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OBJETIVOS

Los objetivos de esta Tesis Doctoral se engloban dentro de los objetivos generales del
Laboratorio de Investigacion en Litiasis Renal de la UIB. Estos objetivos son profundizar en el
conocimiento de aspectos moleculares, de cristalizacion en disolucion, bioquimicos, analiticos y
fisiologicos para poder establecer unas bases claras en el mecanismo de formacién de los
diferentes tipos de cristalizaciones en el organismo humano que permitan un diagnostico y

tratamiento efectivos en cada una de las patologias asociadas a este proceso.

En particular, los objetivos de esta Tesis Doctoral se centran en tres puntos claramente
diferenciados:

» Estudio de la capacidad del acido urico para actuar como nucleante heterogéneo del
oxalato calcico asi como el efecto de diferentes inhibidores de la cristalizacion sobre
dicho proceso.

» Estudio de los mecanismos de formacion de las calcificaciones cardiovasculares asi como
el efecto de diferentes inhibidores de la cristalizacion sobre dicho proceso.

» Estudio de los mecanismos involucrados en la osteoporosis asi como el efecto de

diferentes inhibidores de la cristalizacion sobre dicho proceso.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

I. EL PROCESO DE CRISTALIZACION EN EL ORGANISMO

La cristalizacion se define como el proceso por el cual se generan solidos cristalinos y cuando estos
solidos son sales calcicas hablamos de calcificacion. En el organismo, bajo condiciones fisiologicas y
controladas tiene lugar el proceso de cristalizacion en huesos, cartilagos y dientes en forma de

fosfato calcico. A este tipo de cristalizacion se le denomina calcificacion fisiologica.

Si consideramos que la mayoria de fluidos extracelulares (como la orina o la sangre) se encuentran
sobresaturados con respecto a alguna especie, es sorprendente que, en condiciones normales, el
proceso de cristalizacion se halle restringido a determinadas matrices y que, una vez iniciado, éste
no se propague por todo el organismo. Este hecho pone de manifiesto la importancia de los
factores que regulan el proceso de cristalizacion y del equilibro que existe entre ellos. De hecho, la
modificacion de algunos de estos factores, puede provocar la alteracion del proceso normal de
mineralizacion, dando lugar a toda una serie de patologias. Asi, en algunas ocasiones, cuando se
produce la alteracion de algun parametro bioquimico o fisiologico, tienen lugar cristalizaciones
descontroladas en tejidos blandos como son el rifidn, la piel, l1os vasos sanguineos y las valvulas
cardiacas. Este tipo de cristalizacion se llama cristalizacion ectépica o patolodgica y puede tener

graves consecuencias en funcion de su extension y tejido afectado [ryssew 1986]-

Ademas de las cristalizaciones patologicas, existen otras patologias asociadas al proceso de
cristalizacion: aquellas que afectan al proceso de calcificacion fisioldgica. El hueso es un tejido
dinamico que sufre procesos de crecimiento, reparacion, modelado y remodelado a lo largo de su
vida. El remodelado consiste en la renovacion del tejido 6seo mediante la sucesion de las etapas de
resorcion y formacion en diminutos focos por todo el esqueleto, denominados unidades de
remodelacion dsea. Este es un proceso muy activo (en el adulto se renueva anualmente cerca del
8% del tejido 6seo] y de gran relevancia debido a que la mayoria de patologias 6seas son
consecuencia de su alteracion. Normalmente, las etapas de resorcion y formacién estan en
equilibrio y la cantidad de hueso que se forma es la misma que la que se destruye. Sin embargo,
cuando este equilibrio se rompe, aparecen toda una serie de patologias como son la osteopetrosis

(mayor formacién que resorcion osea) y la osteoporosis (mayor resorcién que formacion ésea).

2. EL CALCIO

El calcio es el catibn mas abundante del organismo humano e interviene en todas las
cristalizaciones fisiologicas (fosfatos calcicos) y en una gran cantidad de cristalizaciones patoldgicas
(fosfatos, oxalatos y carbonatos calcicos). Generalmente, el 99% del calcio corporal total, se
encuentra en el esqueleto formando cristales de hidroxiapatita y el 1% restante en la sangre. En la
sangre se encuentra en un 50% como calcio ionico libre, en un 10% ligado a iones (citrato,
bicarbonato) y en un 40% ligado a proteinas (fundamentalmente albumina). La concentracion del

calcio intracelular es del orden de 10° M frente a 10° M en el liquido extracelular panotacas 1988]-
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2.1. METABOLISMO DEL CALCIO

En el metabolismo del calcio intervienen tres hormonas (parathormona, calcitonina y vitamina D) y

tres 6rganos o tejidos (hueso, rindn e intestino) (Figura 1.1) [costanzo 1998; Devin 1986; ManoLAGas 1988]-

Para mantener un equilibro correcto en la homeostasis del calcio, la cantidad de calcio expulsada
por los rinones debe ser igual a la absorcion intestinal real. En estas condiciones, tiene lugar un
intercambio con balance cero entre el calcio extracelular y el calcio éseo. Asi, si consideramos que

una persona adulta ingiere aproximadamente 1000 mg de calcio diariamente, de ésta cantidad:

» El intestino absorbe unos 300 mg de los cuales unos 125 mg son segregados por los jugos

intestinales. Por las heces se eliminan unos 825 mg.

» El hueso en su proceso de remodelacion constante en el que intervienen los osteoblastos (células
formadoras del hueso) y los osteoclastos (células destructoras del hueso), vierte al torrente

circulatorio unos 500 mg pero requiere otros 500 mg.

» El rindn filtra unos 10000 mg, de los cuales unos 9825 mg son reabsorbidos y unos 175 mg son

eliminados. TPTH
Calcitonina
Calcnrlol Calcmlol
“ ‘ /
. o |

PTH ‘

Figura 1.1. llustracion del metabolismo del calcio donde se muestra el lugar de accion de las tres hormonas implicadas
(parathormona (PTH), calcitonina y calcitriol (forma activa de la vitamina D)) sobre hueso, rifldn e intestino.

2.1.1. Parathormona u hormona paratiroidea
» Caracteristicas generales

La parathormona o hormona paratiroidea (PTH) es un péptido lineal con un peso molecular de
9500 Da formado por 84 aminoacidos. La PTH es sintetizada por las células de las glandulas
paratiroideas PTH y el principal estimulo para su secrecion es la disminucion de la concentracion
sanguinea de calcio libre. Cuando la concentracion plasmatica de calcio libre disminuye, los
ribosomas de las cuatro glandulas paratiroides (situadas en el cuello por debajo de la tiroides)
sintetizan y secretan PTH en forma de prepro-PTH (de 115 aminoacidos). Una secuencia de 25
aminoacidos se separa mientras se concluye la sintesis de la molécula sobre los ribosomas,
quedando pro-PTH (de 90 aminoacidos). La pro-PTH se transporta al aparato de Golgi, donde se

separan seis aminoacidos mas y se produce la hormona final de 84 aminoacidos.
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» Funcién en el metabolismo del calcio

La funcion de la PTH es la regulacién de la concentracion calcica plasmatica actuando de Ia

SEQUiente forma [MANOLAGAS 1988; RAMASAMY 2005]:

- En el hueso, la accion continuada de la PTH estimula predominantemente la funcion de los

osteoclastos aumentando la resorcion osea.

- En el intestino, la PTH no tiene ninguna accion directa aunque indirectamente estimula la
absorcion intestinal del calcio a través de la activacion de la vitamina D, la cual aumenta la

absorcion intestinal.
- En el rindn, la PTH aumenta la reabsorcion de calcio en el tubo contorneado distal.

Con todo ello, la accion global de la PTH es un aumento de la calcemia. También incrementa la
calciuria ya que, a pesar de que incrementa la reabsorcion renal, el rifdn filtra mas calcio debido al

aumento de la calcemia provocada por la resorcion dsea y la absorcion intestinal.

Finalmente, cabe destacar que estudios recientes han demostrado que la administracion
intermitente de Ila PTH provoca un incremento de Ila formacion osea al estimular
predominantemente la proliferacion y actividad de los osteoblastos. De esta manera la PTH
presenta un efecto catabdlico sobre el hueso cuando actua de manera continua y por el contrario,

es anabolico cuando su accion es intermitente (Lonvun 2002; Partrioce 2006]-

2.1.2. Calcitonina
» Caracteristicas generales

La calcitonina es un péptido lineal con un peso molecular de 3600 Da formado por 32 aminoacidos
que se forma en las células C de las glandulas tiroides. Inicialmente se sintetiza una molécula de
mayor tamano, la procalcitonina, la cual se fragmenta en varios segmentos, uno de los cuales es la
calcitonina. El principal estimulo para su secrecion es el aumento de la concentracion extracelular

de calcio.
» Funcién en el metabolismo del calcio

La accion global de la calcitonina es un descenso del calcio sanguineo a traves de la inhibicion de Ia

resorcion 6sea mediada por 10s 0steoclastos jmavoiacas 1988; Ravasamy 2005]-

2.1.3. Vitamina D
» Caracteristicas generales

La vitamina D (colecalciferol) se puede obtener de dos maneras pyso 2005; Ravasawy 2005): Mediante la
ingesta de alimentos que contengan esta vitamina (p.e., la leche y el huevo) y a través de la sintesis

en la piel a partir de 7-dehidrocolesterol en presencia de luz ultravioleta.
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Una vez en el organismo, el colecalciferol se transfiere al higado donde sufre una hidroxilacion en el
carbono 25 dando lugar a 25-hidroxicolecalciferol (una forma inactiva). Y, posteriormente, este
compuesto sufre una lo-hidroxilacion formandose el 1,25-dihidroxicolecalciferol (calcitriol), forma

activa de la vitamina D (Figura 1.2).
» Funcion en el metabolismo del calcio

La vitamina D estimula la absorcion intestinal y la
reabsorcion renal de calcio. De esta manera, la

vitamina D actua aumentando la calcemia.

En el hueso, la acciéon de la vitamina D es menos

T-dehidro-

conocida. Algunos autores han demostrado 18 |colesterol | (L lLE NI a0e]

presencia de receptores de vitamina D en los ‘"‘Higado

osteoblastos, donde promueve su diferenciacion y . .
roxicolecalciferol

regula la produccion de proteinas tales como el

colageno, la fosfatasa alcalina y la osteocalcina.

1,25-dihidroxicolecalciferol
{Calcitriol)
expresion de un ligando (RANKL) que se une a los Figura 1.2. llustracion de las etapas implicadas en la

formacion de 1,25-dihidroxicolecalciferol o calcitriol,
forma activa de la vitamina D.

Aunque también induce en los osteoclastos la

preosteoclastos mediante un receptor especifico
(RANK)  activandolos y  diferenciandolos  a
osteoclastos. De esta manera, la vitamina D regula tanto la formacion como la resorcion 6seas [y

LEEUWEN 2001]-

2.2. HIPERCALCEMIA E HIPERCALCIURIA

Los trastornos en el metabolismo del calcio pueden conducir a valores anormales de calcio en la

sangre (calcemia) y en la orina (calciuria).

Los valores normales de calcio en la sangre estan comprendidos entre 8.5y 10.5 mg/dL. Cuando se
detectan valores superiores hablamos de hipercalcemia. EI 90% de los casos de hipercalcemia son
debidos o bien a un aumento de la secrecion de PTH o bien a una complicacion frecuente del
cancer (hipercalcemia maligna). Sin embargo, otras causas de interes son el aumento de la actividad

de la vitamina D, la ingesta excesiva de calcio y el aumento de la resorcion 0sea |agasa. 2001}-

Los valores normales de calcio en la orina suelen estar comprendidos entre 75y 200 mg/24 horas.
Normalmente, valores superiores se consideran hipercalciuria. Cabe destacar que los valores de
calciuria son muy variables y dependen de los habitos dietéticos del individuo y de la sociedad
donde se estudian. La hipercalciuria, segun su etiologia, puede clasificarse en dos tipos: la
hipercalciuria dietética (debida a algun tipo de descontrol de la dieta) y la hipercalciuria idiopatica
(debida a algun tipo de trastorno en el metabolismo del calcio). Segun la clasificacion de Pak, la
hipercalciuria idiopatica puede dividirse en absortiva (debida a un exceso de absorcidon calcica
intestinal), renal (debida a un exceso de pérdida renal de calcio) y resortiva (debida a un exceso de

resorcion 0seay) pa 1974)-
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3. FACTORES IMPLICADOS EN EL PROCESO DE CRISTALIZACION

En general, cualquier proceso de cristalizacion patologica es consecuencia del desequilibro entre
tres grupos de factores etioldgicos: la sobresaturacion, los promotores y los inhibidores de la
cristalizacion. Ademas, estos tres grupos de factores han demostrado estar implicados también en

las cristalizaciones fisiolOgicas [Grases 1998; Grases 20054)-

3.1. LA SOBRESATURACION

Un sistema esta sobresaturado con respecto a un soluto cuando lo contiene en cantidades

superiores a la establecida por su producto de solubilidad.

Cuando una disolucion se encuentra sobresaturada en relacion a un determinado componente,
desde el punto de vista termodinamico es inestable y tan sélo es cuestion de tiempo que termine
precipitando. El periodo de tiempo que transcurre entre que la disolucion es inestable y la
precipitacion se denomina periodo de induccion y la duracion del mismo depende de toda una
serie de factores de manera que éste puede ir desde segundos a anos. Es precisamente este factor
cinético el que provoca que, en condiciones normales, no se produzcan cristalizaciones
indiscriminadas en el organismo a pesar de la sobresaturacion que presentan algunos fluidos

fisioldégicos (como la sangre y la orina) en relacidén a determinadas especies.

La orina esta siempre sobresaturada con respecto al oxalato calcico y en funcion del pH, puede
encontrarse sobresaturada con respecto al acido urico (pH inferior a 5.5) o con respecto al fosfato
calcico (pH superior a 6.0). En cuanto a la sangre, ésta se encuentra permanentemente

sobresaturada con respecto al fosfato calcico.

En el hueso, para que se produzca la mineralizacion 6sea, las concentraciones locales de iones
calcio y fosforo deben situarse por encima de un valor umbral y para ello, las células 6seas segregan
diversas sustancias (como la fosfatasa alcalina) que ayudan a aumentar la sobresaturacion local con

respecto al fosfato calcico (srevens 199¢)-

3.2. PROMOTORES DE LA CRISTALIZACION O NUCLEANTES HETEROGENEOS

Existen determinadas sustancias que facilitan la formacion de cristales. Los promotores de la
cristalizacion o nucleantes heterogéneos son sustancias con capacidad para actuar como nucleo
sobre el cual pueda formarse el futuro cristal, disminuyendo asi el periodo de induccion necesario

para la formacién del cristal.

