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Resumen

Introducciodn: £l plasma esta siempre sobresaturado en hidroxiapatita, ya gue si no fuera asi el hueso no se podria formar. A pe-
sar de ello las calcificaciones ectopicas no se dan de forma masiva, siendo su mecanismo de desarrollo todavia poco conocido.
En este trabajo se presentan tres casos de calcificacion ectopica muy diferentes, con el fin de profundizar en su mecanismo de
formacion, analizando analogias vy diferencias.

Pacientes y Métodos: Se seleccionaron tres pacientes con calcificaciones ectépicas: un paciente con calcificacion de cadera
resultado de la necrosis de la misma producida por un fuerte golpe. Un paciente con Sindrome de Solapamiento autoinmune que
presenta calcificaciones mdltiples en varias zonas del cuerpo y un paciente con tendinitis calcificante del hombro. Se efectuaron
estudios mineraldgicos de muestras extraidas de cada paciente mediante microscopia electronica de barrido y microanalisis por
energia dispersiva de Rayos X. Se determind también los niveles de fitato urinario en cada paciente.

Resultados: En el paciente con calcificacion en la cadera se detecto la presencia de materia organica e hidroxiapatita carbonata-
da no esferulitica de estructura compacta similar al hueso. En los otros dos pacientes se observo la presencia de materia organica
calcificada con hidroxiapatita carbonatada junto con gran cantidad de esferulitos o bien objetos esferoidales de carboxiapatita. En
todos los casos los valores de fitato urinario correspondieron a valores bajos (alrededor de 0.5 uM).

Discusion: Este estudio confirma que en cualquier caso, si se genera una calcificacion ectopica es porque se ha producido una
lesion tisular previa. La morfologia de dicha calcificacion dependera del tamanio y disposicion del espacio en la que se genere.
Asi, si se trata de regiones de tejido denso, con poco espacio vacio y sin excesiva renovacion de liquido, daré lugar a estructuras
compactas de carboxiapatita nucleada directamente sobre la materia organica. Si se trata de zonas con cavidades mas 0 menos
abiertas vy llenas de liquido, se formaran estructuras amorfas esferuliticas o esferoidales. Se discute también el papel de los inhibi-
dores de la cristalizacion y del sistema inmunitario en la evolucion de estos depositos.
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Abstract

Introduction: Plasma is always supersaturated in hydroxyapatite, because if not the bone would not be formed. However ectopic
calcifications do not occur massively and, their formation mechanism is still poorly understood. In this work three cases of different
ectopic calcifications are presented and similarities and differences are analyzed in order to deepen in their formation mechanism.
Patients and Methods: Three patients with ectopic calcifications were selected. A patient with hip calcification as a result of necrosis
produced by a blow, a patient with a autoimmune overlap syndrome having multiple calcifications in several areas of the body and one
patient with calcifying tendinitis of the shoulder. Mineralogical studies of samples taken from each patient were performed using scan-
ning electron microscopy with microanalysis by X-ray dispersive energy. Urinary phytate levels in each patient were also determined.
Results: The presence of organic matter and no spherulitic carbonated hydroxyapatite with bone-like compact structure was detec-
ted in the patient with hip calcification. In the other two patients the presence of organic matter calcified with carbonated hydroxya-
patite with a lot of spherulites or spheroidal carboxyapatite objects was observed. In all cases the urinary phytate levels correspond
to low values (about 0.5 uM).

Discussion: This study confirms that in all cases, if an ectopic calcification is generated this is due to a previous tissue injury. The
morphology of that calcification will depend on the size and status of the available space where is generated. So, if it comes in re-
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gions of dense tissues, with little empty space and without excessive fluid renewal, it will lead to compact carboxyapatite structures
that nucleate directly on organic matter . If the region has more or less open cavities fluid-filled, spherulitic or spheroidal amorphous
structures are formed. The role of crystallization inhibitors and immune system in the development of these deposits is also discussed.

Keywords: Ectopic calcifications, carboapatites, structures, formation mechanisms

Introduccion

Actualmente es conocido que la mayoria de tejidos del
cuerpo humano se calcifican progresivamente con la
edad' ?, aungue el grado de calcificacion depende en
gran medida de cada individuo. En ocasiones, y como
consecuencia de determinados procesos patologicos,
se producen calcificaciones ectopicas en drganos o teji-
dos concretos, independientemente de la edad del indi-
viduo. Asi son frecuentes las calcificaciones del sistema
cardiovascular®®, las calcificaciones tendinosas®, las cal-
cificaciones renales’ y las calcificaciones metastasicas®.

