica-
ciones derivadas del tratamiento con I4.

Discusion

El carcinoma diferenciado de tiroides tiene buen
prondstico en general, pero la evolucion natural de
la enfermedad en algunos casos es hacia la disemi-
nacion a distancia, lo que conlleva un prondstico
ominoso con unas tasas de mortalidad del 65% y
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75% a los 5y 10 afos, respectivamente. Las metds-
tasis Oseas son de tipo osteolitico y son dificiles de
visualizar en radiografia simple. Por fortuna los
casos de metastasis vertebrales como forma de diag-
nostico de la enfermedad son muy raros, y prueba
de ello es que los casos publicados son escasos’.

Ante una lesion litica en columna vertebral se
debe hacer el diagnostico diferencial fundamental-
mente entre mieloma y metastasis. Entre éstas alti-
mas, el tumor primario mas frecuente se encontra-
ra en prostata, mama y pulmoén, y menos comuin-
mente en rindn, colon, piel y tiroides.

Cuando se sospecha metastasis 6seas se debe-
ria realizar un rastreo corporal total o un PET/TAC
para localizarlas. La RNM es particularmente util
en pacientes con afectacion espinal y para carac-
terizar las metdstasis una vez estan diagnosticadas.
También es valido realizar una TAC.

La biopsia de la lesion es fundamental para
identificar el origen de la metastasis, pero no dis-
crimina la estirpe folicular o papilar. Por esto, es
esencial investigar el tiroides con ecografia y PAAF.

Se debe tratar con dosis ablativas de 1,5, entre
100 y 200 mCi, a determinar mediante dosimetria.
La dosis se puede repetir a los 6-10 meses depen-
diendo de la evolucion.

Numerosos estudios avalan el beneficio en
pacientes con metastasis 6seas liticas (imds concre-
tamente las originadas por el carcinoma de mama)
del uso de bifosfonatos, en especial el zolendro-
nato intravenoso, ya que estos farmacos inhiben la
actividad osteocldstica; lo que hace que se esté
extendiendo su uso para el tratamiento de otras
formas de metastasis liticas, como las del carcino-
ma diferenciado de tiroides®.

Nuevos farmacos que afectan al remodelado
0seo son los inhibidores del RANK-ligando, como
el denosumab, que limitan la activad osteocldstica
y reducen la resorcion 6sea, y se han obtenido
buenos resultados en metdstasis 0seas de carcino-
mas, como los de prostata y pulmoén’.

La radioterapia estd indicada en pacientes con
dolor intenso sin complicacion medular o con défi-
cit neurologico de comienzo y progresion lentos e
incompletos, siempre que se descarte inestabilidad
vertebral osteoarticular, punto clave de indicacion
quirtrgica. En los casos en que el prondstico sea
malo a corto plazo, o la situacion general del pacien-
te contraindique la cirugia, es la Gnica opcion.

La embolizacion es 1til para reducir la vascula-
rizacion de la metastasis, facilitando la cirugia pos-
terior, y el crecimiento tumoral®.

Los corticoides son usados por su efecto antie-
dema, y no se utilizaran de forma aislada salvo
cuando la situacion del paciente no permita otro
tratamiento.

La cirugia paliativa estd indicada ante un dolor
de intensidad creciente incontrolable con otros
métodos, un déficit neurologico agudo, completo
y de instauracion rapida, o cuando la destruccion
6sea provoque una inestabilidad segmentaria de
la columna vertebral. También puede utilizarse
como intento curativo si la metdstasis es tnica o
en escaso numero. Consiste en la reseccion del

Figura 1. RNM: Colapso del cuerpo de 3* vértebra
dorsal y arco posterior con masa de partes blandas
asociada que se introduce en el canal neural compri-
miendo la médula espinal

Figura 2. PET: Captacion patologica en 4* vértebra
lumbar

tejido tumoral, liberacion de toda compresion
sobre el tejido medular, y fijacion mediante osteo-
sintesis vertebrales asociadas a injertos 6seos por
vias de abordaje anterior y/o posterior, intentando
la fusion del segmento afectado con los inmedia-
tamente superior e inferior*™.

En conclusion, el diagnostico de un carcinoma
folicular tiroideo desde el hallazgo de metastasis
Oseas es una forma excepcional de debut, pero
debe considerarse dentro del diagnostico diferen-
cial de estas lesiones. El tratamiento exige una
coordinacion y cooperacion interdisciplinar para
un manejo optimo de la enfermedad.
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Resumen

El cancer de prostata es uno de los cinceres mds frecuentes en varones. Su incidencia ha aumentado en
los ultimos anos, debido, en parte, a la deteccion precoz mediante el cribado con la determinacion del
antigeno prostatico especifico (PSA). El hueso es la localizacion mas comun de las metastasis, las cuales
son frecuentemente sintomadticas, produciendo dolor, debilidad y afectacion funcional. Las metdstasis
Oseas son usualmente osteoblasticas, aunque también se ha demostrado incremento de la resorcion osea.
Se presenta el caso de un varon de 49 anos, diagnosticado recientemente de cancer de préstata, que acu-
di6 al Servicio de Urgencias por dolor tordcico derecho. La exploracion fisica mostré dolor de caracteris-
ticas mecanicas en 5*-7* costillas. La radiografia de térax mostré ausencia del 6° arco costal.

Palabras clave: cincer de prostata, metdstasis dseas, lisis costal.

Costal right metastasis of prostate adenocarcinoma

Summary

Prostate cancer is one of the most frequent cancers in man and it’s incidence is growing constantly due
to early diagnosis that is now being made by determining levels of PSA in the general health controls.
The most common site of metastasis is bone, and these lesions are frequently symptomatic, causing pain,
debility, and functional impairment. Skeletal metastases in men with prostate cancer are usually osteo-
blastic although increases in bone resorption have been consistently demonstrated. A 49 years old man
with a recent diagnosis of prostate cancer was admitted to Emergency Department for right thoracic pain.
The physical examination showed pain of mechanical characteristics corresponding to the 5th-7th ribs.
The chest radiography showed absence of the 6th rib.