En la litiasis oxalocalcica, los cristales de acido urico (a pH inferiores a 5.5), los de fosfato calcico (a
pH superiores a 6.0) y la materia organica son nucleantes heterogéneos a considerar [geases 19924 EN
las calcificaciones cardiovasculares, algunos autores han indicado que los productos de

degradacion tisular juegan un papel muy importante como nucleantes heterogéneos [rowazc 2001]-
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En el remodelado oOseo, los cristales de fosfato calcico se forman sobre vesiculas de matriz

producidas previamente por los osteoblastos, las cuales actian como nucleantes heterogéneos

[ANDERSON 2005; GRASES 20058]-

3.3. INHIBIDORES DE LA CRISTALIZACION

Los inhibidores de la cristalizacion se pueden definir como todas aquellas sustancias que impiden o
dificultan la formacion de un determinado material cristalino por intervenir en una o varias de sus
etapas de formacion. El mecanismo de accion de los inhibidores de la cristalizacion es la unién o
adsorcién sobre la superficie del nucleo o cristal en desarrollo. Algunas sustancias que han
demostrado actuar como inhibidores de la cristalizacion para sales calcicas son el pirofosfato (rgsc
1962A; FLEISCH 1966]/ los bisfosfonatos [FLEISCH 1970; ROSENBLUM 1977] Yy el fitato [GRASES 1998; GRASES 2004]- Las Propiedades
inhibidoras del pirofosfato, los bisfosfonatos y el fitato se pueden explicar al observar sus estructuras
(Figura 1.3), ya que presentan grupos fosfato con afinidad por los iones calcio de los cristales en
formacion. De esta manera, la adsorcion de estos compuestos sobre la superficie de los nucleos y/o

cristales calcicos es capaz de impedir su posterior desarrollo.
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Figura 1.3. Estructura de inhibidores de la cristalizacion para sales calcicas: A. Estructura del pirofosfato. B. Estructura de
los bisfosfonatos. C. Estructura del fitato. Estos tres compuestos son sustancias con grupos fosfato que poseen
propiedades inhibidoras de la calcificacion. La estructura de los bisfosfonatos presenta dos grupos fosfonato unidos a un
carbono central (geminal) y dos cadenas adicionales, R1 y R2. La disposicion de las dos cadenas laterales permite
numerosas sustituciones y posibilita el desarrollo de analogos con diferentes propiedades farmacologicas.

Los primeros estudios sobre los inhibidores de la cristalizacion se remontan a la década de los 60,
aunque desde la década de los 30 se sabia que pequenas cantidades de polifosfatos eran capaces
de inhibir la cristalizacion de sales calcicas, como el carbonato caicico, en aguas duras. En 1961

Fleisch y Neuman, estudiando el mecanismo de calcificacion inducido por colageno, sefalaron que

12
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los fluidos fisiologicos como la sangre y la orina contenian determinadas sustancias (polifosfatos)
que actuaban como inhibidoras de la calcificacion y propusieron que compuestos de este tipo

podian ser reguladores naturales del proceso de calcificacion bajo condiciones fisiol0gicas [riesch 1961]-

Fleisch et al. demostraron que el pirofosfato inorganico, un polifosfato natural producto de
degradacion de muchas reacciones fisiologicas, estaba presente en la sangre y la orina y que podia
prevenir tanto la formacion como la disolucion de sales calcicas adsorbiéndose sobre la superficie
de los cristales recién formados riesch 1962s; Fiesch 1966)- POT €llo, postulo que el pirofosfato podia ser una
sustancia que, bajo condiciones fisiologicas, previniera la calcificacion ectopica y regulara la
mineralizacion del hueso. En consecuencia a estos resultados, se estudio el efecto del pirofosfato
sobre las calcificaciones ectopicas en tejidos cardiovasculares, piel y rifndn y se observo que tan solo
tenia efecto cuando se inyectaba. La administracion oral de pirofosfato era inactiva debido a que se

hidrolizaba en el tracto gastrointestinal [ gscq 1970)-

En consecuencia, aparecieron los bisfosfonatos que son compuestos sintéticos con propiedades
inhibidoras de la calcificacion analogas al pirofosfato y que ademas, son resistentes a la hidrolisis
cuando son administrados por via oral [resci 1970 SiN embargo, el paso mas importante hacia el
futuro uso de estos compuestos en humanos tuvo lugar cuando, al igual que el pirofosfato, se
demostré que eran capaces de inhibir la disolucion de sales calcicas |risch 1969; Russe. 1970)
Posteriormente, una multitud de estudios demostraron que los bisfosfonatos eran capaces de
inhibir la resorcion osea mediada por l0s 0OSteoclastos (riesch 1969; Russeil 1970; ScHenk 1973 Screnk 1986]-
Actualmente, la aplicacion clinica de los bisfosfonatos se basa casi exclusivamente en su capacidad
para inhibir la resorcion o6sea y por ello, son tratamientos efectivos para patologias oseas

caracterizadas por una excesiva actividad de los osteoclastos, como son la enfermedad de Pagety la

OSt‘i’OPOFOSiS [DELMAS 1997; RUSSELL 1970]-

Todos estos hallazgos, ponen en evidencia que existen determinadas sustancias (como el
pirofosfato y los bisfosfonatos, inicialmente clasificadas como inhibidores de la cristalizacion) que
han demostrado poseer la capacidad de inhibir tanto la disolucion como la formacion de cristales
calcicos. Y que, en consecuencia, algunas de estas sustancias podrian actuar como reguladoras del

proceso de calcificacion en el organismo.

Recientemente, se ha demostrado que el fitato, una sustancia natural con seis grupos fosfato,
presenta una capacidad inhibidora extraordinaria sobre las cristalizaciones patoldgicas de sales
calcicas. El fitato es una molécula de peso molecular relativamente bajo que se encuentra en las
semillas utilizadas en nuestra alimentacion (como son cereales, legumbres y frutos secos) y que esta
presente en fluidos fisiolégicos (sangre, orina, fluidos intersticiales e intracelulares) y tejidos de
mamiferos en bajas concentraciones que dependen de su aporte eX0geno [gunce 1993; French 1991; Grases
19964; Grases 2001]- El fitato ha demostrado tener un efecto inhibidor en la litiasis renal oxalocalcica ggases
1991; Grases 1994] Y fOSFAtOCAICICA (Grases 19968; Grases 2000, €N 1A sialolitiasis grases 2003; Y €N las calcificaciones

subcutaneas [GRASES 2004; GRASES 2005¢]-
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4. ETAPAS IMPLICADAS EN EL PROCESO DE CRISTALIZACION

A fin de considerar con detalle el mecanismo de accion de los inhibidores de la cristalizacion, deben
tenerse en cuenta las etapas fundamentales implicadas en cualquier proceso de cristalizacion:

nucleacion, crecimiento cristalino y agregacion.

4.1. NUCLEACION

La nucleacion implica la formacion de una masa cristalina minima capaz de seguir creciendo
(nucleo] y es, sin duda, la etapa inicial y la mas importante en el proceso de cristalizacion. Cabe
destacar que en el seno de la disolucion, las microparticulas chocan entre ellas y se agregan de
manera que aquellos agregados de tamano inferior a cierto valor critico son inestables y se
desintegran, en cambio aquellos de tamafo superior al critico son estables y precipitan, formandose
asi, la particula minima capaz de seguir creciendo. La nucleacion puede ser basicamente de dos

tipos: homogéenea y heterogenea.

4.1.1. NUCLEACION HOMOGENEA

En la nucleacion homogénea, la particula minima esta constituida por las mismas especies que van
a constituir el futuro cristal. Este tipo de nucleacion es un proceso dificil y poco probable que
necesita una sobresaturacion muy elevada. Los inhibidores de la nucleacion homogénea seran
aquellas sustancias capaces de unirse a las microparticulas de tamano inferior al critico, impidiendo

que se forme la particula minima capaz de seguir creciendo (Figura 1.4B).
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Figura 1.4. llustracion de la nucleacion homogénea: A. Etapas de formacion de un nucleo homogéneo. B.
Mecanismo de accion de un inhibidor de la nucleacion homogénea.
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4.1.2. NUCLEACION HETEROGENEA

La nucleacion heterogénea es mucho mas sencilla que la homogénea, ya que exige unicamente la
presencia de particulas solidas que sean capaces de atraer y retener en su superficie las especies
que van a constituir el futuro cristal (Figura 1.5A). En este caso, el nucleo presenta una composicion
diferente a la del resto del cristal. Los inhibidores de la nucleacidn heterogénea seran aquellas
sustancias que evitan que los posibles nucleos heterogéneos actuen como tales, ya sea porque
impiden su formacidon o bien porque dificultan la unidn con las especies que constituirian el futuro

nuevo cristal (Figura 1.5B).
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Figura 1.5. llustracion de la nucleacion heterogénea: A. Etapas de formacion de un nucleo heterogéneo. B. Mecanismo de
accion de un inhibidor de la nucleacion heterogénea.

Una vez formado el nucleo, la posterior formacion del cristal implica la combinacion de dos

procesos: el crecimiento cristalino y la agregacion.

4.2. CRECIMIENTO CRISTALINO

El crecimiento cristalino supone la incorporacién gradual de las unidades que van a constituir el
futuro cristal sobre las caras del mismo en lugares especialmente favorecidos (Figura 1.6A). El

crecimiento cristalino tiene lugar a través de tres procesos:

» Transporte de materia, desde la disolucion sobresaturada hacia el cristal por difusion y/o

conveccion.
» Reaccion superficial, que supone la incorporacion gradual de las unidades al cristal.
» Evacuacion del calor de cristalizacion desde el cristal hasta el seno de la disolucion.

En las disoluciones sobresaturadas este proceso es muy favorable y se da con facilidad. Los
inhibidores del crecimiento cristalino son aquellas sustancias que se adsorben sobre la superficie del
cristal ya formado, impidiendo o dificultando Ia incorporacion de nuevas unidades cristalinas al

mismo (Figura 1.6B).
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Inhibidor del
crecimiento
cristalino

Figura 1.6. llustracion del crecimiento cristalino: A. Esquema del crecimiento cristalino. B. Mecanismo de accion de un
inhibidor del crecimiento cristalino.

4.3. AGREGACION

La agregacion puede ser de dos tipos: primaria y secundaria.

4.3.1. AGREGACION PRIMARIA

La agregacion primaria implica la formacion de nuevos cristales (cristales hijos) sobre las caras de los
ya existentes (cristales padres) pones 1989)- ESte tipo de agregacion se da con mas o menos facilidad en
funcion de la naturaleza de los cristales de manera que en el caso del oxalato calcico éste es un
proceso muy favorable (Figura 1.7) muan 1992; Grases 1989; Grases19928; Grases 1992- EN cuanto a los inhibidores
de este tipo de agregacion, no se tienen muchos datos pero, puesto que el mecanismo de este
proceso es similar al del crecimiento cristalino, cabe esperar que los inhibidores del crecimiento

cristalino lo sean también de la agregacion primaria.

Figura 1.7. Imagen de un agregado primario de oxalato calcico monohidrato.
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4.3.2. AGREGACION SECUNDARIA

La agregacion secundaria consiste en la union de cristales ya formados mediante enlaces débiles
(Figura 1.8A). En ocasiones existen sustancias que actuan como puente de union entre cristal y
cristal favoreciendo dicha union. La agregacion secundaria tiene un papel importante en aquellos
medios donde existe una gran cantidad de cristales (p.e., la litiasis infecciosa o de fosfatos calcicos).
Los inhibidores de la agregacion secundaria son sustancias cargadas que se adsorben sobre las
superficies de los cristales confiriéendoles carga eléctrica del mismo signo. De esta manera, se
generan repulsiones entre los cristales y el proceso de union para formar el agregado secundario se

ve impedido o dificultado (Figura 1.8B).
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Figura 1.8. llustracion de la agregacion secundaria: A. Esquema de
agregacion secundaria. B. Mecanismo de accion de los inhibidores de la
agregacion secundaria.
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5. PATOLOGIAS ASOCIADAS AL PROCESO DE CRISTALIZACION

Cuando hablamos de patologias asociadas al proceso de cristalizacidon podemos distinguir entre las

cristalizaciones patologicas y las que afectan al proceso de remodelado oseo.

5.1. CRISTALIZACIONES PATOLOGICAS

Las cristalizaciones patoldgicas son aquellas que se producen en otros tejidos que no sean hueso,

cartilago y diente. En funcion del 6rgano o tejido afectado distinguimos entre:

» Litiasis renal, enfermedad causada por la presencia de calculos en el interior de los rifiones o de
las vias urinarias. Los calculos renales varian en su composicion pudiéndose encontrar oxalato

calcico, fosfato calcico, fosfato amonico magnésico, acido urico, cistina, etc.

» Calcificaciones cardiovasculares, patologia caracterizada por la deposicion de fosfato calcico

(hidroxiapatita) en tejidos cardiovasculares: vasos sanguineos, miocardio y valvulas cardiacas.

» Sialolitiasis, enfermedad caracterizada por la formacion de calculos o depdositos cristalizados en

glandulas o conductos salivales.

» Formacion de sarro, patologia caracterizada por la formacion de calculos o depésitos calcificados
en los dientes que se forman por la mineralizacion de la placa. Podemos distinguir entre los calculos
que se forman por encima de la linea de encia y son amarillentos (calculo supragingival] y los que

se forman por debajo de la linea de encia y son de color marrén/negro (calculo infragingival).

» Condrocalcinosis, enfermedad caracterizada por el deposito de sales de calcio, en concreto

pirofosfato calcico, dentro del cartilago articular.

» Gota, patologia caracterizada por la deposicién de acido urico, en forma de urato sodico, en
estructuras articulares y periarticulares como consecuencia de altos niveles de acido urico en sangre

(hiperuricemial).

» Otros tipos de cristalizaciones patoldgicas se desarrollan en los conductos biliares (calculo biliar),

estomago (gastrolito), intestino (enterolito), glandulas o cisterna mamarias (galactolito), etc.

5.2. PATOLOGIAS ASOCIADAS AL PROCESO DE REMODELADO OSEO

El tejido 6seo no es una estructura estatica sino un tejido con una marcada capacidad de
renovacion. Este fenomeno de renovacion se denomina remodelado 0Oseo y tiene una doble
finalidad: mantener la integridad mecanica del esqueleto y contribuir a la regulacidn homeostatica
del calcio. La remodelacion tiene lugar mediante la sucesion temporal de los fenomenos de
resorcion osea (osteoclastos) y de formacion oOsea (osteoblastos) que se establecen en zonas
microscopicas que se denominan unidades de remodelacién. El balance ¢seo de una unidad de
remodelacion se define como la diferencia entre la cantidad de hueso destruido y formado en dicha

unidad [Laner 19991 Normalmente, existe un equilibro entre la formacion y resorcion osea por lo que el
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balance 6seo es cero. Sin embargo, cuando se produce una alteracion en el proceso de remodelado

oseo aparecen toda una serie de patologias como son:

» La picnodisostosis, es una rara enfermedad congénita caracterizada por una malformacion del
craneo, estatura corta, fragilidad del hueso y un aumento en la densidad 6sea. La causa de esta
enfermedad parece ser que es una deficiencia de catepsina K, una enzima critica en la

remodelacion 0sea (morvckova 2002)-

» La osteopetrosis, es una rara enfermedad congénita caracterizada por una mayor formacion que
resorcion 6sea en la que los huesos son demasiado densos. Hay varios tipos de osteopetrosis y los
sintomas pueden incluir fracturas, infecciones frecuentes, ceguera, sordera, y roturas. Algunos
autores indican que el origen de esta enfermedad es una deficiencia de TRAP, una importante

enzima implicada en la remodelacion 0sea [Laer 1999)-

» La enfermedad de Paget, es un trastorno cronico del esqueleto, frecuentemente hereditario,
caracterizado por una renovacion excesiva del tejido 6seo junto a una formacion defectuosa y, en
consecuencia, algunas zonas del hueso se agrandan, se deforman y se hacen mas fragiles. Este
trastorno puede afectar a cualquier hueso, aunque se presenta con mas frecuencia en la pelvis, el
fémur, el craneo, la tibia, la columna vertebral, la clavicula y el hUmero (paer 1877; Reoov 2006 LA
patogénesis de esta enfermedad aun no se conoce aunque se sabe que la predisposicion genética y
la infeccién viral por paramixovirus juegan un papel importante en su etiologia. La enfermedad de
Paget es la segunda patologia del metabolismo 6seo mas frecuente afectando entre el 2 y el 3% de

la poblacién mayor de 60 anos [repoy 2006)-

» La osteoporosis, es una enfermedad muiltifactorial caracterizada por una mayor resorcion que
formacion osea que actualmente se define como un trastorno esquelético donde se observa una
disminucion de la resistencia 0sea y una mayor predisposicion a las fracturas debido a una
disminucion de la masa o6sea nui 2001 EN cuanto a su etiologia, estudios epidemiologicos han
descrito multiples marcadores y factores de riesgo que conllevan a una mayor probabilidad de
desarrollar esta enfermedad. De todos ellos, los factores de mayor peso son: mas de diez afnos de
menopausia, la edad, fracturas previas y antecedentes familiares de osteoporosis. Segun criterios de
la Organizacién Mundial de la Salud, la osteoporosis afecta a un 30% de las mujeres caucasicas y a
un 8% de los varones caucasicos mayores de 50 anos, y asciende hasta un 50% en mujeres
caucasicas de mas de 70 anoOS [heuoso o Menooza 2001 ESta elevada incidencia convierte a la

osteoporosis en la patologia dsea mas frecuente y en un problema de salud de primera magnitud.
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CAPITULO 2. EL Acipo URICO COMO INDUCTOR DE LA LITIASIS OXALOCALCICA

1. LITIASIS RENAL. TIPOS DE CALCULOS RENALES

La litiasis renal se define como una patologia multifactorial que implica la formacion de una
estructura solida, en la cual coexisten cristales y materia organica, en un complejo medio liquido

(orina) en el interior del rifndnN.