Los mecanismos y las causas por las que se generan
estas calcificaciones son todavia poco conocidos y es
evidente que mientras No se conozcan con detalle no
podran darse soluciones efectivas para evitarlas. Un
aspecto comun a todos estos procesos es que el soli-
do que se genera de manera incipiente es en todos los
casos muy parecido y corresponde a fosfatos calcicos
amorfos que con el tiempo acaban trasformandose en
apatitas o carbohidroxiapatitas, que corresponde al mis-
mo componente mineral que se encuentra en el hueso.

Para la correcta comprension de estos procesos debe
considerarse que el plasma humano (y de todos los ma-
miferos) esta siempre sobresaturado respecto a la hidro-
xiapatita (contiene mas cantidad de la que permite su
solublilidad). Se ha de tener encuentra que si no fuera
asl, los huesos no se podrian formar. Considerando este
hecho, resulta sorprendente que las calcificaciones tisu-
lares no sean mas frecuentes. En este sentido es pre-
Ciso sefnalar que son mas comunes de 10 que se cree,
aungue en muchas ocasiones permanecen silentes a
pesar de sus, en ocasiones, funestas consecuencias.
De todas maneras, considerando la sobresaturacion
permanente del plasma en fosfato calcico, deberian ser
mucho mas prevalentes. La explicacion a este hecho
hay que buscarla por una parte en las caracteristicas de
los procesos de cristalizacion en si mismos vy, por otra,
en la propia naturaleza de la vida. Asi, se ha de tener en
cuenta que la formacion de cristales a partir de un liqui-
do no es en absoluto facil. Implica pasar de un sistema
totalmente desordenado (estado liquido), a un sistema
mucho mas ordenado (estado solido). En disoluciones
puras este proceso es muy dificil desde el punto de vista
de su mecanismo y Unicamente cuando la sobresatura-
cion es muy elevada se forma la fase solida en tiempos
relativamente cortos. Por tanto, las disoluciones con so-
bresaturaciones no muy elevadas, aunque sean estados
metaestables, pueden aguantar horas, dias e incluso

anos sin cristalizar. Ahora bien, cuando las disoluciones
Nno son puras, la presencia de determinados solidos ya
formados puede acelerar notablemente el proceso de
cristalizacion. Estos solidos se conocen como nuclean-
tes heterogéneos vy actlan como inductores de la cris-
talizacion. En el plasma, asi como en el liquido intersti-
cial de un tejido sano, no encontramos particulas que
puedan actuar como nucleantes heterogéneos eficaces.
Como la propia naturaleza de la vida implica cambio vy
renovacion constantes, los tiempos de permanencia de
los liquidos en el interior de los tejidos no son lo suficien-
temente largos para dar lugar a procesos de cristaliza-
cion. Ahora bien, cuando por algin motivo se producen
lesiones en los tejidos, se generan diferentes residuos
celulares, alguno de los cuales puede actuar como nu-
cleante heterogéneo muy efectivo de la hidroxiapatita,
favoreciendo los procesos de calcificacion ectopica.

Es evidente que cuanto mas elevada sea la concentra-
cion de calcio y fosfato plasmatico, mas elevada sera la
sobresaturacion de la hidroxiapatita y por tanto mayor la
tendencia a cristalizar, a pesar de que el organismo dispo-
ne de mecanismos muy precisos para el control del fos-
fato y sobretodo del calcio plasmatico, de manera que la
hiperfosfatemia y la hipercalcemia son poco frecuentes®.