Key words: prostate cancer, bone metastases, lysis costal.



Introduccién

La incidencia del cancer de prostata ha aumentado
en los Gltimos anos debido en parte a la deteccion
precoz mediante la determinacion de antigeno
prostatico especifico (PSA). Su histologia mas fre-
cuente es el adenocarcinoma (ADC). En su etiolo-
gia se han implicado distintos aspectos, destacan-
do el papel hormonal, especialmente androgéni-
co'. Se presenta el caso de un varén joven afecto
de ADC de proéstata que consultd por dolor costal
y al que se diagnostico de lisis tumoral de un arco
costal.

Caso clinico

Hombre de 49 anos con antecedentes de trauma-
tismo craneoencefilico, que se resolvié con secue-
las cognitivo-conductuales, y de ADC prostatico.
Su primer ingreso fue por clinica de lumbociatica
persistente de dos meses de evolucion junto a
dolor costal bilateral de caracteristicas neuropati-
cas. El diagnodstico al alta fue de ADC de préstata
diseminado. Las exploraciones complementarias
mostraron la existencia de metdstasis (M1) Oseas
multiples, asi como la presencia de una masa en
arco costal derecho posterior. El PSA fue de 13.000
U/l y la fosfatasa alcalina (FA) de 478 U/l. La gam-
magrafia 6sea evidencio depdsitos patologicos del
trazador en calota craneal, vértebras dorsales,
hamero derecho, trocanter menor, diafisis femoral
derecha y rama isquidtica izquierda, sin que se
observaran depodsitos en parrillas costales que
sugirieran lesiones blasticas. La biopsia de la masa
costal fue positiva para M1 de ADC de prostata, el
cual se confirmo con una biopsia prostatica poste-

Figura 1. Radiografia de parrilla costal derecha,
donde se observa ausencia del arco posterior de la
6* costilla (flecha)
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rior. Durante el ingreso present6 una alteracion de
la marcha, por lo que se realizd una resonancia
magnética (RM) de columna dorsal que mostrd
una compresion medular secundaria a M1 epidu-
ral en vértebra DVII, iniciandose radioterapia
(recibié una dosis total de 30 Grays). El paciente
fue tratado con bicalutamida 50 mg/dia, una
inyeccion subcutinea trimestral de gosorelina 10,8
mg y acido zoledronico (2 dosis i.v. de 4 mg/mes
diluidos en 50 cc de suero fisiologico), siguiendo
una evolucion satisfactoria. Se inicio rehabilitacion
de la marcha, siendo dado de alta a los 33 dias del
ingreso. A los 23 dias del alta acudi6 al Servicio de
Urgencias por aparicion de dolor en hemitorax
derecho. La exploracion fisica mostré dolor a la
palpacion en 5*-7* costillas. Se realizé un analisis
sanguineo que mostrd un calcio de 7,14 mg/dl,
una proteina C reactiva de 3,4 mg/dl y una FA de
1.297 UI/1. La radiografia de parrilla costal derecha
mostro ausencia del arco posterior de la 6* costi-
lla (Figura 1). Reingresé en U.H. de Oncologia
donde continu6 tratamiento. En la actualidad, tras
cuatro anos de seguimiento, se encuentra en fase
de hormonorresistencia con aparicion de M1
6seas blasticas politopicas.

Discusion

La presencia de M1 Oseas en estudios necropsicos
de pacientes fallecidos por neoplasia prostatica
alcanzan el 90%* El crecimiento del cancer de
prostata en el hueso promueve el recambio 6seo,
lo cual produce M1 osteoblasticas con lesiones liti-
cas subyacentes’. En la actividad osteobldstica se
ha implicado al sistema Wnt}, mientras que la acti-
vidad osteolitica puede deberse a una inhibicion
de la actividad de Wnt’ y a la participacion del sis-
tema OPG-RANKL'. El porcentaje de células tumo-
rales que expresan OPG y RANKL aumentan sig-
nificativamente en los pacientes con M1 OGseas.
Una combinacion de ambos mecanismos podria
explicar la lisis de la costilla de este paciente.
Dada la coexistencia de mecanismos osteoblasti-
cos y osteoliticos en la génesis de las M1, no cre-
emos que la predominancia de uno de ellos haya
podido influir en la evolucion de la enfermedad
de este paciente. En cuanto al tratamiento, en los
ultimos anos se han evaluado distintos farmacos
con accion sobre el metabolismo 6seo para el tra-
tamiento de las afecciones 6seas de las neoplasias.
En el caso del cancer de prostata, la existencia de
M1 liticas ha hecho que se evaluaran los bifosfo-
natos. Asi, la administracion simultanea de acido
zoledrénico junto al tratamiento hormonal en
pacientes con M1 6seas en el momento del diag-
nostico puede retrasar la progresion de la enfer-
medad’, hecho que podria explicar la larga super-
vivencia en el paciente que nos ocupa. No obstan-
te, este efecto no es extensible a otros bifosfona-
tos®. Otro farmaco que ha mostrado su efectividad
es el denosumab, que incluso ha resultado ser
mas efectivo que el acido zoledronico’. Por ulti-
mo, apuntar que la aparicion de hormonorresis-
tencia podria ser consecuencia de la evolucion del
tumor hacia un ADC de prostata neuroendocrino,
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un subtipo mas agresivo®. En este sentido, la
demostracion de una sobreexpresion de la protei-
na Aurora A quinasa hubiera sido de utilidad para
demostrar esta posible transformacion®.
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Resumen

La manifestacion clinica del hiperparatiroidismo primario (HPTP) como tormenta hipercalcémica debe
plantear un diagnodstico diferencial entre diversos procesos clinicos de prondstico variable y la conside-
racion de una patologia tiroidea subyacente.