Es una enfermedad muy frecuente que afecta entre un 1y un 15% de la poblacion mundial [k 2002;
RamELLO 1999 ScHneer 1985; scour 1985 El porcentaje de incidencia de la litiasis renal difiere mucho en
diferentes partes del mundo; asi en Asia es del 1-5%, en Europa es del 5-9%, en Norte América es
del 13-15% y en Arabia Saudi es del 18-20%, aproximadamente jies 2003; Lee 2002; serio 1999]- EN Espana, el
indice de prevalencia es superior al 4% (g, 1999] Y CONCretamente, éste asciende al 14.3% en las Islas

Baleares conr 1991]-

La litiasis renal ha estado presente desde practicamente los inicios de la humanidad, el calculo mas
antiguo que se conoce data del afio 4800 a.C. y fue encontrado en una tumba prehistorica de El

Amrah, cerca de Abydos [pesnos 1972)-

El primer estudio sobre la composicion de un calculo renal fue realizado alrededor del ario 1800 por
Schellee (1742-1786) y Bergman (1734-1794) quienes identificaron un calculo de acido urico. Sin
embargo, a pesar del anticipado comienzo en el estudio de esta patologia, hoy en dia sigue siendo
una enfermedad que posee un alto porcentaje de recidivas (del 75% en los diez afos siguientes
[Ureare 1989)) debido a que, en muchos casos, no se instaura un tratamiento terapéutico efectivo. La
explicacion a este hecho se debe a que se trata de una patologia multifactorial que implica
conocimientos de una serie de areas diferentes: cristalizacion, fisiologia renal, bioquimica y quimica

analitica.

Actualmente, el analisis y el estudio de los calculos urinarios son el paso inicial para poder establecer
un diagnostico y tratamiento terapeutico efectivo, ya que en funcion de la composicion del calculo,
podemos establecer cudl ha sido su mecanismo de formacion y los factores que han influido en
dicho proceso. Esta informacion permite clasificar al paciente bajo una forma clinica determinada y
poder, por tanto, establecer un tratamiento terapéutico efectivo basado en la modificacion de

dichos factores, como puedan ser pH, calciuria, uricuria, inhibidores de la cristalizacion, etc.

Los calculos renales, atendiendo a su composicion y mecanismo de formacion, pueden agruparse en
cinco grandes grupos: calculos de oxalato calcico, calculos de fosfato, calculos de acido urico,
calculos de cistina y calculos poco frecuentes (Figura 2.1). Cada tipo de calculo representa una
determinada forma clinica de la litiasis renal y cada una de estas formas clinicas tiene una

fisiopatologia, evolucion, prondstico y tratamiento diferente.
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Papilar

Oxalato calcico COM 29.3%
S ' Cavidad

. COD 33 8% | cavidad |

Mixtos COD/HAP
11.2%

Infecciosos

11.8%

renales

Mixtos CO/AU
2.6%

Acido rco
8.2%

Cistina
)

Poco frecuentes
1.9%

Figura 2.1. Esquema de los diferentes grupos de calculos renales con su porcentaje aproximado de
incidencia (grases 20020 COM: oxalato calcico monohidrato. COD: oxalato calcico dihidrato. HAP:
hidroxiapatita. BRU: brushita. FAM: estruvita.

1.1. CALCULOS DE OXALATO CALCICO

Los calculos de oxalato calcico son los que tienen un mayor indice de incidencia representando,

aproximadamente, el 70% del total.

En este tipo de calculos es importante tener en cuenta que, a pesar de que cualquier orina esta
sobresaturada con respecto al oxalato calcico, las concentraciones normales de estas sustancias no
son suficientes para inducir, por si mismas, la formacion de cristales de oxalato calcico. De manera
que éstos calculos necesitan de compuestos de composicion diferente que sean capaces de formar

un nucleo (nucleacién heterogénea) sobre el cual los cristales de oxalato calcico puedan crecer y

desarrollarse [BROWN 1991; FINLAYSON 1978A; FINLAYSON 19788]-

Los calculos de oxalato calcico, en funcidn de su composicion, pueden dividirse en dos grandes
grupos: calculos de oxalato calcico monohidrato (COM) y calculos de oxalato calcico dihidrato
(COD) [Kim 1982]-

1.1.1. CALcuLOS DE OXALATO CALCICO MONOHIDRATO (COM)

Los calculos de oxalato calcico monohidrato (COM) suelen darse en aquellos casos donde se
presenta una calciuria normal y una baja concentracion de inhibidores [conre 1990; Gauin 1996; Pierratos 1994]-

Los calculos de COM pueden dividirse en dos grupos: papilares y de cavidad.
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1.1.1.1. Calculos de COM papilares

Estructura. Un calculo tipico de COM papilar consta, basicamente, de tres zonas diferenciadas: un
corazén de composicidon variable, una capa intermedia radialmente estriada y una capa periférica

concéntrica con estructura laminada pyarm 19ss)-

Mecanismo de formacion. Se forman sobre la papila renal en aquella zona donde la capa
antiadherente de glicosaminoglicanos (GAGS) se encuentra danada debido a alguna disfuncion
celular, ataque externo o por la existencia de calcificaciones intrapapilares (placa de Randall) [se 1992
Cuando la capa de GAGs se encuentra muy danada es el propio detritus celular (resultante de esta
agresion) que puede actuar como nucleante e inducir la formacion y el crecimiento de cristales de
COM sobre su superficie. En cambio, cuando la capa de GAGs no se encuentra muy danada,
pueden adherirse sobre esta zona determinadas sustancias que son capaces de actuar como
nucleantes e inducir la formacion y el crecimiento de cristales de oxalato calcico sobre las mismas
[GRaSEs 1993A; Grases 19938; Grases 19944; Grases 19948; SorneL 1993; Sorner 1995 D€ €sta manera se forma el corazon

primario del calculo, del cual se han observado basicamente cuatro estructuras diferentes gases 19984):

» El corazon del calculo es una formacion esférica u ovalada de cristales de COM asociados y
dispuestos libremente. La densidad del calculo aumenta gradualmente a medida que nos acercamos
a su superficie de manera que, frecuentemente, el corazon constituye la zona de menor densidad.
En algunas ocasiones, se encuentran fragmentos de materia organica unidos a la superficie de los

cristales aunque en mucha menor proporcion que para el siguiente caso (Figura 2.2A).

» El corazén se encuentra constituido por materia organica. En este caso, cabe destacar que
cuando la capa de GAGs se encuentra muy dafada es el propio detritus celular (resultante de esta

agresion) que actua como nucleante (Figura 2.2B) (grases 1992)-

» El corazon presenta una estructura delgada y plana constituida por materia organica calcificada

por hidroxiapatita y se encuentra en la zona de union a la papila renal (Figura 2.2C).

» El corazdon es una estructura esférica u ovalada que presenta estructuras esferulares de

hidroxiapatita (Figura 2.2D).

MO | HAP HAP

LY P Y PN .

Figura 2.2. llustracion de los cuatro tipos de calculos de oxalato calcico monohidrato en funcion de la composicion del
corazéon primario: A. Corazon constituido por cristales de oxalato calcico monohidrato (COM) asociados y dispuestos
libremente. B. Corazon constituido por materia organica (MO). C. Corazoén constituido por materia organica (MO) calcificada
por hidroxiapatita (HAP). D. Corazén constitudo por estructuras esferulares de hidroxiapatita (HAP).
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1.1.1.2. Calculos de COM de cavidad

Estructura. Un calculo tipico de COM de cavidad consta de dos
zonas diferenciadas: una zona o corazon central de composicion
variable (que contiene el o los nucleantes heterogéneos

responsables de la formacion del calculo) y una zona periférica

constituida por cristales columnares de COM que han crecido

. .. , . Figura 2.3. llustracion de un calculo de
perpendicularmente a la superficie del corazon (Figura 2.3) (Grasss  COM de cavidad.

19984]-

Mecanismo de formacion. Se generan en determinadas zonas del rindbn con alguna deficiencia
urodinamica (cavidades de baja o reducida eficacia urodinamica) (cuawouore 1996 EN €ste tipo de
cavidades pueden depositarse determinadas particulas solidas con capacidad para actuar como
nucleantes e inducir la formacion y el crecimiento de cristales de COM sobre su superficie [ciruenres 1984;
wor 19731 D€ esta manera se forma el corazon primario del calculo, del cual se han observado

basicamente tres composiciones diferentes:
» El corazoén del calculo se encuentra constituido por cristales de COM y materia organica.
» El corazon del calculo se encuentra consituido por hidroxiapatita y materia organica.

» El corazon del calculo se encuentra constituido por acido urico.

1.1.2. CALcuLos DE OXALATO CALCICO DIHIDRATO (COD)

Cabe destacar que la forma dihidrato es la fase termodinamicamente inestable y cinéticamente
favorable del oxalato calcico, la fase termodinamicamente estable es la forma monohidrato (nac 199;
scnc 1987)- Asi, la formacion de oxalato calcico dihidrato (COD) solo se explica considerando los
factores cinéeticos. Suelen observarse calculos de COD en aquellos casos donde existe una calciuria
y/0 oxaluria anormalmente elevada y valores de pH superiores a 6.0 (grases 1990 ESte tipo de calculos
pueden dividirse en tres grupos: calculos de COD papilares, calculos de COD de cavidad y calculos

mixtos de COD y hidroxiapatita.

1.1.2.1. Calculos de COD papilares

Estructura. Son muy poco frecuentes. Presentan dos zonas claramente
diferenciadas: una zona central constituida o bien por un pequeno
calculo papilar de COM o bien por un deposito papilar de hidroxiapatita.
La otra zona periférica esta constituida por grandes cristales
bipiramidales de COD que se desarrollan sobre la zona anterior. Los

cristales de COD, debido a su morfologia bipiramidal, no pueden crecer

en paralelo y se superponen unos a otros dando lugar a una estructura = ~
Figura 2.4. llustracion de un

desordenada (Figura 2.4). calculo de COD papilar.
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Mecanismo de formacion. Su mecanismo de formacion es el mismo que el descrito para los calculos
papilares de COM. Solo que, en este caso, una vez formado el pequefno calculo papilar de COM, los
cristales que se forman sobre su superficie son de COD debido a las condiciones urinarias (una

calciuria y/o oxaluria anormalmente elevadas y valores de pH superiores a 6.0).

1.1.2.2. Calculos de COD de cavidad

Estructura. Estos calculos estan formados cristales

por
bipiramidales de COD y cantidades variables de COM resultado
de la transformacion de COD a COM. Estos calculos también
contienen pequenas cantidades de hidroxiapatita irregularmente

distribuidas (Figura 2.5).

Mecanismo de formacion. Este tipo de cdlculo se forma en )

cavidades de baja eficacia urodinamica. La sedimentacién de
algunas particulas solidas (principalmente materia organica y

hidroxiapatita) en estas cavidades, induce a la formacién sobre su

Figura 2.5. llustracion de un calculo
de COD de cavidad formado
principalmente por cristales
piramidales de COD y pequenas
cantidades de hidroxiapatita.

superficie de cristales de oxalato calcico dihidrato.

1.1.2.3. Calculos mixtos de COD / hidroxiapatita

Estructura. Estos calculos estan compuestos por cristales de COD, ¢~ ™
COM

importantes

cantidades de resultado de Ia

COD e

poseen ciertas

transformacion de cantidades de

hidroxiapatita y materia organica que, frecuentemente pero no

siempre, se disponen alternativamente formando capas
diferenciadas (Figura 2.6). L

. .. . Figura 2.6. llustracion de un calculo
Mecanismo de formacion. Estos calculos se presentan 9

de COD no papilar formado por la
disposicion alternativa de dos capas

normalmente en pacientes hipercalciuricos ;
diferentes.

(calcio urinario
superior a 250-300 mg/24h) y se forman en cavidades de baja
eficacia urodinamica. La sedimentacion de materia organica y su calcificacion por hidroxiapatita
debida a la existencia de pH urinarios superiores a 6.0, induce el desarrollo de cristales de COD
cuando la orina presenta altos niveles de calcio. La existencia de capas de hidroxiapatita y COD ha
sido atribuida a cambios en la composicion de la orina debida a modificaciones de la dieta |cruentes

1984)-

1.2. CALCULOS DE FOSFATO

Los tres tipos de calculos
Ca1o(OH)2(POy4)6),
MQNH4PO4'6H20) [MuRPHY 1962; PRIEN 1947]-

renales de fosfato mas frecuentes son: hidroxiapatita (HAP,

brushita (BRU, CaHPO,2H,0) y estruvita o fosfato-amonico-magneésico (FAM,
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La fase termodinamicamente estable en solucion acuosa es la brushita para pH inferiores a 5.0 y la
hidroxiapatita para pH superiores a 5.0 (kewenace 1987; Nancowss 1980} D€ €sta manera, los fosfatos se

transforman en hidroxiapatita o brushita en funcién del pH del medio.

Los calculos de fosfato pueden dividirse en dos categorias: calculos de fosfato no infecciosos (los
cuales estan formados basicamente de hidroxiapatita o brushita) y calculos de fosfato infecciosos

(que estan formados por estruvita con cantidades variables de hidroxiapatita).

1.2.1. CALCULOS DE FOSFATO INFECCIOSOS

Estructura. Siempre contienen estruvita, la cual constituye entre un 20 y un 60% de la masa del
calculo de fosfato, y la parte restante consiste en hidroxiapatita y/o hidroxiapatita deficiente de

calcio tal y como indica la relacion Ca/P (entre 1.3y 1.6).

Estos calculos suelen tener un tamano considerable y aunque no presentan una estructura interna

regular, su superficie presenta una estructura en forma de Y muy caracteristica (Figura 2.7).

En este tipo de calculos encontramos cristales de estruvita (los cuales pueden llegar a medir 100 um)|
diseminados a través de todo el calculo junto con materia organica y esferas individuales de

hidroxiapatita, frecuentemente acumuladas en las cavidades del calculo.