En la actualidad se sabe ademas que el organismo dis-
pone de tres mecanismos para evitar/controlar/ revertir los
procesos de calcificacion patologica. (I) Asl es conocido
que el sistema inmunitario a través de los macrdfagos o
células equivalentes (sistema fagocitico mononuclear que
antiguamente se conocia como el reticulo endotelial) tienen
capacidad para fagocitar y revertir los pequenos depdsitos
de hidroxiapatita ', (ll) En la sangre pueden encontrarse
moléculas de bajo peso molecular, algunas de origen en-
dodgeno, como el pirofosfato' '°, otras que proceden de la
dieta, como el fitato'® ' y otras que son de origen sintético
(farmacos), como los bisfosfonatos'™ ¢, que poseen una
gran capacidad para interferir en los procesos de cristaliza-
cion de la hidroxiapatita, evitando su formacion. Estas sus-
tancias se conocen como inhibidores de la cristalizacion.
(Il Finalmente, también se ha demostrado que en la sangre
existen proteinas como la fetuina, que por su estructura y
grupos funcionales, son capaces de captar calcio y fosfato
dando lugar a la formacion de nanoparticulas de hidroxia-
patita-fetuina, que son eliminadas por el organismo, o bien
depositandose en los huesos o siendo metabolizadas y ex-
cretadas®™ °', Es evidente que mediante este mecanismo
se retira fosfato y calcio de la sangre y por tanto se dismi-
nuye la sobresaturacion de hidroxiapatita, lo que dificulta su
proceso de cristalizacion.
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En este trabajo presentamos tres casos muy diferentes
de calcificacion ectdpica, con el fin de profundizar en sus
mecanismos de formacion, de acuerdo con los aspec-
tos comentados, analizando sus analogias y diferencias.

Pacientes y métodos

Se seleccionaron tres pacientes con calcificaciones ec-
topicas de origen completamente distinto, de los que
por motivos terapéuticos pudiéramos disponer de una
muestra de tejido calcificado, para poder proceder a su
estudio mediante microscopia electronica de barrido y
microanalisis por energia dispersiva de Rayos X. Se revi-
s0 el historial médico de estos pacientes y se obtuvo una
muestra de orina de cada uno para su estudio poste-
rior. El estudio consistio en una evaluacion retrospectiva
de toda la informacion conseguida para cada paciente.
Cada voluntario firmo el correspondiente consentimiento
informado para que dicha informacion pudiera ser publi-
cada con fines cientfficos.

Paciente 1

Mujer de 37 afios sin historial clinico relevante previo.
Acude a consulta por presencia una masa calcificada en
musculo lliopsoas en la cadera derecha aparecida tras
un fuerte golpe (figura 2B). Con la finalidad de proceder
a su estudio histoldgico se le extrajo un fragmento de
esta calcificacion, de la que una pequefia parte conser-
vada en formol se suministré para efectuar un estudio mi-
neraldgico mediante microscopia electronica de barrido
y microandlisis por Rayos X.

Paciente 2

Mujer de 562 afios con Sindrome de Solapamiento autoin-
mune que presenta calcificaciones mdltiples en varias zo-
nas del cuerpo (figura 3D). Con la finalidad de proceder
a su estudio histolégico se le extrajo un fragmento de esta
calcificacion de un dedo de la mano izquierda de la que

una pegquefia parte conservada en formol se suministro
para efectuar un estudio mineraldgico mediante micros-
copia electronica de barrido y microanalisis por Rayos X.

Paciente 3

Mujer de 31 anos que acude a consulta como conse-
cuencia de un dolor agudo causado por una tendinitis
calcificante del hombro. La paciente no refiere otra infor-
macion clinica relevante. Los depdsitos calcificados se
extrajeron por puncion-aspiracion guiada por ecografia,
se filtraron y se secaron para su examen mediante micros-
copia electronica de barrido y microanalisis por rayos X.

Estudios mediante microscopia electrdnica de barri-
do y microanaélisis por energia dispersiva de rayos X
Las muestras se colocaron en un soporte metalico vy
sobre un film adhesivo de doble cara y se examinaron
utilizando un microscopio electronico Hitachi S 3400N
equipado con un analizador EDX (energia dispersiva de
Rayos X). Las muestras no se recubrieron con oro para
evitar la interferencia que la linea espectral de este metal
produce en la linea espectral del fosforo.