El adenoma quistico paratiroideo representa una de sus causas mas infrecuentes en el conjunto de las
neoplasias quisticas glandulares a nivel cervical.

El diagnostico de su caracter funcional, apoyado en la determinacion de calcemia, parathormona inmu-
norreactiva (PTHI) sérica e intraquistica, y la interpretacion correlacionada de los estudios de imagen,
puede contribuir en su sospecha diagnostica.

Su tratamiento de eleccién es quirdrgico mediante paratiroidectomia selectiva con inclusion quistica com-
pleta y extendida al tiroides segin su grado de implicacion, aunque esta técnica podria experimentar
modificaciones dependiendo del nivel de confianza en el diagnéstico preoperatorio.

Palabras clave: hipercalcemia, neoplasia paratiroidea, quiste, hiperparatiroidismo.
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Hypercalcemia crisis due to complex parathyroid tumour: a diagnostic
and surgical dilemma

Summary

The clinical manifestation of primary hyperparathyroidism (PHPT) as a hypercalcemic crisis should give
rise to the consideration of a differential diagnosis between various different clinical processes for varia-
ble prognosis and the consideration of an underlying thyroid pathology.

Cystic parathyroid adenoma is one of its most infrequent causes in the group of glandular cystic neo-
plasms in the cervix.

The diagnosis of its functional character, supported by the determination of calcemia, blood and intracys-
tic immunoreactive parathormone (PTHi), and the interpretation correlated with imaging studies, may
contribute to its suspected diagnosis.

Its treatment of choice is surgery by means of selective parathyroidectomy with complete cystic inclusion,
and extended to the thyroid depending on their degree of involvement, although this technique may

experience modifications depending on the level of confidence in preoperative diagnosis.

Key words: hypercalcemia, parathyroid neoplasia, cyst, hyperparathyroidism.

Introduccién

La hipercalcemia puede ser la primera manifesta-
cion de un hiperparatiroidismo primario (HPTP),
pero su expresion como crisis paratiroidea es una
emergencia metabdlica de presentacion infrecuen-
te. Una actuacion médica efectiva resulta vital para
reducir su elevado riesgo de mortalidad asociada.

El adenoma solitario suele ser la causa mais fre-
cuente del HPTP!, pero su presentacién como tor-
menta hipercalcémica obliga a plantear otras posi-
bilidades diagnosticas de gravedad pronéstica dis-
par, especialmente si se considera el carcinoma.

La concomitancia de patologia tiroidea con
repercusion operatoria deberfa motivar un estudio
preoperatorio que clarifique la indicacion quirar-
gica, ya que la informacién aportada por las prue-
bas de imagen puede distorsionar la trascendencia
de dicha patologia en ausencia de semiologia
especifica®.

Presentamos una paciente con HPTP agudo
secundario a un adenoma quistico de paratiroides
concomitante con un hipertiroidismo por enfer-
medad de Graves-Basedow y una dificil interpre-
tacion diagnostica. Exponemos una revision prac-
tica del cuadro que puede contribuir en su diag-
noéstico y resolucion quirdrgica.

Caso clinico

Mujer de 57 anos con antecedentes de histerectomia
por mioma y en tratamiento depresivo con paroxe-
tina que fue valorada por cuadro de nduseas, vomi-
tos, astenia, pérdida de 5 kg de peso, poliuria y poli-
dipsia de varias de semanas de evolucion; detectan-
dose en la exploracion sequedad mucosa y un
nodulo cervical derecho bajo indoloro, que resulté
movil con la deglucion, sin adenopatias cervicales
palpables ni otros hallazgos semiologicos de interés.

El estudio analitico revel6 una calcemia de 14,6
mg/dl (N=8,4-10,2) con calcio corregido de 15,9
mg/dl (N=8,4-10,2), fosfatemia de 2,6 mg/dl
(N=2,4-4,7), proteinas totales de 5,7 g/dl (N=064-
8,3), albuminemia de 2,6 g/dl (N=3,5-5), TSH <0,03
pUL/ml (N=0,49-4,67) y Ty de 3 ng/dl (N=0,7-1,59).

Inicialmente la paciente ingresé con diagnosti-
co de hipercalcemia grave, hipertiroidismo prima-
rio y sospecha de nédulo tiroideo derecho presen-
tando una calciuria de 912 mg (N=100-300) y fos-
faturia de 704 mg (N=600-950) para una diuresis
de 4.000 ml en 24 horas. Se consiguio su estabili-
dad clinica y analitica mediante sueroterapia sali-
na al 0,9%, bifosfonatos, furosemida y metimazol.

El estudio se completé ambulatoriamente con
una PTHi de 1.205,8 pg/ml (N=5-65), anticuerpos
antiperoxidasa tiroidea negativo y anti-receptor
TSI de 1,5 U/L (N=0-0,7).

Una ecografia tiroidea demostré solamente un
nodulo quistico de 3 centimetros en el polo infe-
rior derecho con P.A.A.F. de un liquido amarillen-
to claro portador de escasa celularidad inflamato-
ria y nula epitelial, que se informé como compa-
tible con contenido de quiste simple.

Una gammagrafia con “"Tc-sestamibi (Figura
1A) visualiz6 un foco de captacion patolégico,
localizado en mediastino superior, lateral al polo
inferior del tiroides derecho; sugerente de adeno-
ma paratiroideo ectopico.