Figura 2.7. Imagenes de calculos de estruvita: A. Imagen de un calculo de estruvita. B.
Imagen donde se aprecia la estructura en forma de Y muy caracteristica de este tipo de
calculos.

Mecanismo de formacion. La infeccion bacteriana del tracto urinario suele ser la causa mas comun
de este tipo de litiasis. Los gérmenes ureoliticos (Proteus, Klebsiellas, Pseudomonas, Ureoplasma, etc.)
provocan una notable elevacion del pH urinario (pH superior a 7.0) y de la concentracion urinaria
de amonio favoreciendo la precipitacion de estruvita e hidroxiapatita. La masa cristalina formada
junto con el detritus organico (p.e., residuos celulares, bacterias, mucoproteinas) por simple
sedimentacion pueden originar importantes depositos que, por pérdida de agua, acabaran

convirtiéndose en calculos.

Debe considerase que la presencia de calculos de oxalato calcico, acido urico, fosfatos calcicos, etc.,
pueden generar lesiones uroteliales, las cuales son capaces de provocar infecciones que generen un
elevado pH urinario y favorezcan la precipitacion de fosfato-amonico magnésico, formandose asi,

calculos mixtos oxalato-fosfato-amonico-magnésico y/o acido urico-fosfato-amonico-magnésico.
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1.2.2. CALCULOS DE FOSFATO NO INFECCIOSOS

En este tipo de litiasis diferenciamos entre calculos de hidroxiapatita y calculos de brushita.

1.2.2.1. Calculos de hidroxiapatita

Estructura. Su estructura interna se caracteriza por una serie
de capas de material amorfo conocidas como capas
aspidinicas de hidroxiapatita |cruenes 1984) Y Caracterizadas
porque, aunque macroscopicamente no presentan una
estructura definida, microscopicamente se observan
pequenas esferas de aproximadamente 0.1 um de material
amorfo (Figura 2.8). Las esferas de hidroxiapatita se
acumulan en gran parte en las cavidades de baja eficacia
urodinamica como entidades individuales o formando

agregados de unos 50 ym de diametro. Estos calculos

contienen una gran cantidad de materia organica. a

=94 “a [
Figura 2.8. Detalle de la estructura

Mecanismo de formacion. Se requiere la existencia de esferular tipica de la hidroxiapatita,

cavidades renales de baja eficacia urodinamica, combinada
con valores de pH urinario superiores a 6.0 e hipomagnesiuria. En estas condiciones se generan en
la orina microcristales de hidroxiapatita probablemente inducidos por la presencia de materia

organica. La compactacion por pérdida de agua de todo este material acaba por generar el calculo.

1.2.2.2. Calculos de brushita

Estructura. No son compactos, pero contienen numerosas
cavidades parcialmente llenas con particulas esféricas de
hidroxiapatita y materia organica. Los cristales de brushita
presentan un tamano considerable y se disponen paralelos
unos a otros formando unas estructuras en empalizada
(Figura 2.9).

Mecanismo de formacion. Su mecanismo de formacion, al
igual que el de los calculos de hidroxiapatita, requiere la  Figura 2.9. Imagen de un caiculo puro de
existencia de cavidades renales de baja eficacia urodinamica. brushita

En este caso los contenidos urinarios de magnesio suelen ser normales, el pH oscila entre 6-7 y es
frecuente detectar un déficit de inhibidores |geases 19964 EN €ste tipo de calculos se combinan

fendomenos de sedimentacion y crecimiento cristalino.
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1.3. CALCULOS DE ACIDO URICO

Los calculos compuestos mayoritariamente por acido urico representan aproximadamente entre el 8

y €l 13% del total de los calculos renales humanos (Leuswann 1991; Grases 2002]-

El acido urico en solucién acuosa a pH inferiores a 5.5 puede cristalizar en forma anhidra,
dihidratada o como mezcla de ambas en funcion de las condiciones de la disolucion gascivancc 1987)-
Estudios “in vitro” demuestran que el acido urico anhidro (AUA) es la forma termodinamicamente
estable y que el acido urico dihidrato (AUD), el cual se forma con sobresaturaciones muy elevadas,
es una fase muy inestable que tiende a transformarse en AUA perdiendo agua y generando

estructuras fragiles con grietas y fisuras [pesse 1975; Hesse 1979]-

Asi, el acido urico presente en los cdlculos renales se encuentra mayoritariamente como AUA
aunque en ocasiones se ha detectado AUD y en muchos casos se detectan ambas formas. Tambien
es frecuente detectar cristales de oxalato calcico, basicamente monohidrato, entre los cristales de
acido urico, hecho que pone de manifiesto la capacidad que presentan los cristales de acido urico

para actuar como nucleantes heterogéneos del oxalato calcico.

Los calculos de acido urico pueden ser clasificados en funcidon de su estructura en dos tipos

diferentes (grases 20004): COMpactos (Figuras 2.10A y B) y porosos (Figuras 2.10Cy D).

-
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Ty
i Y fD -
- L -
L o

Figura 2.10. llustracion de los calculos de acido urico (AU): A.
Calculo de AU compacto formado por cristales ordenados
columnares. B. Calculo de AU compacto formado por cristales
ordenados concéntricos pero no columnares. C. Calculo de AU
poroso formado en la parte interior por materia organica, cristales
de AUA y COM. La parte mas externa esta formada por una
delgada capa compacta de material cristalino. D. Calculo de AU
poroso compuesto por una capa externa formada por grandes
bloques de AUD que se han transformado en AUA dando lugar a
grietas. El interior del calculo se encuentra lleno de particulas que
se han depositado durante la calculogénesis.
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1.3.1. CALcuLos DE Acipo URico COMPACTOS

Estructura. Estan principalmente constituidos por cristales de AUA generados por crecimiento
cristalino lento (baja sobresaturacion) o por recristalizacion. También pueden encontrarse
deposiciones de pequenas particulas que provienen de la orina. En funcién de la composicion y

estructura del nucleo, este tipo de calculos pueden dividirse en dos grupos:

» Aquellos en los que el calculo se desarrolla a partir de un corazon situado en el centro o la
superficie por crecimiento cristalino. El corazon del calculo consiste en cristales de AUA bien
desarrollados y conectados débilmente entre ellos o en una pequena concrecion de COM. Desde el
corazon del calculo emergen cristales columnares que crecen radialmente hacia la superficie. En
muchos casos, se observan laminas concéntricas (en el caso de que el corazén sea central) y
ovaladas (cuando el corazon esta en la superficie). Estas laminas (limites entre capas columnares

adyacentes) estan compuestas por cristales de AUA desorientados (Figura 2.10A).

» Aquellos en los que el corazon central esta formado por cristales relativamente grandes de AUA
unidos sin ningun orden aparente. El interior del calculo es poroso y esta compuesto por pequefos
cristales de AUA. En su estructura se observa que se alternan capas no columnares densas y muy
poco densas, dando una impresion de laminas concéntricas. Se observan cantidades considerables

de materia organica y excepcionalmente, cristales de AUD y de AUA (Figura 2.10B).

Mecanismo de formacion. Se generan a partir de la formacion de un corazén formado por grandes
cristales de AUA, concreciones de origen sedimentario relativamente grandes compuestas por
numerosos cristales o pequenas concreciones de COM. Asi, este corazon es retenido en una cavidad
abierta del rindn a la cual la orina fresca accede facilmente. De esta manera, sobre el corazon, que
esta en continuo contacto con la orina fresca se desarrolla una capa cristalina compacta compuesta
mayoritariamente por AUA. Los cristales columnares que constituyen esta capa forman la mayoria
del interior del calculo. Esto significa que una relativa baja sobresaturacion con respecto al acido
urico prevalece durante la generacion del calculo y que, consecuentemente, se da un lento
crecimiento cristalino. Sin embargo, la presencia de laminas concéntricas compuestas por pequenos
cristales desorientados implica la existencia de episodios con un aumento en la sobresaturacion
urinaria. Largos periodos con elevada sobresaturacion provocan la formacion de una gran cantidad

de cristales nuevos de AUA y AUD los cuales pueden provocar la rotura de la estructura columnar.

1.3.2. CALcuLos be Acipo URICO POROSOS

Estructura. El crecimiento cristalino junto con la sedimentacion son importantes procesos en la
formacion de este tipo de calculos. Pueden subdividirse en dos grupos diferentes en funcion de la

estructura de la capa superficial:

» Aquellos que presentan una parte interna porosa formada por material de origen organico,
cristales de AUA y COM de forma y tamano caracteristicas de particulas que aparecen en la orina
durante la cristaluria. La parte mas externa del calculo esta constituida por una delgada capa

compacta de material cristalino. El principal constituyente de este tipo de calculo, AUA, se encuentra
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acompanado por particulas de COM diseminadas en la masa del calculo y por grandes bloques
originalmente de AUD que se han transformado en AUA dando lugar a las caracteristicas grietas

paralelas longitudinales (Figura 2.10C).

» Aquellos que estan formados por una capa externa bien desarrollada compuesta
mayoritariamente de grandes bloques originalmente de AUD que se ha transformado en AUA
dando lugar a las caracteristicas grietas. Esta capa crea una especie de cascara. El interior del calculo
se encuentra lleno o parcialmente lleno de particulas que se han ido depositando durante la

calculogénesis (Figura 2.10D).

Mecanismo de formacién. Se generan a partir del desarrollo de un depdsito cristalino en la pared de
una cavidad de baja eficacia urodinamica. Las particulas presentes en la orina (cristales de acido
urico, oxalato calcico o detritus organico) se depositan bajo condiciones 6ptimas en la cavidad. Estas
particulas permanecen en contacto con la orina y favorecen el crecimiento de cristales de AUA y
AUD. La cavidad interior se llena de cristales de AUA, particulas de COM y materia organica. El
interior del calculo es poroso y posee una estructura desordenada. Cuando la cavidad esta llena, la
capa compacta que recubre la superficie del calculo sigue creciendo hasta que recubre

completamente toda la superficie del calculo.

1.4. CALCULOS DE CISTINA

Estructura. Los calculos de cistina son poco frecuentes (representan aproximadamente entre el 1y el

2% [Grases 2002]) Y SE€ Caracterizan por su aspecto caracteristico, su dureza y dificil fragmentacion.

Mecanismo de formacion. Este tipo de calculos se dan en aquellas condiciones en las que tiene lugar
una eliminacién renal anormalmente elevada de cistina debida a una alteracién genética y un pH
urinario acido (la cistina es un aminoacido que es muy poco soluble en medio acido). Estos calculos
no suelen ser papilares y su formacion se da basicamente por la combinacion de los procesos de

sedimentacion y crecimiento cristalino.

1.5. CALCULOS POCO FRECUENTES

Los calculos poco frecuentes representan entre el 1y el 2% de los calculos totales (grases 2002) Y suelen
ser debidos a una ingesta abundante y continuada de algunos productos, como por ejemplo
farmacos. Entre este tipo de calculos cabe citar los formados por triamterene, silice, glefamina,
sulfamidas, etc. Otros calculos muy poco frecuentes de origen no farmacologico, son los de

carbonato calcico (frecuentes en rumiantes) y los de urato calcico.
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2. FACTORES ETIOLOGICOS IMPLICADOS EN LA LITIASIS RENAL

Los factores etiologicos a considerar en el estudio de dicha patologia pueden clasificarse en dos

grandes grupos (Figura 2.11):

> Factores relativos a la composicion de la orina. Estos pueden clasificarse a su vez en tres grandes
categorias: sobresaturacion de los componentes de la orina, inhibidores de la cristalizacion y

promotores de la cristalizacion o nucleantes heterogéneos.

» Factores relacionados con la morfoanatomia del sistema urinario. Entre ellos se deben considerar
las alteraciones del epitelio de la papila renal y la existencia de cavidades de baja eficacia

urodinamica.

Factores
etiolégicos
implicados en la
litiasis renal

Factores Factores
relativos a la morfoanatdémicos
composicion de la del sistema
orina urinario

Sobre- Presencia Déficit Presencia de | Alteracion del
saturacion de de cavidades de epitelio que

promotores|] inhibidores baja eficacia recubre la
urodinamica papila renal

Figura 2.11. Esquema de los factores etiologicos implicados en la litiasis renal.

2.1. FACTORES RELATIVOS A LA COMPOSICION DE LA ORINA

Los factores relativos a la orina que favorecen la litiasis renal son sobresaturacion, déficit de

inhibidores de Ia cristalizacion y presencia de promotores de la cristalizacion.

2.1.1. SOBRESATURACION

La sobresaturacion es la fuerza impulsora de la cristalizacion de manera que cuando una disolucion
se encuentra sobresaturada con respecto un determinado componente, desde el punto de vista
termodinamico, es inestable y tan sélo es cuestion de tiempo que termine precipitando. En el caso
de la orina, éste es un medio que se encuentra permanentemente sobresaturado con respecto al
oxalato calcico y en funcion del pH puede encontrarse sobresaturada con respecto al acido urico

(pH inferiores a 5.5) o fosfato calcico (pH superiores a 6.0).
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2.1.2. PROMOTORES DE LA CRISTALIZACION O NUCLEANTES HETEROGENEOS

Tal y como se ha indicado anteriormente, el proceso de formacion de un cristal puede darse a partir
de un nucleo de composicion diferente a la del resto del cristal (nucleacion heterogénea). Asi, los
promotores de la cristalizacion o nucleantes heterogeneos son todas aquellas particulas que pueden
actuar como nucleo sobre el cual puedan formarse y desarrollarse los futuros cristales que
constituiran el calculo. Para la formacion de los cadlculos de oxalato calcico, los nucleantes
heterogéneos tienen una gran importancia ya que recordemos que, en condiciones normales, el
oxalato calcico no es capaz de formar un cristal por si mismo (nucleacion homogénea). Entre las
sustancias que pueden actuar como nucleantes heterogéneos de Ia litiasis oxalocacica cabe destacar
los fosfatos calcicos (brushita y hidroxiapatita), para valores de pH urinarios mayores de 6.0 y el
acido urico para valores de pH urinario menores de 5.5. Otras sustancias de interés son las proteinas,

el detritus celular, agregados de glicoproteinas, carbonato calcico y farmacos.

2.1.3. INHIBIDORES DE LA CRISTALIZACION

Los inhibidores de la cristalizacion son sustancias que dificultan o impiden el desarrollo de cristales.
Pueden actuar tanto a nivel de nucleacion (adsorbiéndose sobre el nucleo en formacion), como de
crecimiento cristalino (adsorbiéndose sobre las caras del cristal en formacion) e incluso en ambos

procesos a la vez.

Los primeros indicios de la existencia de inhibidores de la cristalizacion se remontan a los afios 60.
Bliznakov demostro que algunas moléculas podian reducir el grado de crecimiento de ciertas
sustancias debido a que se adsorbian sobre la superficie en crecimiento gumacov 1965 El primer
inhibidor bioldgico reconocido fue el pirofosfato, el cual a concentraciones muy bajas inhibia la

precipitacion en orina de oxalato CalCiCO [riesch 1962; Fueisch 19626; Fieisch 1964]-

Después del pirofosfato otras moléculas que se encuentran de manera natural en la orina se han
descrito como inhibidoras, algunas de ellas de bajo peso molecular como el magnesio o el citrato
1985: Mever 1985; Rvai 1981; Pax 1987] Y Otras de elevado peso molecular, como los glicosaminoglicanos y la
glicoproteina de Tamm-Horsfall [ceawroro 1968; Hess 1991; Hess 1992; shum 1993)- S€ aCEPLO que estas sustancias

podian jugar un papel importante en la prevencion de la litiasis renal.