Anadlisis del fitato urinario

Para este andlisis se utilizd orina de 2 horas recogida en
ayunas por la manana. Las muestras se almacenaron a
una temperatura de 4°C y se enviaron al laboratorio para
su andlisis inmediato. La orina se analizd siguiendo el
protocolo habitual®®. Se utilizaron 20 mL de orina diluida
con 20 mL de agua, acidificado a un pH=3 con HCI 1:1.
La disolucion se agitd durante 15 minutos con 0,50 g de
resina de intercambio anidnico AG1-X8. Posteriormente,
se transfirid a una columna de extraccion en fase solida
de 20 mL de capacidad, con una frita. La resina se lavo
con 120 mL de HCI 50 mM, vy posteriormente con 2x5
mL de agua. La elucion del fitato de la resina se realizd
con 4x1 mL de NaCl 2 M. El método de determinacion
del fitato en dicho eluato se realizd mediante el uso del
complejo de aluminio y naranja de xilenol?®,

Figura 1: Iméagenes al microscopio electronico de barrido de la calcificacion del paciente 1. (A) a 7560 aumentos, y (B) a 1700 aumentos.

UIB 15.0kV x750 BSE3D 40Pa 4/30/2014

Medicina Balear 2014; 29 (2): 9-15



Félix Grases et al.

Resultados

Como puede observarse en las Figuras 1A, 1B, 2A vy
2B, las muestras correspondientes al paciente 1 estan
constituidas por materia organica e hidroxiapatita carbo-
natada no esferulitica de estructura compacta similar al
hueso. El andlisis del fitato urinario dio un valor bajo de
0,47 UM,

En las Figuras 3A, 3B, 3C y 3D se muestran los resul-
tados del estudio de las muestras del paciente 2. Como
puede observarse, se detecta materia organica calcifica-
da con hidroxiapatita carbonatada junto con la presencia
de gran cantidad de esferulitos de hidroxiapatita. El anali-
sis de fitato urinario dio también valores bajos correspon-
dientes a 0,40 uM.

En las Figuras 4A, 4B, 4C v 4D aparecen los resultados
del estudio de las muestras del paciente 3. Como puede
observarse en todas las imagenes puede observarse que
las muestras estan constituidas por una mezcla de mate-
ria organica y objetos esferoidales de tamafios variables,
desde 20 pm a 200 pm de diametro. También pueden
observarse pequenas esferas de 5 um. La parte interma
de los objetos esferoidales esta constituida por material
amorfo en el que se encuentran inmersas peguenas es-
feras de alrededor de 5 um de diametro. Igual que en
el resto de muestras, la parte mineral esta formada por
hidroxiapatita carbonatada. El analisis de fitato urinario dio
un valor de 0.6 uM.

Discusion

Este estudio comparativo demuestra con claridad que en
cualquier caso el desarrollo de una calcificacion ectopica
es debido a la presencia de una lesion tisular previa, ya
sea consecuencia de un golpe fuerte (paciente 1), des-
truccion de tejido a causa del lupus (paciente 2) o rotura

de tendones (colageno) como, por ejemplo, consecuen-
cla de ejercicio fisico excesivo. Esta lesion generara en
cada caso detritus celulares que actuaran como nuclean-
tes heterogéneos de la hidroxiapatita, al estar la sangre
sobresaturada en esta sustancia. Ahora bien, la morfolo-
gla de la calcificacion generada dependeré de la morfo-
logia y disposicion del espacio donde se genere. Asl, si
se trata de regiones en el interior de los tejidos, con poco
espacio vacio y sin excesiva renovacion de liquidos, la
hidroxiapatita nucleara directamente sobre la materia or-
génica alterada, formando estructuras microcristalinas
cuyo crecimiento tendré lugar por difusion de unidades
de crecimiento a través del liquido intersticial, generando
microcristales columnares de precursores de la hidroxia-
patita (fosfato dicélcico, octacalcico o simplemente fos-
fato céalcico amorfo), que con el tiempo se transformara
en hidroxiapatita bioldgica, dando lugar a estructuras muy
compactas, como las observadas en el paciente 1. Este
tipo de calcificacion también es la que se encuentra en el
interior de las valvulas del corazon? 2°,

Si se trata de regiones con cavidades méas o menos
abiertas vy llenas de liquido donde existe cierta renova-
cién del mismo, los iones calcio y fosfato podran for-
mar especies como los llamados Posners clusters, que
sSoN agrupaciones de unos 12-15 iones calcio y fosfato
(Ca,(PO,),)*®, que a su vez por choques entre ellos po-
dran formar nanoparticulas que a su vez podran ser atrai-
das por los residuos organicos (por ejemplo colageno
desnaturalizado o cualquier otro resto proteico), dando
lugar a la formacion de estructuras amorfas esferoida-
les?’, como las observadas en el caso del paciente 3.
En el caso de que se den ambas circunstancias a la vez,
es decir zonas con tejidos alterados compactos, junto
con cavidades llenas de liquido y detritus organicos, se
daran ambos mecanismos de formacion y apareceran
estructuras como las del paciente 2, en las que se de-
tectan zonas con esferulitos de hidroxiapatita, junto con
zonas mineralizadas mas compactas.