Con vistas a una planificacion quirdrgica se
realiz6 una tomografia computarizada (TC) cervi-
cal (Figura 1B) con contraste, que mostrd un
nédulo de 3,6 cm, con tumoracién mural de pro-
bable naturaleza paratiroidea que rectificaba lige-
ramente el contorno lateral derecho de la triquea;
y presencia de pequenas adenopatias hipocaptan-
tes a nivel yugulo-digastrico.
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Figura 1. Composicion de secuencias radiologicas evidenciando la lesion paratiroidea: Gammagrafia con *™Tc-
sestamibi mostrando un foco hipercaptante patolégico tnico sugerente de adenoma ectépico en mediastino
superior (A). Seccion axial de TC con nédulo hipodenso bien delimitado en 16bulo tiroideo derecho que con-
tiene un nodulo hipercaptante en su pared lateral y condiciona ligera compresion traqueal (B)

A la paciente se le realiz6 una
reseccion quirtrgica en bloque que
incluy6 hemitiroidectomia derecha,
paratiroidectomia, timectomia par-
cial con inclusion de tejido paratra-
queal derecho y linfadenectomia
del compartimento central. Las
determinaciones seriadas de PTHi
intraoperatoria fueron de 7623
pg/ml, 1294 pg/ml, 110,8 pg/ml y
87,9 pg/ml, respectivamente.

No present6é ninguna compli-
cacion postoperatoria, y el estu-
dio histopatologico fue informa-
do como adenoma paratiroideo
quistificado (Figura 2), sin evi-
dencia de malignidad en el tejido
timico y en las diversas adenopa-
tias aisladas, e hiperplasia nodu-
lar sobre el hemitiroides derecho.

Durante el seguimiento poste-
rior, la enferma se encuentra con
metimazol en dosis descendente
y un buen control del metabolis-

Figura 2. Seccion histolégica de una formacion quistica de capsula
fibrosa y tapizada de células parietales, en cuya pared se identifica
tejido paratiroideo con caracteristicas de adenoma y dudosas image-
nes de pseudoinvasion capsular. Tincion de H-E. 4 x

mo fosfo-calcico.

Discusion

La etiologia mas frecuente del HPTP es el adeno-
ma solitario, cuya forma de presentacién habitual
es una hipercalcemia en una paciente postmeno-
pausica entre 50 y 60 anos', y que excepcional-
mente alcanza el rango clinico de crisis paratiroi-
dea.

Las tumoraciones paratiroideas quisticas repre-
sentan el 0,6% de las lesiones tiroideas y paratiroi-
deas. Su relacion con una tumoracion cervical
quistica no supera el 5%* y el hecho de que
menos del 10% de los quistes paratiroideos cursen
con hiperparatiroidismo dificultan su filiacion cli-
nica’.

No obstante, una tumoracién quistica asociada
a una crisis hiperparatiroidea deberia orientar a un
diagnéstico diferencial centrado en los diferentes

procesos que pueden afectar a este tipo de glan-
dulas. Clinicamente, se han propuesto diversos
criterios sugerentes de malignidad®, como la pre-
sencia de una tumoracién palpable mayor de 3
cm, calcemia superior a 14 mg/dl o semiologia de
hiperparatiroidismo grave.

Ademds, existe una asociacion cercana al 40%
entre el HPTP y algin tipo de patologia tiroidea
concomitante’, fundamentalmente benigna, con
implicacion quirdrgica que deberfa motivar su
consideracion preoperatoria con el fin de planifi-
car una estrategia quirtrgica. En nuestra paciente
se interpreto que la formacién quistica dependia
del tiroides, al presentar concomitantemente un
hipertiroidismo primario de forma independiente
al tejido paratiroideo sospechoso de adenoma.
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Las glandulas paratiroideas presentan una gran
variabilidad en nimero, tamano, forma y localiza-
cion, pero el diagnostico por imagen de una
lesion quistica en vecindad a una estructura com-
patible radiolégicamente con tejido paratiroideo
en la region caudal del cuello, y concomitante con
un HPTP agudo, deberia obligar a descartar su
relacion con dichas glindulas, aunque se contem-
ple la posibilidad de formaciones quisticas o alte-
raciones funcionales a nivel tiroideo. Nuestra
paciente es un ejemplo manifiesto de esta interre-
laciéon semiologica.

En este sentido, debemos considerar que los
microquistes paratiroideos son frecuentes en las
glandulas sanas por infiltracion grasa con el paso
del tiempo, pero los macroquistes son excepcio-
nales, y suelen afectar con mayor frecuencia a las
paratiroides inferiores, aunque su repercusion cli-
nica difiere segin el quiste sea funcionante o no
funcionante®’.

Los primeros afectan fundamentalmente al
hombre, con hipercalcemias superiores a 13 mg/dl
como signo guia de un HPTP, y sin una localiza-
cion anatémica precisa, lo cual explica una expre-
sividad variable: desde la ausencia de sintomas a
disnea, disfonia o disfagia, segin la estructura
comprimida en su crecimiento’. La presencia de
hemorragia intraquistica podria influir en un diag-
noéstico erréneo de malignidad.

En cambio, los no funcionantes son de predo-
minio femenino, suponen el 90% de los quistes y
carecen de actividad metabdlica.

Esta clasificacion enfatiza la importancia de
nuestra aportacion al tratarse de una mujer con
afectacion glandular inferior y cardcter funcionante.

Su génesis no ha sido aclarada, aunque se
cree que podrian derivar del crecimiento y secre-
cion coloide de células primordiales persistentes
de la tercera y cuarta hendidura branquial, o bien
de la fusion de microquistes de glandulas sanas.
En ambas teorias la tumoracion quistica probable-
mente serfa no funcionante, y su traduccion clini-
ca serfa anecddtica, por cuanto que cursa con ele-
vacion de PTH intraquistica sin hipercalcemia.