A finales de los afos 70 y durante los annos 80 tomo fuerza la idea de que existia una sustancia
presente en la orina con gran capacidad inhibidora, con propiedades acidas y de peso molecular
relativamente bajo. Al principio se pensaba que podia ser un pequeno Péptido gawer 1970] O qUE S€
podia tratar de un fosfocitrato (s, 19955, PEFO NO se encontraron evidencias definitivas. En las dos
ultimas décadas se ha observado una tendencia a considerar las proteinas como los agentes
inhibidores mas importantes, pero la aparicion de trabajos contradictorios (unos describiendo
efectos inhibidores y otros apuntando propiedades claramente promotoras de la cristalizacion gy,
1997]) quita fuerza a esta idea, a pesar de que es clara su accion como sustancias antiadherentes
(lubricantes) de particulas solidas sobre el uroepitelio [se 1992; Grases 19965 EN cualquier caso, no se debe

confundir el efecto lubricante con la capacidad inhibidora que pueda tener una sustancia.
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Estudios recientes han demostrado que el fitato, una sustancia de peso molecular relativamente bajo
que esta presente de manera natural en fluidos fisiologicos de nuestro organismo (sangre, orina y
fluidos intersticiales e intracelulares) [gunce 1993; Frencr 1991: Grases 1996, PF€SENta uNa capacidad inhibidora

extraordinaria sobre la litiasis calcica, siendo su efecto mil veces mas importante que el del citrato

[GRASES 1989; GRASES 199 1A; GRASES 1994A; GRASES 1998B; GRASES 20008]-

En cuanto a la litiasis Urica, las sustancias con mejor accion inhibidora son principalmente las
glicoproteinas, los glicosaminoglicanos y sustancias surfactantes (escina, acido glicirrinico, lauril

sulfato). Destacar que el fitato no tiene accion inhibidora alguna sobre este tipo de litiasis (Grases 1999)-

Asi, se han estudiado y se contintian estudiando las propiedades inhibidoras de toda una serie de
sustancias como puedan ser el pirofosfato, el citrato, los glicosaminoglicanos, las glicoproteinas y el
fitato.

2.1.3.1. Pirofosfato
» Caracteristicas generales

El pirofosfato es un constituyente natural de la sangre [resc 19624 Y 18 0riNA [riesch 196291 QUE @ Nivel
celular, se genera como producto de numerosas reacciones metabalicas y se degrada a fosfato
inorganico por accion de enzimas especificas. Parece ser que la mayoria de pirofosfato extracelular
proviene de la pirofosfolisis de fosforibonucledtidos (como el ATP) en la superficie celular por accion
de nucledsido trifosfato pirofosfohidrolasas (NTPP-Pasas) (reriraus 2001- EN cuanto a su degradacion,
se ha descrito que la enzima mas importante implicado en dicho proceso es la alcalina fosfatasa
(ALP), la cual se encuentra tambien en la superficie celular y cuya distribucion en los tejidos esta

restringida a higado, cartilago y hueso (Figura 2.12) [russew 2006; Terceiraus 2001]-

Figura 2.12. Reaccion de pirofosfolisis de ATP a AMP. El ATP, por accion de la enzima nucleosido trifosfato pirofosforilasa
(NTPPPH), forma AMP y pirofosfato. El pirofosfato es degradado a fosfato inorganico (Pi) por accion de la enzima alcalina
fosfatasa (ALP).

Existe también un tercer factor a considerar en la regulacion del pirofosfato extracelular y es el
transportador de membrana, denominado ANK, el cual transporta el pirofosfato desde el interior al

exterior de las células [RusseLL 2006; TERKELTAUB 2001]-
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» Accion como inhibidor de la cristalizacion

El pirofosfato fue el primer inhibidor identificado en la orina al cual se le asigno una potente accion
inhibitoria sobre Ia litiasis 0xalocalcica riescy 19641 Y fOSFAtOCAICICA [Fiesc 19628; Fieisc 1966)- SIN €Mbargo no
posee ningun efecto inhibidor sobre los calculos de acido urico y los calculos infecciosos de fosfato
[Fiesch 1967)- Finalmente, cabe destacar que el pirofosfato presenta un inconveniente para el
tratamiento de la litiasis calcica y es que cuando es administrado por via oral no presenta efecto

inhibidor de la cristalizacion debido a que es hidrolizado en el tracto gastrointestinal.

2.1.3.2. Citrato
» Caracteristicas generales

El citrato (Figura 2.13) es uno de los inhibidores de la cristalizacion mas estudiados [rogerrson 1985)- SUS
origenes como tratamiento de calculos renales se remontan al siglo pasado, en 1826 Sir Astley
Cooper ya prescribia un tratamiento a base de citrato potasico para el tratamiento de calculos
renales que probablemente eran de acido urico.
O 0°
O O
OH

Figura 2.13. Estructura de la molécula de citrato.

» Accion como inhibidor de la cristalizacion

El efecto del citrato sobre la calculogénesis hay que atribuirlo a la combinacion de tres aspectos

diferentes:

- Elevacion del pH urinario. El metabolismo celular del citrato conduce a la formacion del ion
bicarbonato, el cual, como consecuencia de sus caracteristicas basicas, consume protones a nivel
plasmatico y, en consecuencia, provoca una elevacion del pH urinario. El acido urico se insolubiliza
para valores de pH urinario inferiores a 5.5 por lo que, un aumento del pH puede evitar la
formacion o, incluso, disolver los calculos de acido urico. Este aumento del pH urinario por parte del
citrato debe controlarse, ya que para pH proximos a 7.0, los fosfatos calcicos (brushita e

hidroxiapatita) pueden precipitar.

- Capacidad para formar complejos solubles con el ion calcio. La formacion de estos complejos
implica una disminucion de la concentracion de calcio libre en la orina y en consecuencia, una
disminucion de la sobresaturacion de cualquier compuesto insoluble de dicho ion, sea oxalato o

fosfato.

- Efecto inhibidor de la cristalizacion de oxalatos y fosfatos calcicos. Esta accidon inhibidora no es
muy enérgica pero puede llegar a ser importante en la nucleacion homogénea de los fosfatos
calcicos y en la nucleacion heterogénea del oxalato calcico, ya que el citrato puede llegar a

excretarse en concentraciones muy elevadas.
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2.1.3.3. Glicosaminoglicanos {GAGS)
» Caracteristicas generales

Los GAGs son cadenas de polisacaridos constituidas por la repeticion de unidades idénticas de
disacaridos (Figura 2.14). Normalmente se encuentran unidos a una proteina formando

proteoglicanos.

CH.O807

H MHCOCHS

Figura 2.14. Estructura del disacarido que constituye el
glicosaminoglicano condroitin sulfato.

» Accion como inhibidor de la cristalizacion

Existen numerosos estudios en los que se demuestra que los GAGs poseen cierta capacidad
inhibidora en el crecimiento de cristales de oxalato CalCiCO (ancew 1989; Feusirom 19854; FeLisTROM 19858; MARTIN 1984;
NORMAN 1984; ROBERTSON 1985; Suzuki 1996] aunque en ningun caso esta accion es relevante [GRASES 1998A; GRASES 1998¢]-
Con respecto al acido urico, se ha demostrado que los GAGs estabilizan las disoluciones de acido
urico impidiendo su nucleacidon homogeénea (geass 19915 ASi, Si consideramos que el acido urico es un
importante nucleante heterogéneo de la litiasis oxalocalcica, los GAGs pueden evitar la formacion
de aquellos calculos de oxalato calcico donde el acido urico actua como nucleante heterogéneo.
De acuerdo con lo dicho, los glicosaminoglicanos tiene cierta capacidad preventiva en la
calculogénesis, ya que son sustancias antiadherentes que evitan que particulas solidas puedan
adherirse al uroepitelio e iniciar el proceso de NUCleacion (Gu. 1979; Grases 19934 Grases 19968; GrenAso 1988; See 1992)-
inhibidores de Ia

Sin embargo esta accién antiadherente es diferente a la accion de los

cristalizacion y, por tanto, no hay que confundir ambos términos.

2.1.3.4. Glicoproteinas
» Caracteristicas generales

Las glicoproteinas (Figura 2.15) son proteinas con uniones covalentes a cadenas de carbohidratos
(oligosacaridos) mediante enlaces glicosidicos. Entre ellas cabe destacar la glicoproteina de Tamm-

Horsfall y la mucina.
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Figura 2.15. Estructura de las glicoproteinas.
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» Accion como inhibidor de la cristalizacion

Diversos estudios parecen demostrar la capacidad inihibidora de las glicoproteinas sobre la
Ca'CUIOQéneSiS oxalocalcica [ASPLIN 1998; GROVER 1998; MEDETOGNON-BENISSAM 1999; Mo 2004; ROMERO 1997; SCHEPERS 2002; TSUJIHATA 2001]
aunque otros autores les asignan propiedades promotoras [carvairo 2002; Govinbaras 2001; Knan 2000; Konia 2003;
Leske 2001; Yawate 1996 SN embargo, un estudio reciente indica que las glicoproteinas a bajas
concentraciones urinarias pueden actuar como inhibidores de la cristalizacion de oxalato calcico y
de fosfato calcico y que es a altas concentraciones donde forman aglomerados que pueden actuar
como nucleantes heterogéneos |crases 20044 EN CUanto a la litiasis urica, se ha demostrado que la
mucina presenta una destacable accion inhibidora en la cristalizacion de acido Urico |grases 1999)-
Finalmente, cabe destacar que al igual que los glicosaminoglicanos, la accidon inhibidora de las
glicoproteinas se debe fundamentalmente a su accion antiadherente, que es diferente al
mecanismo de accion de los inhibidores de la cristalizacion, por lo que no se deben confundir

ambos términos.

2.1.3.5. Fitato
» Caracteristicas generales

El fitato (myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisdihidrogenofosfato] es una molécula de bajo peso

o T

molecular que fue descubierta en el ano 1872

por Pfeffer en semillas de vegetales, donde se HO.
encontraba en forma de sal calcico-magneésica oH 3\ O/P‘\cﬂ"
(fitina). No obstante, no fue hasta 1914 o
/e 2

cuando Anderson (awomson 1914 €Stablecio su o ~ OH

- HO.. - 6 - CH
estructura correcta (Figura 2.16) (gouan 1979 5 o 1

Il

HARLAND 1986; THOMPSON 1987]- ‘:\D I.D/L_O 0
El acido fitico es el inositol fosfato mas \CI-I

abundante de la naturaleza. El fitato se Figura 2.16. Estructura de una molécula de acido fitico.
encuentra en cantidades importantes en las

semillas utilizadas en nuestra alimentacion (concretamente en la zona del germen y en las cubiertas
de estas semillas) como son cereales, legumbres y frutos secos. El contenido en fitato de diferentes
semillas comprende valores de entre 0.4—6.4% [ogawa 1975; Reooy 2002 Ademas, el fitato esta presente en
fluidos fisiologicos (sangre, orina, fluidos intersticiales e intracelulares) y tejidos de mamiferos en

bajas concentraciones que dependen de su aporte exOgeno (gunce 1993; FrencH 1991; Grases 1996¢; Grases 20014;

GRASES 200 1B; GRASES 200 1¢; MARCH 1998]-
» Accion como inhibidor de la cristalizacion

El fitato es el inhibidor mas efectivo para la litiasis calcica siendo su efecto mil veces mas importante
que el que presenta el Citrato [Grases 1989; Grases 19914; Grases 19944; Grases 2000g)- Ha demostrado ser un potente
inhibidor de la nucleacion heterogénea del oxalato CalCiCO [Grases 1991a; Grases 1994a; Grases 19945, d€ la

nucleacion homogénea y heterogénea de fosfato CalCiCO |Grases 19960; Grasss 20008 Grases 2007] Y deél
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crecimiento cristalino del oxalato calcico. Esta potente accion inhibidora es consecuencia de la
afinidad por el calcio de los seis grupos fosfato que presenta su estructura. De esta manera, las
moléculas de fitato se adsorben sobre la superficie de nucleos y/o cristales calcicos impidiendo su

posterior crecimiento y/o desarrollo.

Los efectos que el fitato ejerce sobre las primeras etapas de formacion de los calculos de oxalato
calcico se estudiaron “in vitro” utilizando sistemas que simulan las condiciones de formacion de los
calculos en el interior del rAON [Grases 1994a; Grases 19948; Grases 19968; Grases 1996D; Grases 19988; Grases 1998¢)- EN €SLOS
sistemas se demostrd claramente que el fitato a concentraciones similares a las encontradas
normalmente en la orina actua de un modo muy eficaz impidiendo la formacién de cristales de
oxalato calcico mediante nucleacién heterogénea, hecho que es de gran importancia si
consideramos que la nucleacion homogénea de oxalato calcico es practicamente imposible debido

a las condiciones urinarias de sobresaturacion (ravson 19784)-

También se ha estudiado el efecto del fitato en el desarrollo de depositos calcicos renales de la
papila y de la junta corticomedular. Asi dos estudios realizados en ratas sometidas a dos
tratamientos diferentes inductores a la calcificacion (uno con etilenglicol gases 19980 Y €l Otro con
vitamina D y nicotina (grases 20077) iNdican que tanto el fitato adiminstrado por via oral (a través de la
dieta) (Grases 19980 COMO POr via topica (a traveés de un gel) jgrases 2007; disminuye las calificaciones en la
papila renal. En otro estudio en ratas se observé que la alimentacion con una dieta con un 1% de

fitato previene de la aparicion de depdsitos minerales en la junta corticomedular (Grases 2000q]-

Ademas se ha demostrado que los valores de concentracion urinaria de fitato son
significativamente mas pequenos en enfermos litiasicos que en individuos SaN0S [Grases 20000; GriFriTH 1986]
y que el aporte exdgeno de fitato por via oral disminuye notablemente la capacidad de la orina
para formar cristales de sales calcica (oxalato y fosfato) sin alterar ningun otro parametro urinario
[conte 1999)- LA ingesta de pequenas dosis de fitato (50 -100 mg) conduce a una excrecion urinaria de
1-10% de la dosis, porcentaje suficiente para causar la inhibicion efectiva de la nucleacion
heterogénea de oxalato calcico, asi como de su crecimiento cristalino, y la ingesta de 80 mg de
fitato puede incrementar entre un 50-100% la capacidad inhibidora de la orina emitida en las horas
siguientes a su toma (grases 1995 D€ esta manera, el fitato impide la formacion de calculos calcicos y, a

diferencia del citrato, no provoca cambios de pH urinario.