Figura 2: (A) Microandlisis por rayos X de la calcificacion del paciente 1, en el que se muestran los componentes del mismo. (B) Tomografia Computerizada de cadera
derecha. Se observa calcificacion heterotdpica circunscrita que asienta en musculo iliopsoas distal.
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El papel protector de los inhibidores de la cristalizacion
en el desarrollo de calcificaciones patoldgicas como las
cardiovasculares o renales, ha sido demostrado amplia-
mente'+1928, En los tres casos estudiados en el presente
trabajo se observd un claro déficit en un potente inhibidor
de la cristalizacion, como es el caso del fitato. Asf los
valores urinarios detectados, que se ha demostrado que
correlacionan con los correspondientes valores plasma-
ticos?®, se encuentran alrededor de concentraciones 0.5
uM, mientras los valores normales suelen ser iguales o
superiores a 1uM. Este inhibidor, que no es de sintesis
enddgena, esta presente en el organismo al ser ingeri-
do a través de la dieta?®, y al ser un polifosfato tiene un
comportamiento muy parecido al de los bisfosfonatos, si
bien por ser un producto de origen natural no manifiesta
la toxicidad de aquéllos.

Es conocido que los macréfagos son capaces de de-
gradar los depositos de hidroxiapatita, utilizando &ci-
do para disolver el mineral y enzimas proteoliticas para
degradar la matriz proteica. Los macrofagos (0 células
equivalentes) internalizan estos componentes por endo-
citosis y transportan vy liberan sus contenidos mediante

transcitosis vesicular®®®2, En el caso de las tendinitis cal-
cificantes del hombro es frecuente observar como de
forma espontanea se dan procesos de reabsorcion del
material calcificado. Obviamente la facilidad con la que
una calcificacion pueda ser reabsorbida dependeréa de la
mayor 0 menor irrigacion del tejido y de la extension de la
calcificacion. Cuando por alguna razén se dan incremen-
tos anormales de calcio o/y fosfato en la sangre, para
evitar procesos masivos de calcificacion, existen protei-
nas como la fetuina que son capaces de captar calcio y
fosfato, formando nanoparticulas de hidroxiapatita-fetui-
na coloidal’® "%, Bl sistema fagocttico es también capaz
de destruir estas nanoparticulas, de manera que parece
que o bien las libera al tejido 6seo o bien las metaboliza
completamente hasta que son excretadas.

De los tres casos estudiados, Unicamente en las calcifi-
caciones del primero parece insinuarse estructura ésea,
aungue no se ha identificado como tal. De todas formas
en aguellas situaciones en las que se dan calcificaciones
masivas y densas en las que el organismo no es capaz
de reabsorberlas, la formacion de estructuras dseas es
solo una cuestion de tiempo. Este hecho no es en ab-
soluto extrano, ya que en un entorno rico en hidroxiapa-

Figura 3: (A, By C) Imégenes al microscopio electronico de barrido (1000 aumentos) de la calcificacion del paciente 2. (B) Radiografia anteroposterior de pelvis .Cal-
cificaciones heterotopicas musculares diseminadas en cintura pélvica.
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tita bioldgica se acumularan marcadores ¢seos, ya que  identificando la zona como hueso e iniciaran las transfor-
ésta es el componente mineral del mismo. Por tanto las maciones adecuadas para adaptarse al mismo, iniciando
células madre que circulen por este entorno acabaran  un proceso de osificacion ectopica.

Figura 4: Iméagenes al microscopio electronico de barrido de diferentes zonas de la calcificacion del paciente 3. (A) a 200 aumentos; (B) a 500 aumentos; (C) a 750
aumentos y (D) a 1000 aumentos.
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