En cambio, si la tumoraciéon quistica deriva de
la degeneracion de un adenoma paratiroideo exis-
tente, como podria ser nuestro caso, la presencia
de hipercalcemia definirfa su caracter funcionante
por elevacion de PTH intraquistica y sérica. La
presencia de focos hemorragicos intraquisticos
también podria apoyar su origen adenomatoso.
Algunos autores asocian la hemorragia quistica
con la aparicion de una crisis hipercalcémica.

Estas caracteristicas deberian servir de apoyo
en el diagnostico clinico debido a la limitacion de
los estudios de imagen actuales, que no suelen
aportar detalles practicos mds alld de su naturale-
za quistica si no existe una sospecha clinica fun-
dada, resultando frecuente su asociacion errénea
con la glandula tiroides, como se constat6 en
nuestra enferma. En estos casos podria resultar de
gran ayuda la puncién con aguja fina, al obtener
un liquido claro con una concentracion alta de
PTH.

Esta determinacion podria haber evitado la rea-
lizacion de dos pruebas de imagen que no facilita-
ron el diagnéstico ni la planificacion quirdrgica, ya
que si orientaron hacia una patologia paratiroidea,
pero no aclararon la dependencia de la tumoracion
quistica ni descartaron la posibilidad de malignidad.

En este sentido, consideramos que cualquier
paciente con hipercalcemia y PTHi sérico elevado
que presente una lesion quistica por ecografia a
nivel de la celda tiroidea deberia ser sometido a
una PAAF de la misma para determinacion de
PTH y a una gammagrafia *"Tc-MIBI debido a la
alta sensibilidad y especificidad de ésta® para el
adenoma paratiroideo solitario con respecto a otro
estudios de imagen, con objeto de evaluar un
abordaje cervical selectivo; aunque algunos auto-
res resaltan el valor de la ecografia en manos de
radiclogos expertos para aquellos casos sospecho-
sos de adenoma quistico, por cuanto que la esca-
sez de tejido paratiroideo en su periferia y el rapi-
do lavado del radiotrazador podria contribuir a fal-
SOs negativos*® en estos casos.

En nuestra paciente la gammagrafia fue capaz
de identificar el adenoma, pero no pudo relacio-
narlo con la formacion quistica adyacente que fue
considerada dependiente de la glindula tiroidea.

El resto de estudios de imagen deberia limitar-
se para casos muy especificos, debido a su apor-
tacion limitada.

Una orientaciéon preoperatoria adecuada
podria contribuir a reducir la agresividad quirtrgi-
ca, basada en la posibilidad de una crisis hipercal-
cémica de naturaleza maligna. En nuestra pacien-
te, un diagnostico mas fiable de benignidad habria
limitado la exéresis a la paratiroides quistica y el
tejido tiroideo adyacente, al encontrarse el quiste
parcialmente incluido en éste.

La complejidad diagnéstica de esta patologia
justificaria una exploracion quirtrgica meticulosa
del resto de glandulas'" para descartar una enfer-
medad multiglandular en forma de coexistencia
individualizada de quiste y adenoma, afectacion
quistica poliglandular o enfermedad hiperplasica
concomitante, aunque la determinacion de PTH
intraoperatoria podria orientarnos hacia la persis-
tencia o resolucion del proceso con una elevada
fiabilidad una vez extirpado el tejido sospechoso',
reduciendo el tiempo quirdrgico y el riesgo de
morbilidad asociada a exploraciones innecesarias.

En conclusion, la escasez de casos documenta-
dos en la literatura puede dificultar la sospecha
diagnostica preoperatoria de una tumoracion quis-
tica funcionante benigna de paratiroides, para cuya
confirmacion se deberian cumplir criterios clinicos
y bioquimicos de hiperparatiroidismo, identifica-
cion de tejido paratiroideo en la pared quistica en
ausencia de signos histologicos de malignidad,
demostracion morfolégica o funcional del caricter
normal de las glindulas restantes, y la regulariza-
cion de las cifras de calcemia en el postoperatorio.

Declaracion de intereses: Los autores declaran
la ausencia de cualquier conflicto de intereses en
la presente publicacion.
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Normas de publicacién: Informacion para los autores

1) Informacién general. Politica editorial

La Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral
(Rev Osteoporos Metab Miner; www.revistadeosteo-
porosisymetabolismomineral.es) es el 6rgano oficial
de expresion cientifica de la Sociedad Espanola de
Investigacion Osea y del Metabolismo Mineral
(SEIOMM). Su periodicidad es trimestral (4 nimeros
al afo: invierno, primavera, verano y otofio), con un
numero variable de monografias extraordinarias. El
tercer nimero del ano, verano, esta destinado a la
publicacion de las comunicaciones del Congreso
anual de la SEIOMM.

La Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral
publica trabajos en espanol, que serdn traducidos al
inglés en su formato electronico, y se ofrece libre y
gratuitamente por medio de su pagina Web. El acce-
so es completo a todos los articulos, en ambos idio-
mas, sin periodo de carencia o embargo y sin nece-
sidad de registro. La version en papel se publica
exclusivamente en espafnol, y se distribuye por
correo a los socios de la SEIOMM vy a los suscripto-
res de la revista.

Los manuscritos serdn considerados por el Comité de
Direccion de la Revista. Todos los originales serin
evaluados por al menos dos revisores, expertos en
esta materia, que realizaran su valoracion de forma
ciega.

El Comité de Expertos lo constituye un grupo de
colaboradores especializados en diferentes campos
del metabolismo mineral 6seo y que realizan la valo-
racion de los manuscritos a solicitud del Comité de
Direccion de la Revista. En la pagina Web de la
Revista y en todos los nimeros de la Revista se
publica la relacion de colaboradores que forman el
Comité de Expertos. Asimismo, en el primer nimero
de cada ano se publican los nombres de los reviso-
res que han colaborado activamente con la Revista
en el ano finalizado.