Otro dato a considerar es que en Sudafrica la incidencia de calculos renales en la poblacion de
origen europeo es superior a la de origen africano, variacién que se ha atribuido a una composicion
urinaria diferente debida a los distintos habitos alimenticios (la poblacion africana consume
habitualmente mas alimentos ricos en fitato con respecto a la europea) vooun 1980 D€ hecho, la
incidencia de litiasis renal calcica en los paises con un consumo elevado en cereales no refinados
(ricos en fitato), es inferior a la de los paises mas industrializados donde se consumen cereales

refinados [ANDERSEN 1969; ANsARI 2003; CLEVELAND 2000; LANG 2003]-

Mas recientemente, Curhan ha llevado a cabo un estudio epidemioldgico de 8 afos de duracion
con una muestra de mas de 96000 personas donde se confirma que una dieta rica en fitato se

relaciona con una menor incidencia de litiasis renal |cuzian 2004)-
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Finalmente, destacar que otros estudios realizados en animales de experimentacion han
demostrado que el fitato posee una potente accion inhibidora en otros tipos calcificaciones
patologicas en tejidos blandos [Grases 20045 Grases 20054 ASi, €l fitato inhibe considerablemente las
calcificaciones de hidroxiapatita inducidas a nivel subcutaneo tanto cuando es administrado por via

oral [GRASES 20048] como por via tépica [GRASES 2005A]-
» Absorcidn, excrecion y distribucion
- Estudios en animales de experimentacion

Estudios recientes demuestran que los niveles de fitato en el organismo se encuentran directamente
relacionados con su aporte exégeno a través de 1a dieta (Grases 2000e; Grases 20014; Grases 2001g] Y/ O & traveés de
1a piel [Grases 20058 Grases 2005¢)- ASi, 1a ingesta o aplicacion topica de pequenas dosis de fitato conducen a
una concentracion urinaria del mismo suficiente para presentar una inhibicion efectiva en la litiasis
calcica. Estudios realizados en ratas han demostrado que se alcanzan unos niveles plasmaticos
maximos tanto con una dieta que contiene un 1% de fitato en forma de sal sddica, como con la
misma dieta conteniendo un 0.12% de fitato en forma de sal calcico-magnésica (fitina) procedente
del germen de garrofin (grases 20010- Ademas, con un consumo de fitato de 20.9 mg por kg de peso
corporal y por dia se alcanza la maxima excrecion urinaria (que corresponde al 2% de la cantidad
ingerida) y dosis mayores de fitato no originan aumentos en su excrecion urinaria [Ggass 2000¢]-
También se ha observado que la eliminacion del fitato de la dieta reduce los valores urinarios a

niveles indetectables después de 22 dias [Grases 2000; Grases 20018]-

Otros estudios han indicado que el fitato, una vez adsorbido, se distribuye desde la sangre hacia los
organos y tejidos, donde la cantidad presente depende claramente de su aporte exdégeno. Asi, Ia
determinacion de la concentracion de fitato en animales de experimentacion alimentados con una
dieta sintética en la cual el fitato se anadid en forma de sal sodica, evidencid que las
concentraciones de fitato varian segun las caracteristicas de los tejidos (desde valores de 0.2 mg/L
en plasma hasta valores de 20 mg/g en el cerebro) y que al suministrar la misma dieta carente de
fitato los valores se reducen drasticamente (a 0.02 mg/L en plasma y 0.9 mg/g en cerebro),
atribuyéndolo a la disminucion del fitato extracelular (Grases 2001g)-

Tabla 2.I. Distribucion de fitato en 6rganos vy fluidos corporales de ratas alimentadas
con una dieta con un 1% de fitato sodico y dieta sin fitato [grases 20015)-

CON FITATO SIN FITATO

Orina (mg/L) 2.51 no detectable
Plasma (mg/L) 0.19 0.02
RifidN (mg/g tejido seco) 1.44 0.04

Higado (mg/g tejido seco) 2.26 no detectable

Fémur (mg/g tejido seco) 1.40 no detectable
Cerebro (mg/g tejido seco) 20.16 0.90

Recientemente se ha conseguido la absorcion del fitato por via topica mediante el uso de una
crema o un gel, siendo sus niveles urinarios unas 10 veces superiores a las que se consiguen a
través de la dieta y existiendo una relacidon entre la concentracion excretada y la concentracion de
fitato utilizada en crema O gel |Grases 20058; Grases 2005 S€ ha observado que el fitato sodico al 2%

(gracias a su mayor solubilidad) se absorbe por via topica en mayor cantidad que la sal calcico-
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magnésica (fitina) a la misma concentracion (grass 20055 Y también que esta absorcion es mayor
cuando se utiliza gel en lugar de crema como matriz vehicular |grases 2005 NO obstante, también
existe un maximo de absorcion para las dos sales por encima del cual no se excreta mas fitato a

través de la orina, obteniéndose unos valores urinarios de unos 45y 15 mg/L, respectivamente |ggases

20058]-

- Estudios en humanos

De los estudios realizados en humanos se obtienen conclusiones paralelas a las adquiridas en ratas.
Asi, se ha demostrado la presencia de manera natural del fitato en la orina en concentraciones que
oscilan entre los 0.5 y 6 mg/L y que las concentraciones encontradas en litiasicos de oxalato calcico

son significativamente menores a las encontradas en iNndividuos SANO0S [Grases 1996¢; Grases 19980; Grases 20000;

GRASES 2001A]-

Otros estudios en humanos han revelado que la eliminacién total del fitato de la dieta produce una
reduccion de los niveles urinarios del 50% después de 36 horas |grass 20000, Mi€Ntras que si se
mantiene la dieta pobre en fitato durante dos semanas, se produce una disminucion del fitato
urinario del 90% y una disminucion del fitato plasmatico del 74% |grases 20014 POr otra parte, al
retomar un aporte exdégeno normal de fitato (1.4 g/dia) a través de la dieta o con algun
complemento dietético se restablece la concentracion basal de fitato, encontrandose el maximo de
absorcion a las cuatro horas de su ingesta. Ademas, al igual que con los animales de
experimentacion, existe una cantidad ingerida optima de fitato, cuya absorcidon no depende de la
sal utilizada (fitina o fitato sodico), por encima de la cual, no se absorbe mas y no aumenta su
excrecion urinaria. También se ha demostrado que los valores de concentracion plasmatica de fitato
se encuentran directamente relacionados con los de su excrecion urinaria (orina acumulada
durante las dos horas previas a la recogida de la muestra sanguinea), demostrando que el fitato en

orina es un buen marcador de sus niveles en el 0rganismo |Grases 20014)-

Finalmente, se ha demostrado que la absorcion por via oral de fitato no depende de las condiciones
del estbmago (vacio, lleno o basificado y lleno) y no tiene lugar solamente a nivel estomacal (como
se habia creido hasta ahora), sino que también se da durante el transito intestinal,

independientemente de la existencia o no de un transportador especifico grases 2006)-
» Toxicidad

Estudios de toxicidad aguda de acido fitico y del fitato sodico, administrados por via oral, con ratas y

ratones determinaron una DL50 situada entre 400 y 2750 mg/Kg (rusmani 1987; icHikawa 1987]-
» Biodisponibilidad mineral

Los primeros estudios nutricionales sobre el acido fitiCo [Hamson 1939; Mewaner 1925) Parecian demostrar
que podia llegar a provocar raquitismo en perros. A partir de este estudio, surgieron otros muchos
que atribuian al fitato propiedades antinutriente [DAviEs 1979; Forses 1979; FORrBEs 1984; HURRELL 1992; KHOKHAR 1994; MANARY
2000; PawauF 1999; Repov 1982; zHou 1992, Ne€cho que hizo aconsejable eliminario de la dieta para evitar
problemas de biodisponibilidad de determinados metales [Hagano 1987; Maca 1982 Rickaro 1997]- ESTOS estudios

se basan en que el fitato, debido a que es una molécula con seis grupos fosfato que presenta
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mucha afinidad con cationes divalentes y trivalentes, puede formar especies insolubles a nivel
intestinal, reducir su absorcion y disminuir la biodisponibilidad de estos elementos (calcio, hierro,

zinc, magnesio y manganeso) [evans 1988; Marmin 1986]-

Por otra parte, y oponiéndose a estos estudios, se han publicado otros trabajos donde se demuestra
que el consumo de cantidades moderadas de acido fitico junto a dietas equilibradas desde el punto
de vista mineral no provocan problemas de biodisponibilidad |cuiumene 1950; Davibsson 1997; Grar 19844; Grases
20018; Grases 2004¢; SANDSTROM 2000; SiaUEiRa 2001; Waker 1984]- 9010 €n el caso de su consumo en grandes cantidades
juntamente con dietas pobres en contenido mineral se pueden producir problemas de
biodisponibilidad mineral (cuuumene 1950; Keisar 1987; sanpstrom 2000; Wawker 1984]- ASi, Para inhibir la absorcion de
calcio en pacientes hipercalciuricos son necesarias dosis muy elevadas de fitato sodico, 8.8 g/dia,
[Henneman 1958] SieNdo la ingesta de fitato en una dieta mediterranea equilibrada de 0.7-1.4 g/dia jvrawex

1989]-
» Accidn en la hipercalciuria

Ademas del efecto inhibidor, se han descrito otros efectos beneficiosos del fitato, tales como el
tratamiento de la hipercalciuria. Asi, tal y como se ha indicado en el punto anterior, en 1958
Henneman tratd enfermos litiasicos hipercalciuricos con dosis elevadas de fitato sédico (8.8 g/dia) a

fin de formar complejos insolubles de calcio en el tracto digestivo y disminuir su absorcion intestinal

[HENNEMAN 1958]-

Mas recientemente, en un estudio “in VIiVO” (Grases 20040) S€ ha observado como la administracion oral
de sales de fitato (sodica, potasica y magneésico-potasica) da lugar a una disminucion en la excrecion
urinaria de calcio (gracias a que captura el calcio dietético a nivel intestinal e impide su absorcion)
que es mas significativa a dosis mayores de calcio. El fitato potasico es la sal que provoca una mayor
reduccion, siendo ésta mas elevada a medida que aumenta la concentracion de fitato administrado
por via oral hasta un 1%. Asi, el fitato podria considerarse una alternativa para el tratamiento de la

hipercalciuria absortiva (el aumento de absorcion intestinal de calcio).

La fitina (fitato calcico-magnesico), que es la sal natural de fitato, no presenta ningun efecto sobre el
calcio urinario por la insolubilidad de la sal y por el hecho de llevar calcio ya incorporado en la

molécula [GRASES 2004D]-
» Accion antioxidante

Otro efecto beneficioso del fitato que ha sido descrito es su accion antioxidante. El hierro es capaz
de catalizar la formacion de radicales libres hidroxilo g 1984 EStOs radicales libres son muy
peligrosos siendo los responsables en muchas ocasiones de los procesos de iniciacion tumoral.
Algunos estudios defienden que el fitato posee propiedades antioxidantes ya que es capaz de

formar quelatos con el hierro evitando asi la accion catalizadora de €ste (Guar 19848 Grar 1987; Grar 1990;

HAWHINS 1993; MIDORIKAWA 2001]-
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2.2. FACTORES RELACIONADOS CON LA MORFOANATOMIA DEL SISTEMA URINARIO

Los factores morfoanatomicos tienen un papel importante en la formacion de los calculos renales
[ScHuLz 1989a; SchuLz 19895 COnsiderando el mecanismo de formacion de los calculos renales, estos pueden

ser clasificados en dos grupos (Figura 2.17):

» Calculos desarrollados sobre la papila renal (papilares). Necesitan, a fin de iniciar su formacion,
que el epitelio de la papila renal se encuentre dafado (debido a alguna disfuncion celular, ataque
externo o calcificacion intrapapilar) que permita la formacion del corazon primario sobre el cual se
formara el calculo. Todos los calculos papilares presentan un punto de union a la papila claramente

distinguible.

» Calculos desarrollados en cavidades de baja o reducida eficacia urodinamica (de cavidad).
Necesitan, a fin de iniciar su formacion, de la existencia de cavidades de baja o reducida eficacia
urodinamica. En estas cavidades, el alto tiempo de residencia de la orina favorece la acumulacién y
sedimentacion de particulas solidas permitiendo la formacion del corazon primario sobre el cual se

desarrollara el calculo.

> Oxalato calcico monohidrato
.

Pap“ares Oxalato calcico dihidrato

Baja
eficacia
urodinamica

Oxalato calcico monohidrato

Reducida !
eficacia Oxalato calcico dihidrato

urodinamica

Hidroxiapatita

Oxalato calcico monohidrato Acido qrico
Oxalato calcico dihidrato
Brushita
Acido urico
Figura 2.17. llustracion de los tipos de calculos renales en funcion de su lugar de formacion en el
sistema urinario. Se pueden dividir en dos tipos: los calculos desarrollados sobre el epitelio de la papila
renal y los calculos desarrollados en cavidades. Los calculos de cavidad, a su vez, pueden dividirse en
aquellos que se forman en cavidades de reducida eficacia urodinamica y aquellos que se forman en
cavidades de baja eficacia urodinamica.
De esta manera, los factores morfoanatomicos del sistema urinario a considerar en la litiasis renal
son la existencia de cavidades de baja o reducida eficacia urodinamica y la alteracion del epitelio

que recubre la papila renal.
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3. EL ACIDO URICO. METABOLISMO Y PATOLOGIAS

El acido urico (Figura 2.18) es el producto final del metabolismo de las purinas en el humano y otros
primates ya que carecen de la enzima uricasa, la cual contintia
la degradacién de las purinas hasta alantoina en el resto de
mamiferos (excepto en los dalmatas). Es por ello que el ser
humano presenta una concentraciéon plasmatica de acido
urico mas de 10 veces superior a la encontrada en otros

mamiferos [CUTLER 1984]-

El acido urico esta relacionado con toda una serie de procesos  Figura 2.18. Estructura de una molécula
. . de acido urico.

patologicos como son la gota jorwan 1954, @lgunos tipos de
litiasis renal (Grases 20004, €l Sindrome de Lesch-Nyhan (1 19641 Y €l sindrome Kelley-Seegmiller yareos
1994 Generalmente, estas enfermedades son debidas a un exceso de acido urico en el organismo
consecuencia de una sintesis endogena excesiva, a una eliminacién renal insuficiente y/o a un

aporte exogeno excesivo de purinas.

3.1. METABOLISMO DE LAS PURINAS

Las purinas (adenina, guanina) junto con las pirimidinas

(timina, citosina y uracilo) son compuestos nitrogenados, Grupo Base

. ) . . nitrogenada
que combinados con una pentosa (ribosa o desoxirribosa) y fosfato g

una molécula de acido fosforico forman los nucleoétidos |

— 5'
(Figura 2.19). Los nucledtidos son parte integrante O_P",__O_CH2 O B

fundamental de los acidos nucleicos (ADN y ARN) y

participan como cofactores en muchas reacciones

enzimaticas [GUYTON 1977; LEHNINGER 1993]-

El organismo tiene capacidad de sintetizar y degradar ! .
Figura 2.19. Estructura de un nucledtido.

dichos compuestos de manera que las purinas presentes en

el organismo proceden fundamentalmente de la sintesis endogena aunque también pueden
proceder de la dieta. El eje central del metabolismo de las purinas esta configurado por los
nucleotidos purinicos acido guanilico (GMP), acido xantilico (XMP), acido inosinico (IMP) y acido
adenilico (AMP). El metabolismo de las purinas es un proceso complejo cuya alteracion da lugar a
toda una serie de patologias donde esta implicado el acido urico. Dichos procesos patologicos se
generan ya sea por una elevada degradacion de purinas con su correspondiente sintesis excesiva
de acido urico (hiperuricemia) y excesiva eliminacion renal (hiperuricosuria) o bien por una sintesis

normal de acido urico con una baja excrecién renal del mismo.
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3.1.1. SiNTESIS DE NUCLEOTIDOS PURINICOS

La formacion de nucledtidos se inicia con la formacion del fosforribosilpirofosfato (PRPP). EI PRPP es
un compuesto con un alto contenido energético cuya sintesis tiene lugar a partir de la ribosa-5-P y

el ATP mediante una reaccion catalizada por la enzima fosforribosilpirofosfato sintetasa (PRPPs).
A partir del PRPP, la sintesis de nucleodtidos puede darse por dos vias diferentes (Figura 2.20):

» Sintesis de novo, a partir de moléculas pequenas. En este proceso, los distintos atomos del anillo
purinico se van adicionando sobre la molécula de PRPP mediante una secuencia de diez reacciones
que conducen a la formacion del IMP. Esta sintesis tiene un alto coste energético, se consumen
cinco moléculas de ATP. A partir del IMP se forman los demas nucleotidos purinicos (XMP, GMP y
AMP).