Los autores, si lo desean, podran proponer al menos
3 posibles revisores externos, de quienes, ademis
del nombre y apellidos, se debera incluir su correo
electronico y las razones por la que consideran que
pueden evaluar objetivamente el articulo. También
podran indicar aquellos revisores que no deseen que
evalien el manuscrito, debiendo justificar también
este dato, si bien su manejo serd absolutamente con-
fidencial por parte del equipo directivo de la Revista.
Los juicios y opiniones expresados en los articulos
publicados en la Revista de Osteoporosis y
Metabolismo Mineral son del autor o autores, y no
necesariamente del Comité de Direccion. Tanto el
Comité de Direccion como la SEIOMM declinan cual-
quier responsabilidad al respecto. Ni el Comité de
Direccion ni la SEIOMM garantizan o apoyan ningin
producto que se anuncie en la Revista, ni garantizan
las afirmaciones realizadas por el fabricante sobre
dicho producto o servicio.

2) Elaboracién y envio de los manuscritos

Los manuscritos deben elaborarse siguiendo las reco-
mendaciones del Comité Internacional de Directores
de Revistas Médicas, disponibles en:

http://www.icmje.org, y enviarse por correo electro-
nico a la direccion revistadeosteoporosisymetabolis-
momineral@ibanezyplaza.com.

La Editorial de la Revista dard acuse de recibo inme-
diatamente, también por correo electronico, y la
Redaccion iniciard el proceso de revision, que habi-
tualmente se completa en menos de 3 meses.

2. 1. Carta de presentacion

Todos los manuscritos deben ir acompanados nece-
sariamente de una carta de presentacion que indi-
que: 1 la seccion de la revista en la que se desea
publicar; 2) una breve explicacion de cudl es la apor-
tacion original y la relevancia del trabajo en el campo
de la patologia metabdlica 6sea; 3) la declaracion de
que el manuscrito es original y no se ha remitido
simultineamente para evaluacion a ninguna otra
revista; y 4) que se han observado las presentes “ins-
trucciones para los autores”.

2.2. Manuscritos

El texto completo del manuscrito, desde la pagina
del titulo hasta las referencias, debe incluirse en un
archivo escrito en Word, con letra tipo Arial de tama-
no 12, interlineado a 1,5 lineas y justificado a la
izquierda. Se numeraran las paginas correlativamen-
te en el margen superior derecha y se debera dejar
un margen de 3 cm en los 4 bordes de la pagina (que
serd tamano A4).

Se deben utilizar Gnicamente abreviaturas comunes
en el campo de la Medicina y evitarse el uso de abre-
viaturas en el titulo y en el resumen del trabajo. La
primera vez que aparezca una abreviatura debera
estar precedida por el término completo al que se
refiere, excepto en el caso de unidades de medidas
comunes, que se expresaran en Unidades del
Sistema Internacional.

Los trabajos deberan incluir la informacion requerida
a continuacién, ordeniandose las secciones de la
siguiente manera: pagina del titulo y autores, pagina
del resumen y palabras clave, texto principal (intro-
duccién, material y método, resultados, discusion y
bibliografia), tablas y figuras. Si es necesario, se
podran incluir las tablas y figuras en otro archivo
adjunto, con sus respectivos titulos y numeracion.

2.3. Apartados de los manuscritos

2.3.1. Pagina del titulo y autores:

Constard de la siguiente informacion:

- El titulo, que debe describir adecuadamente el con-
tenido del trabajo. Debe ser breve, claro e informati-
vo. Se debe incluir el nombre completo y el primer
apellido de los autores, o los dos apellidos separados
o unidos mediante guion, dependiendo de cémo pre-
fieran los autores que aparezcan en las publicaciones.
- El nombre del (los) departamento(s) o servicio(s) y
la(s) institucion(es) a los que el trabajo debe ser atri-
buido. No es necesario incluir el cargo académico o
profesional de los autores. Constara el reconocimien-
to de cualquier beca o ayuda econdmica, asi como la
declaracién de la existencia o no de conflictos de
intereses de cada uno de los autores.
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Aparte se incluird el nombre completo, el correo elec-
trénico (si se dispone) y la direccion postal completa
del autor al que se dirija la correspondencia, que sera
el responsable de la correccion de las pruebas.

2.3.2. Resumen y palabras clave

El resumen estructurado deberd aparecer en la
segunda pagina del manuscrito y tendra un maximo
de 250 palabras en el caso de los originales y de 150
en las notas clinicas.

Contara con los siguientes encabezamientos:
Objetivos, senalando el propésito fundamental del tra-
bajo; Material y métodos, explicando el diseno del
estudio, los criterios de valoracion de las pruebas diag-
nosticas y la direccion temporal (retrospectivo o pros-
pectivo). Se mencionara el procedimiento de seleccion
de los pacientes, los criterios de inclusion y/o exclu-
sién, y el nimero de los pacientes que comienzan y
terminan el estudio. Si es un trabajo experimental, se
indicara el nimero y tipo de animales utilizados;
Resultados, donde se hara constar los resultados mas
relevantes y significativos del estudio, asi como su
valoracion estadistica; y Conclusiones, donde se men-
cionarin las que se sustentan directamente en los
datos, junto con su aplicabilidad clinica. Habrd que
otorgar el mismo énfasis a los hallazgos positivos y a
los negativos con similar interés cientifico.

A continuacion del resumen se incluiran las palabras
clave, de 3 a 10 en total, con el objetivo de comple-
mentar la informacion contenida en el titulo y ayu-
dar a identificar el trabajo en las bases de datos
bibliograficas. Para las palabras clave se deben
emplear términos equivalentes a los obtenidos de la
lista de descriptores en Ciencias de la Salud (Medical
Subjects Headings, MeSH) del Index Medicus (dispo-
nibles en: www.nlm.nih.gov/mesh/meshhome.html).
Importante: No es necesario enviar el resumen ni las
palabras clave en inglés. Esto serd realizado por el
traductor de la Revista.