» Sintesis por via de escape, a partir de la reutilizacion de bases purinicas ya formadas. En este
proceso las bases purinicas que se generan en la degradacion de los nucleétidos son reutilizadas
para formar nuevos nucledtidos. Esto es posible gracias a la existencia de dos enzimas especificas:
adenin-fosforribosiltranferasa (APRT) para la adenina e hipoxantin-guanin-fosforribosiltransferasa

(HGPRT) para la hipoxantina y la guanina. Este proceso tan solo consume una molécula de ATP.

Ribosa-5-P

ATP
PRPP-sinteiasa
Gilicina
Formilos PRPP N
cOo, Bagzes puriicas
Grupos amida
— - Nucledtidos
Stntesis purinicos Sintesis por via
de novo de escape

Figura 2.20. Esquema del origen de los nucledtidos purinicos: sintesis de novo y por via de escape a partir de PRPP.

Todas las células del ser humano son capaces de sintetizar nucledtidos purinicos, pero en unos
tejidos se produce primordialmente por sintesis de novo y en otros (como el cerebro) por via de
escape. Incluso hay tejidos (como la médula 6sea) donde las células, en su diferenciacion, pierden
capacidad de sintetizar de novo los nucleotidos purinicos y su formacion depende exclusivamente

de la sintesis por via de escape jwyncaaroen 1983]-
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3.1.2. DEGRADACION DE NUCLEOTIDOS PURINICOS

La degradacion de nucledtidos (Figura 2.21) es una via metabdlica de compleja regulacion que
comienza con la defosforilacion de los distintos nucledtidos a sus respectivos nucleosidos
(guanosina, xantosina, inosina y adenosina) mediante la accion de la 5-nucleotidasa y fosfatasas

inespecificas jrox 197g)-

Los nucledsidos por escision de la ribosa, mediante la fosforilasa de nucledsidos purinicos, son
metabolizados a las bases purinicas guanina e hipoxantina. Esta enzima tiene poca accion sobre la
adenosina y la xantosina para formar la adenina y la xantina, respectivamente |keewmsc 196g)- La
adenina del organismo proviene fundamentalmente del metabolismo de las poliaminas mientras

que las fuentes principales de xantina son la hipoxantina y la guanina.

Las aminopurinas son degradadas por desaminacion a metabolitos de la via central de la
degradacion de purinas: la adenosina pasa a inosina y la guanina a xantina mediante la accion de la
adenosindesaminasa y la guanindesaminasa, respectivamente. Finalmente las oxipurinas,

hipoxantina y xantina, se oxidan a acido urico mediante la accion de una enzima comun, la xantino-

oxidasa.
SINTESIS ATP
GIP DE NOVO <
! !
v J v
GDP ¢ ADP
! !
- v e B
=
GMP & XMP «_> IMP *+ AMP-S —+ AWP
/' \ x | L 4
s/ v 8 v e 11 ‘A ,
| Guanosina | Xantosina ; Inosina <>~ Adenosina |7
Laad I"\ o : "“"P.‘ 1 JI % e
\ v i . : 3" '
" Guanina L8 Hipoxantina * Adenina
~ % | P 4 .
Y L
Xantina 8-(OH)-Adenina
a 4
v v
Acido Urico 2,8-0H),-Adenina

Figura 2.21. llustracion de la degradacion de nucleotidos purinicos y reutilizacion de bases purinicas. Las

enzimas implicadas son: 1. 5-nucleotidasa. 2. AMP-desaminasa. 3. Fosforilasa de nucleosidos purinicos. 4.

xantino-oxidasa. 5. Adenosin-desaminasa. 6. Guanin-desaminasa. 7. Adenin-fosforribosiltransferasa. 8.

Hipoxantin-guanin-fosforribosiltransferasa. 9. GMP-reductasa. 10. IMP-deshidrogenasa. 11. GMP-sintetasa.

12. Adenilosuccinato-sintetasa. 13. Adenilosuccinato-liasa. 14. Adenosincinasa. Las lineas discontinuas

indican reacciones metabolicas de escasa transcendencia en condiciones normales.
La formacién de acido urico ocurre solo en los tejidos que poseen la enzima xantino-oxidasa de
manera que en los tejidos que carecen de esta enzima, los productos finales del metabolismo de las
purinas son hipoxantina y xantina. Asi, en el ser humano la xantino-oxidasa se encuentra
fundamentalmente en el higado y en la mucosa del intestino delgado |warms 1965 Hay trazas de
actividad de esta enzima en el musculo esquelético, el corazon, el rifion y el bazo. En cambio, no se
detecta actividad de xantino-oxidasa en el cerebro ja k.o 1965; warrs 1965)- D€ €ste modo, la sintesis de
acido urico se produce principalmente en el higado, y los productos de degradacion de los

nucleotidos purinicos de otros tejidos son transportados a este érgano para su oxidacion.

50



CAPITULO 2. EL Acipo URICO COMO INDUCTOR DE LA LITIASIS OXALOCALCICA

Una vez formado, el acido urico pasa al torrente sanguineo y desde ahi se distribuye a los tejidos
estableciendose un equilibrio entre su concentracion en plasma y tejidos. En el plasma, la mayor
parte del acido urico se encuentra libre en forma de urato sodico y alrededor de un 19% se

encuentra unido a proteinas, fundamentalmente albumina y globulinas alfa ja.vsacer 1966)-

Las purinas que encontramos en nuestro

organismo provienen de su aporte exogeno a Nucledtidos Aporte
) ) . purinicos exogeno de
traveés de la dieta y de la degradacion de enddgenos purinas

nucleotidos purinicos. Estas purinas pueden ser
convertidas a acido urico o ser utilizadas para
formar nuevos nucledtidos. Las purinas se
eliminan por la orina y en menor cuantia por el F q
tubo digestivo. En cuanto a la eliminacién del

acido urico, gran parte (70-90%) es excretado por

el rindbn y una cierta cantidad por el intestino

(Figura 2.22). Como término medio un hombre ACIDO URICO

que ingiera una dieta exenta de purinas, elimina v v
en 24 horas entre 600 y 800 mg de acido urico Excrecién Eliminacion
[CruenTes 1974; Garcia 1977] A€ 10S cuales alrededor de 450 renal intestinal

mg se excretan por via renal y 200 mg se pierden . ) o
Figura 2.22. Esquema del metabolismo del acido urico.

por secreciones intestinales e 1979)-

3.1.3. HIPERURICEMIA E HIPERURICURIA

Tal y como se ha indicado, la hiperuricemia y la hiperuricuria poseen una relacion directa con las

patologias derivadas del acido urico. El origen de estas dos alteraciones puede ser diverso.

Los valores normales de acido urico en sangre son de 3.5-6 mg/dL en los hombres y de 2-5 mg/dL
en mujeres. Se considera hiperuricemia valores de acido urico en sangre superiores a 7 mg/dL. Su
presencia, sin ninguna otra alteracion que la justifique (enfermedades hematoldgicas, insuficiencia
renal, algunos medicamentos, etc.) suele ser indicativa de un aumento de la sintesis de acido urico
que, normalmente, se debe a alguna alteracion enzimatica en el metabolismo de las purinas. Cabe
destacar que las purinas de las que proviene el acido Urico, proceden mayoritariamente de la
sintesis endogena (2/3 partes aprox.) pero también de la dieta (1/3 parte aprox.). Alrededor del
50% de las purinas ingeridas son absorbidas y excretadas en forma de acido urico. Por lo que el

aporte exdgeno de las mismas es también un factor a considerar en la hiperuricemia (Gresscr 1974)-

Los niveles de acido urico en orina no estan claramente definidos ya que dependen de muchos
factores entre los cuales se sefialan los habitos dietéticos. Aunque los valores normales de
eliminacion renal de acido urico, suelen estar comprendidos entre 250-750 mg/24h. Se considera
hiperuricuria la eliminacidon renal de cantidades superiores de acido urico a 600 mg/24h en mujeres
y a 800 mg/24h en hombres. Esta alteracion puede ser debida o bien a una excesiva sintesis de

acido urico o bien a una alteracion de los mecanismos renales de absorcion y secrecion.
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CAPiTULO 2. EL Acipo URICO COMO INDUCTOR DE LA LITIASIS OXALOCALCICA

Entre las alteraciones enzimaticas del metabolismo de las purinas que provocan un aumento de la

sintesis de acido Urico se encuentran:

- Falta de control de la P-ribosil-PP-sintetasa. Tiene lugar una actividad elevada de esta enzima de

manera que se acumula una mayor cantidad de PRPP y en consecuencia, se sintetiza mas acido

urico [SPERLING 1972]-

- Ausencia de control alostérico de la P-ribosil-PP-sintetasa. Esta enzima se encuentra formada por
dos formas moleculares: una activa y la otra inactiva. Los nucleotidos purinicos transforman la forma
activa en inactiva mientras que el PRPP realiza lo contrario. En este caso, la hiperuricemia se basa en

la falta de inactivacion de la enzima por los nucleotidos purinicos [Henperson 1968)-

- Descenso o ausencia de la hipoxantin-gaunin-fosforribosiltransferasa (HGPRT) o de la adenin-
fosforribosiltransferasa (APRT). El déficit de HPGRT o APRT se manifiesta con una excesiva
produccion de acido urico. La ausencia o descenso de HPGRT ocasiona dos trastornos con algunas

caracteristicas comunes: sindrome de Lesch-Nyhan y sindrome de Kelley-Seegmiller (sccawuier 1980; srour

1989]-

3.2. PATOLOGIAS RELACIONADAS CON EL ACIDO URICO

El acido urico es un compuesto que posee una relacion directa con toda una serie de
enfermedades. Altos indices de acido urico en sangre (hiperuricemia) y/o en orina (hiperuricuria)
pueden provocar que éste se deposite en drganos, sistemas y estructuras anatémicas dando lugar a

toda una serie de alteraciones. Entre las patologias relacionadas con el acido urico cabe destacar:

» La gota. Se denomina gota a un conjunto de manifestaciones clinicas relacionadas con la
deposicion de acido urico, en forma de urato monosodico, en estructuras articulares y

periarticulares como consecuencia de altos niveles de acido urico en sangre (hiperuricemia).

» Litiasis renal drica. La litiasis renal Urica es una enfermedad que representa aproximadamente el
8-13% de la poblacion afectada por Iitiasis [Grases 2002; Leuswann 19913 ESta puede ser consecuencia de

altos niveles en orina (hiperuricuria) aunque hay que considerar también el efecto del pH urinario

[GRASES 2000A]-

» Sindrome de Lesch-Nyhan y sindrome de Kelley-Seegmiller. Estos sindromes son consecuencia de
un defecto genético caracterizado por el déficit de la enzima hipoxantin-gaunin-
fosforribosiltransferasa (HGPRT) con la consecuente sintesis excesiva de acido urico. En el sindrome
de Lesch-Nyhan el déficit de la actividad enzimatica de HGPRT es practicamente total mientras que
en el sindrome de Kelley-Seegmiller es parcial. Las manifestaciones clinicas relacionadas con estos

sindromes son hiperuricuria e hiperuricemia, artritis gotosa, litiasis renal y problemas neurolégicos

[LEiscH 1964; KELLEY 1969]-
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3.3. TRATAMIENTO PARA LA SINTESIS EXCESIVA DE ACIDO URICO: ALOPURINOL

La sintesis excesiva de acido urico puede controlarse con alopurinol. Este compuesto reduce la

concentracion sérica y la excrecion renal de acido Urico [runpiess 1966; Wyncaaroen 1965]-

El empleo del alopurinol como farmaco para la sintesis excesiva de acido urico data de principios de
los anos sesenta. Los primeros estudios clinicos fueron realizados por el grupo de Rundles y Gutman
[Runoies 1963; Yu 1964 El alopurinol es un analogo de la hipoxantina, mientras que su principal
metabolito, el oxipurinol, es un analogo de la xantina. Su mecanismo de accion es la inhibicion
competitiva de la xantino-oxidasa impidiendo la tranformacion de hipoxantina a xantina y de ésta a

acido urico (Figura 223) [SCOTT 1966; Massey 1970]-

La administracion de alopurinol en humanos provoca una reduccion de los niveles de acido urico
en las primeras 48 horas, alcanzandose niveles de uricemia estables en una o dos semanas. La
inhibicion de la xantino-oxidasa se acompanfa con un aumento de xantina e hipoxantina en plasma
y orina, que generalmente no es significativa, ya que no alcanza niveles de saturacion de las
mismas. Aunque, ocasionalmente, se ha descrito litiasis por xantina debida a xantinuria intensa en

pacientes tratados con alopurinol.

\ xantino-oxidasa
i

T N/ M
M H

alopurinol : oxipurinol

Inhibicién Inhibicion

0 0 0
N . . M . . H
MH \> Xantino-oxidasa NH ‘ \> Xxantino-oxidasa e N

| | =0
il M

N H & ¥ i 0 N N
hipoxantina Xantina acido urico

Figura 2.23. Mecanismo de inhibicion del alopurinol mediante el cual disminuye la sintesis de acido urico.

El alopurinol es rapidamente absorbido por via oral [gion 1966, @lCanzandose su pico maximo de
concentracion en la primera hora. Se metaboliza rapidamente, con una vida media plasmatica de 2
a 3 horas, a oxipurinol (e 1978 El OXipurinol es eliminado principalmente por via renal, siendo su

vida media elevada (entre 14 y 28 horas) en pacientes con funcion renal normal g, on 1966; Hanoe 1978]-

A su vez, los niveles de alopurinol se reducen con el empleo asociado de uricosuricos, que

favorecen su eliminacion renal.

Las dosis media habituales de alopurinol es de 300 mg al dia, si bien se requieren dosis medias
superiores (unos 400 mg al dia) en pacientes con funcion renal normal, frente a una media de 200

mg al dia en pacientes con disminucion de funcién renal.
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4. METODOS PARA LA DETERMINACION DE ACIDO URICO

Tal y como se ha indicado anteriormente niveles anormalmente elevados de acido urico en fluidos
fisiolégicos poseen una relacion directa con ciertas patologias. Por ello, se han desarrollado toda

una serie de métodos para su determinacion, entre los cuales encontramos:

» Métodos colorimétricos. La mayoria de ellos se basan en la transformacion del acido urico en

alantoina bajo la accién del acido fosfotungstico, el cual se transforma en azul de tungsteno.

» Métodos enzimaticos. Se basan en la transformacion del acido urico en alantoina bajo la accion

de la enzima uricasa.

» Métodos por cromatografia liquida de alta resolucion. Suelen presentar deteccion electroquimica

o fotomeétrica.

» Métodos basados en el uso de biosensores. Se basan en el uso de electrodos enzimaticos.

4.1. METODOS COLORIMETRICOS

El primer método colorimétrico, descrito por Offer en 1894 |oxx 18945, CONSistia en la oxidacion del
acido urico a alantoina en presencia de acido fosfotungstico, el cual se reduce a un compuesto
coloreado detectable fotométricamente (azul de tungsteno] (Figura 2.24). Desde entonces, los
métodos colorimétricos basados en esta misma reaccion han ido evolucionando y ofreciendo

distintas alternativas [pengy 1974)-

o H
medio N
Ical
HT |C \C 0 scido alcaline | o p—— o
c e /! I fosfotiingstico L I lungsteno, I 2
/ T
= o N N
H H H

acido arico alantoina

Figura 2.24. Reaccion entre el acido urico y el acido fosfotuingstico en solucion alcalina con la posterior formacion de un
compuesto detectable fotométricamente.