2.3.3. Introduccion

Deben mencionarse claramente los objetivos del tra-
bajo y resumir el fundamento del mismo, sin revisar
extensamente el tema y eliminando recuerdos histo-
ricos. Citar so6lo aquellas referencias estrictamente
necesarias.

2.3.4. Material y métodos

En este apartado se ha de especificar el lugar, el
tiempo y la poblacion del estudio. Los autores deben
incluir informacion sobre como se realizo el diseno,
como fueron los sujetos seleccionados; sobre todas
la técnicas, determinaciones analiticas y otras prue-
bas o mediciones realizadas. Todo ello con suficien-
te detalle como para que otros investigadores pue-
dan reproducir el estudio sin dificultades.

Al final de este apartado, se debe indicar cual ha sido
el tipo de andlisis estadistico utilizado, precisando el
intervalo de confianza. Los estudios contaran con los
correspondientes experimentos o grupos control; en
caso contrario, se explicarin las medidas utilizadas
para evitar los sesgos y se comentara su posible efec-
to sobre las conclusiones del estudio. Si se trata de
una metodologia original, se explicarin las razones
que han conducido a su empleo y se describirin sus
posibles limitaciones.

No deben mostrarse los nombres de los pacientes ni
incluir ningiin dato que pueda conducir a su identi-
ficacion. Con respecto a los fairmacos, se utilizara el
nombre genérico de los farmacos utilizados en el

estudio evitando sus nombres comerciales, y deta-
llando al maximo la dosis prescrita, la via de admi-
nistracién y el tiempo de administracion.

Asimismo, se indicaran las normas éticas seguidas
por los investigadores, tanto en estudios en seres
humanos como en animales. Los estudios en seres
humanos deben contar con la aprobacién expresa
del Comité Local de Etica y de Ensayos Clinicos. Los
autores deben mencionar que los procedimientos
utilizados en los pacientes y controles han sido rea-
lizados tras obtencién de un consentimiento informa-
do.

2.3.5. Resultados

Se deben presentar los resultados siguiendo una
secuencia légica y concordante en el texto y en las
tablas y figuras. Los datos se pueden mostrar en
tablas o figuras, pero no simultineamente en ambas.
En el texto se deben destacar las observaciones
importantes, sin repetir todos los datos que se pre-
senten en las tablas o figuras. No se debe mezclar la
presentacion de los resultados con su discusion.
2.3.6. Discusion

Se trata de una discusion de los resultados obtenidos
en este trabajo y no de una revision del tema en gene-
ral. Los autores deben destacar los aspectos nuevos e
importantes que aporta su trabajo y las conclusiones
que se propone a partir de ellos. No se debe repetir
detalladamente datos que aparecen en el apartado de
resultados. En la discusion, los autores deben incidir
en las concordancias o discordancias de sus hallazgos
y sus limitaciones, comparandolas con otros estudios
relevantes, identificados mediante las referencias
bibliograficas respectivas. Al final, se debe relacionar
las conclusiones obtenidas con el o los objetivos del
estudio, tal y como se recogio en la introduccion. Se
debe evitar formular conclusiones que no estén respal-
dadas por los hallazgos, asi como apoyar estas conclu-
siones en otros trabajos atin no terminados. Si es nece-
sario, los autores pueden plantear nuevas hipotesis,
pero éstas deben ser claramente identificadas como
tales. Cuando sea apropiado, los autores pueden pro-
poner sus recomendaciones.

2.3.7. Bibliografia

Se incluiran Gnicamente aquellas citas que se conside-
ren importantes y hayan sido leidas por los autores.
Todas las referencias deben estar citadas en el texto
de forma consecutiva segtn el orden de aparicion, e
identificadas mediante llamada en nimeros ariabigos
en superindice. Las referencias que se citan solamen-
te en las tablas o leyendas deben ser numeradas de
acuerdo con la secuencia establecida por la primera
identificacion en el texto de las tablas o figuras.

Al indicar las paginas inicial y final de una cita se
deben mostrar en la pagina final sélo los digitos que
difieran de la pagina inicial (ejemplos: 23-9, y no 23-
29; 247-51. y no 247-251). En todo momento deben
seguirse las normas de los “Requerimientos Uniformes
para Manuscritos Remitidos a Revistas Biomédicas”,
que pueden obtenerse en el New England Journal of
Medicine (N Engl ] Med 1997;336:309-15) y que tam-
bién estan disponibles en http://www.icmje.org/.

Las abreviaturas de los titulos de revistas se obten-
drin de los formatos empleados por la Biblioteca
Nacional de Medicina de los Estados Unidos de
Norteamérica, en el Index Medicus (disponible en:
http://www.ncbi.nlm.nih. gov/entrez/jrbrowser.cgi).
Deben evitarse las referencias del estilo: “observacio-



NORMAS DE PUBLICACION / Rev Osteoporos Metab Miner 2012 4;4:154-156

o

nes no publicadas”, “comunicacion personal” o simi-
lares. Los originales aceptados y no publicados en el
momento de ser citados pueden incluirse como citas
“En prensa’.

2.3.8. Tablas

Se numerarin con numeros ardbigos de manera
correlativa en el mismo orden de aparicion en el
texto, y se incluirdin en el manuscrito, al final del
mismo, después de la bibliografia. Se prepararin a
espacio y medio, como el resto del manuscrito, y no
debe cambiarse el tipo de letra. Se identificardn con
la numeracién correspondiente y un titulo breve
pero suficientemente explicativo en su parte supe-
rior. La leyenda de la tabla debe permitir compren-
der su contenido, sin que el lector tenga que acudir
al texto para su comprension. Cada columna de la
tabla ha de contener un breve encabezado. Se deben
incluir las necesarias notas explicativas a pie de tabla
y utilizar llamadas en forma de letras mindsculas en
superindice y en orden alfabético (a, b, o).

En las tablas se deben incluir las medidas estadisticas
de variacion, como la desviacion estindar y el error
estandar de la media. Solo se emplearin los decima-
les con significado clinico; por ejemplo, la glucemia
de 89,67 deberi expresarse como 89,7.

2.3.9. Figuras

Todos los graficos, fotografias y dibujos se consideran
figuras. Las figuras se identificarin con nimeros arabi-
gos que coincidan con su orden de aparicion en el
texto. Los pies de las figuras se prepararan a espacio y
medio en paginas separadas. Las leyendas y los pies de
las figuras deberin contener informacion suficiente
para poder interpretar los datos presentados sin nece-
sidad de recurrir al texto. Para las notas explicativas a
pie de figura se utilizaran llamadas en forma de letras
mintsculas en superindice, tal y como se indicé ante-
riormente en las tablas. En las fotografias de prepara-
ciones histologicas debera figurar el tipo de tincion y
el aumento. La resolucion minima de las imagenes
debera ser de 300 ppp (puntos por pulgada).

3. Normas especificas de cada seccion
3.1.0riginales

Se considerardn originales aquellos trabajos clinicos
o experimentales de cualquier tipo relacionados con
el metabolismo mineral 6seo.

Deberan estructurarse en Introduccion, Material y méto-
do, Resultados, Discusién y Bibliografia. Tendran una
extension maxima de 16 paginas, y se admitirdn hasta 5
tablas o figuras. No deberan sobrepasar las 40 citas
bibliograficas. Incluirdn un resumen estructurado de 250
palabras como maximo. Dicho resumen sera organizado
en los siguientes apartados: Fundamentos, Objetivos,
Material y Método, Resultados y Conclusiones.

3.2. Notas clinicas

Descripcion de uno o mas casos clinicos de excep-
cional observacion que supongan una aportacion
importante al conocimiento del metabolismo mineral
6seo. Deberdn acompanarse de un resumen y una
introduccion breves (maximo, 150 palabras cada
uno) y previos a la descripcion del caso. La exten-
sion maxima del texto ser de 5 paginas (1.750 pala-
bras, 10.650 caracteres con espacios). Se admitirin
hasta dos figuras y dos tablas. Es aconsejable que el
nuimero de firmantes no sea superior a seis y que no
se incluya mas de 20 referencias bibliograficas.

3.3. Cartas al Editor

En esta seccion se publicarin aquellas cartas que
hagan referencia a trabajos publicados en la revista
anteriormente y aquéllas que aporten opiniones,
observaciones o experiencias que por sus caracteris-
ticas puedan ser resumidas en un breve texto. La
extension méxima serd de 60 lineas y se admitirdn
una figura o una tabla y diez referencias bibliografi-
cas como maximo. El nimero de firmantes no debe
exceder de cuatro.

3.4. Otras secciones

La Revista incluye otras secciones (Editoriales,
Revisiones y Documentos o Articulos Especiales), las
cuales serdn encargadas por el Comité de Redaccion.
Los autores que espontaneamente deseen colaborar
en alguna de estas secciones deberan consultar pre-
viamente al Director de la Revista.

3.4.1. Revisiones

Se presentaran con una extension de 12 piginas
(4.200 palabras, 25.560 caracteres con espacios) y un
maximo de 60 citas. Se admitirin un maximo de 4
figuras y 5 tablas que deberan contribuir de manera
evidente a la mejor comprension del texto. Las revi-
siones se acompanarin de un resumen en espafol y
tendran un Gltimo apartado de conclusiones de apro-
ximadamente un folio de extension.

3.4.2. Editoriales

Tendran una extension maxima de 4 paginas (2.100
palabras, 12.780 caracteres con espacios), sin tablas
ni figuras, y un maximo de 30 citas bibliograficas.
3.4.3. Documentos especiales

Se incluira en este apartado todos aquellos documentos
y articulos que pudieran realizar alguna aportacion
cientifica al campo del metabolismo mineral 6seo y que
posea unas caracteristicas que no permitan su inclusion
en alguno de los apartados anteriores de la revista. El
Comité Editorial decidira la manera de publicar estos
documentos, y se reserva el derecho de modificarlos
para adecuarlos al formato de la Revista.

4. Transmisién de los derechos de autor

4.1. Garantias del autor y responsabilidad

Al enviar el trabajo por correo electronico, el autor
garantiza que todo el material que remite a la Revista
de Osteoporosis y Metabolismo Mineral para su
publicaciéon es original, y que el mismo no ha sido
publicado con anterioridad ni remitido simultinea-
mente a ninguna otra Revista para su publicacion.
Asimismo, el autor garantiza que el trabajo que remi-
te cumple la Ley de Proteccion de Datos y que ha
obtenido el consentimiento previo y escrito de los
pacientes o sus familiares para su publicacion.

4.2. Cesion de derechos de explotacion

El autor cede en exclusiva a la SEIOMM, con facul-
tad de cesion a terceros, todos los derechos de
explotacion que deriven de los manuscritos que sean
seleccionados para su publicacion en la Revista, y en
particular los de reproduccion, distribucion y comu-
nicacion publica en todas sus formas.

El autor no podra publicar ni difundir los trabajos
que sean seleccionados para su publicacion en
Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral ni
total ni parcialmente, ni tampoco autorizar su publi-
cacion a terceros, sin la preceptiva previa autoriza-
cion expresa, otorgada por escrito, de la SEIOMM.