El gran inconveniente de este tipo de métodos es que son poco selectivos y en muchas ocasiones
tiene lugar la reduccion de otras especies presentes en el medio originando valores erroneos por

exceso en la determinacion de acido Urico [cagawar 1963; Youns 1972)-

El limite de deteccion (LD) de los métodos colorimétricos es aproximadamente de 0.6 mg/L.
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4.2. METODOS ENZIMATICOS

El primer método enzimatico data de 1941 y fue realizado por Bulguer y Johns [gucuer 1941)- EStOS
métodos se basan en la oxidacion catalitica de acido urico a alantoina en presencia de la enzima

uricasa con la formacion de peroxido de hidrogeno (reaccion 1, Figura 2.25) (rer; 1986)-

0

[ ’ o H

- /C\c/ N\ NH2
| | /C —o0 uricasa ¢ O H,0,
/
B LN o~ N N
0 H H H H
acido drico alantoina

Figura 2.25. Reaccion entre el acido Urico y la enzima uricasa con la posterior formacion de alantoina y peroxido de
hidrégeno (reaccion 1).

Estos métodos, al contrario que los colorimétricos, son selectivos pero tienen el inconveniente de
que la presencia en el medio de determinadas sustancias (otros derivados purinicos distintos al
urico, metales, etc.) pueden dar lugar a una inhibicion de la enzima dando lugar a errores negativos

en la determinacion (gywares 1963)-
Los métodos enzimaticos pueden ser clasificados en funcion del analito que se determina como:

» Métodos enzimaticos basados en la deteccion de uno de los reactivos de la reaccion I. En estos

métodos encontramos distintos sistemas de deteccion:

- Sistemas de deteccion basados en la disminucion de la absorbancia en presencia de acido urico.

En estos métodos se determina la disminucion de la absorbancia del acido urico durante la reaccion

1a293nm [ISHIHARA 1972; PRAETORIUS 1949]-

- Sistemas de deteccion basados en la variacion de la quimioluminiscencia de la uricasa durante la
reaccion 1. Existen meétodos basados en la medida de la fluorescencia durante la reaccion 1

(excitacion a 280 nm y emision a 330 NM) (Gawan 2001)-

» Métodos enzimaticos basados en la deteccion de un producto de una reaccién o serie de
reacciones acopladas a la reaccidon 1. En estos métodos el peroxido de hidroégeno, en presencia de
peroxidasa, actua como oxidante en una reaccion o serie de reacciones donde el producto final es

un CompueStO detectable fotométricamente [BHARGAVA 1999; GOCHMAN 197 1; KABASAKALIAN 197 3; KAYAMORI 1994; LORENTZ 1967]-

Los limites de deteccion de los métodos enzimaticos son muy variados, se encuentran métodos con

LD de 0.5 mg/L |Gaean 20017 Y Otros con LD de 80 mg/L [guarsava 1999]-
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4.3. METODOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Se han desarrollado una gran cantidad de métodos por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para la determinacion de acido urico. Encontramos métodos con columnas de intercambio
iIONICO [Brown 1979; ETor 1992; MitNER 1978; PactLA 1975; PAcHLA 1979; Staunwiie 1975], € PAr IONICO (muwer 1988; Ross 19941, A€ fase
FeVErsa [kosmn 1986; sacuma 1987] Y d€ exclusion por tamano con sistemas de deteccion electroquimica o

fotométrica.

En general, los métodos de cromatografia liquida de alta resolucion presentan, en comparacion con
los enzimaticos y colorimétricos, un mayor precision, recuperabilidad y linealidad (por deteccion
espectrofotométrica, los métodos colorimétricos y enzimaticos presentan un rango lineal
aproximado hasta 120 mg/L mientras que para los métodos por HPLC, éste es superior a 1g/L
[suunwhire 1975)). Ademas, los métodos por HPLC no dan lugar a errores en los valores del acido urico

en presencia de determinadas sustancias, tal y como ocurria para los enzimaticos y colorimétricos.

Los métodos de HPLC con deteccion fotométrica (ultravioleta) presentan un limite de deteccion
aproximado de 0.75 mg/L ioue 2003; vans 1989, Mi€Ntras que los electroquimicos poseen unos limites de
deteccion muchisimo mas bajos. Asi, los limites de deteccion de los métodos de HPLC con deteccion

amperomeétrica y columbimétrica se aproximan a los 0.5 ug/Ly 1 ug/L, respectivamente jjyoue 2003}-

4.4. METODOS BASADOS EN EL USO DE BIOSENSORES

Un biosensor es un sistema formado por un compuesto bioldgico, en este caso las enzimas uricasa
y/0 peroxidasa, inmovilizado sobre un soporte en contacto con un sistema transductor adecuado

que convierte una sefal bioquimica en una senal eléctrica cuantificable.

Desde que en 1962 Clark y Lyons desarrollaron el primer método basado en el uso de un biosensor
para la determinacion de glucosa [c.ax 19625, 10S métodos basados en biosensores han sido objeto de
estudio. Uno de los aspectos mas estudiados es la inmovilizacidon de las enzimas sobre los
electrodos, de manera que las técnicas convencionales para la inmovilizacion de las enzimas
implican uniones covalentes sobre la superficie del electrodo pesani 1988; Narasav 1986, atrapamiento
por intercambio i6Nico con Polimeros (rormer 1992: Mzurani 1993), Utilizacion de polimeros conductores y
polimeros No cONAUCLOreS [casmiio-Orresa 2002; Cosnier 1994; Knan 1993; Mu 1992; PANDEY 1988; WaNG 1993; Znana 1994], SOl-geles
[Lu 2000, wane 19991, €tC. Recientemente se han desarrollado métodos basados en el uso de
nanomateriales donde tiene lugar una transferencia electronica directa entre la enzima y el

electrodo (Grnbis 1997: GorTon 1999; Jia 2002; ZHANG 2004]-

En funcion de la sefAal bioquimica que se detecta, se encuentran métodos para la determinacion de
acido urico con biosensores basados en el uso de: sensores de OXigeno veres 1974; Nawo 1974, SENSOres

de pH (La0 20041 Y SENSOres de peroxido (Guwarmn 1994]-

Los limites de deteccion de este tipo de métodos son muy variados, desde 0.1-0.3 mg/L (1,10 2004: zranc

2004] hasta 0.002-0.003 mg/l— [MARTINEZ-PEREZ 2003; POPA 2000]-
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5. LA LITIASIS URICA

Los calculos renales que presentan acido urico constituyen aproximadamente el 8—13% de todos
los calculos renales (Leuswann 1991; Grases 2002)- 1@l y como se ha indicado anteriormente, el acido urico a
puede cristalizar en forma anhidro (termodinamicamente estable) o dihidrato (cinéticamente
favorable] o mezcla de ambas en funcion de las condiciones urinarias. A su vez, en funcion de su

estructura, los calculos de acido urico pueden ser clasificados en compactos y porosos.

5.1. FACTORES DE RIESGO EN LA LITIASIS URICA

En la cristalizacion del acido urico, existen dos factores urinarios a tener en cuenta: la hipercalciuria

y el pH urinario.

La hiperuricuria es uno de los factores a considerar en la litiasis Urica pero no es el determinante.

Asi, alrededor del 50% de pacientes con calculos de acido urico no presentan hiperuricuria mrerower

1996]-

En cuanto al pH urinario, el acido urico se insolubiliza a pH menores de 5.5, por lo que valores de
pH urinarios inferiores a 5.5 representan un claro factor de riesgo que favorece la formacion de
calculos de acido urico. De hecho, el pH urinario medio de pacientes con calculos de acido urico
suele estar entre 5.2 y 5.6 y el pH de la primera orina de la manana es menor a 5.7 en el 90% de los

casos [GUTMAN 1968]-

5.2. EL ACIDO URICO COMO INDUCTOR DE LA LITIASIS OXALOCALCICA

En la litiasis oxalocalcica, la cual representa entre el 60 y el 80% de todos los casos de litiasis renal,
existe un aspecto de interés que ha sido objeto de estudio de numerosos trabajos, se trata de la
presencia de promotores de la cristalizacion. La formacion de un nucleo heterogéneo sobre el cual
los cristales de oxalato calcico pueden crecer y desarrollarse representa la primera y mas importante
etapa en la litiasis oxalocalcica. Las sustancias estudiadas como nucleantes heterogéneos son de
naturaleza diversa: fosfatos calcicos (brushita e hidroxiapatita) (crases 1994a; Grases 19960; Grases 1998a; Grover 2002
acido Urico [grases 19918; Mever 1976), Carbonato CalCico [eper 1996}, FlUOrUro CalCICO (Grases, en prensa; SinGH 20011
gliCOPTOteinaS [KHAN 2000; GRASES 2004A; GOVINDARAJ 2001; Lieske 2001] prOtEinaS y detritus celular [CERINI 1999; KAVANAGH 2000;

GRASES 19968B; GRASES 1998¢; LIESKe 2000]~ fé‘rmaCOS, cistina [GRASES 199 1B; MARTINS 2002]- etc.

Con respecto al acido urico, se han desarrollado numerosos estudios que establecen una relacion
directa entre la uricuria y la litiasis oxalocalcica (gren 1997: Favus 1980; Horsauer 1988; Perm 1984; Sorensen 2002 91N
embargo, con respecto a la capacidad del acido urico para actuar como nucleante heterogéneo
oxalocalcico, existen estudios que le atribuyen una importante capacidad como nucleante
heterogéneo debido a que los cristales de acido urico tienen caracteristicas cristalograficas similares
a los cristales de oxalato calcico monohidrato geases 19915 Mever 1976] MIENtras que otros establecen que
el acido urico presenta una pobre o ausente capacidad como inductor y que es el urato el que

actua como nucleante heterogéneo oxalocalcico pa 1975)-
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CAPiTULO 2. EL Acipo URICO COMO INDUCTOR DE LA LITIASIS OXALOCALCICA

En este capitulo de la tesis se ha estudiado la capacidad del acido urico para actuar como nucleante
heterogéneo de la litiasis oxalocalcica asi como el efecto de diferentes inhibidores de la

cristalizacidon sobre dicho proceso a travées de tres trabajos diferentes:

ARTICULO ORIGINAL 2.1. El desarrollo de un método por cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion por espectrometria de masas (HPLC/MS) lo suficientemente

sensible para la determinacion de acido urico en el corazon de calculos de oxalato calcico.

ARTICULO ORIGINAL 2.2. Un trabajo “in vitro” donde se utilizaron dos sistemas en flujo
utlilizando fragmentos de calculos o cristales de acido urico los cuales estan en contacto
directo con una orina sintética de composicion ionica similar a la orina real. El primer
sistema en flujo simula el comportamiento de ciertas cavidades del rifdn con baja eficacia
urodinamica y permite el estudio de la capacidad de cristales de acido urico para inducir la
formacion y crecimiento de cristales de COM sobre los mismos y el efecto de diferentes
inhibidores sobre dicho proceso. El segundo sistema en flujo permite estudiar y comparar la
capacidad para actuar como nucleantes heterogéneos de la litiasis oxalocalcica de

fragmentos de diferentes tipos de calculos de acido urico.

ARTICULO ORIGINAL 2.3. Un trabajo donde, mediante el método por HPLC/MS anterior, se
determino el acido urico presente en el corazon o fragmento de diferentes tipos de calculos
de oxalato calcico a fin de comparar y evaluar el papel del acido urico en la formacion de

diferentes tipos de calculos de oxalato calcico.
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Abstract

A very simple and direct method for determination of uric acid, in various biological matrices, based on high-performance liquid chro-
matography and mass spectrometry is described. Chromatographic separations were performed with a stationary phase Zorbax Sax Column
an anion exchange resin, with 50% sodium citrate 1 mM at pH 6.5 and 50% acetonitrile as mobile phase delivered at a flow rate of 1 ml/min.
The detector counted negative ions by monitonniz 167.1, which corresponds to the urate anion. The method does not use an internal
standard but quality control samples were used. Intra-day precision ranged between 1.1 and 1.5%, whereas inter-day precision was betweer
1.3 and 2.8% (r 5) working with some selected standards. Recovery tests of added standard have been successfully performed in urine and
saliva samples, thus showing an appropriate accuracy of the method. The limit of quantitation foundvgAsDifferent urine and saliva
samples were analyzed using an alternative analytical methodology based on an enzymatic reaction and photometric detection at 520 nm,
resulting both methods comparable at a 95% confidence level. The method has been also applied to the determination of trace amounts of uric
acid in the core of some selected calcium oxalate renal calculi.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Uric acid; Liquid chromatography; Mass spectrometry; Renal calculi

1. Introduction demonstrated that a group of calcium oxalate monohydrate
renal calculi have a core formed by important amounts of UA,
Uric acid (2,6,8-trihydroxypurine, UA) is the major which acts as heterogeneous nuclg¢ahtin some cases due
nitrogenous compound in urine, but it is also found in other to the little size of the core or due to the presence of abundant
biological fluids such as serum, blood and saliva. UA is organic matter, the presence of uric acid can not be confirmed,
the main final product of purine metaboligh,2], and its in spite of its importance to stablish the calculus ethiology
determination in urine is a powerful indicator of metabolic and as a consequence the appropriate pharmacologyc and/or
alterations or disease appearafi8f Likewise, excessive dietetic treatmenf]. Furthermore, one of the biggest prob-
production of UA may lead to its precipitation in the kidney lems about the UA metabolism is Goj#], which can be
at low pH valueg4]. Around 8% of renal calculi are formed caused by an increase in UA production and a decrease in
by UA [5] and there are two main causes to explain this elimination of UA by the kidneys, or by an increase of intake
undesiderable crystallization: the supersaturation of urine of foods containing purines (which are also metabolized to
with UA [6] and low pH values (<5.5). It has also been UA). Elevated levels of UA can be caused by many factors,
including increased alcohol consumption, obesity, diabetes,

* Corresponding author. Tel.: +34 971173257; fax: +34 971173426, high cholesterol, high blood pressure, kidney disease, and
E-mail addressfgrases@uib.es (F. Grases). heart disease. UA has been reported to act as an antioxidant

1570-0232/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jchromb.2005.07.024
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[7]. As a consequence, determination of UA for diagnosis 2. Experimental
and treatment of various disorders is very important.

The concentration of UA in urine is about 250-750 mg/l 2.1. Quantitation method
for healthy adult peoplgs].

Analytical methods for the determination of UA can be Analysis of UA was performed with an Agilent 1100
classified into four main groups: colorimetric methods, enzy- Series HPLC-MS system. Chromatographic separations
matic methods, high-performance liquid chromatographic were performed at 28 on a Zorbax Sax Column
(HPLC) methods and methods based on the use of biosensorg150 mmx 4.6 mm i.d.), an anion exchange resimIs par-
The first analytical method described to determine UA dates ticle size (supplied by Agilent Technologies, Madrid, Spain)
from 1894, when Offer used the antioxidant properties of UA with a 12.5mmx 4.6 mm i.d. guard column (supplied by
to determine it via the reduction of phosphotungstate com- Agilent Technologies, Madrid, Spain). The mobile phase
plexes and colorimetric detecti¢®]. In 1895 other methods  (50% sodium citrate 1mM at pH 6.5, 50% acetonitrile)
appeared with the same principle, but all of them presentedwas delivered at a flow rate of 1 ml/min. Mass spectral

numerous stages of sample pre-treatment. identification of UA was carried out with an electrospray
The first enzymatic methods appeared in 1941, when UA ionization interface and a quadrupole mass analyzer. The
was determined employing the enzime uricH<¥ and per- mobile phase was nebulized by nitrogen gas at °850

forming absorbance measurements at 293 nm. Other methodsvith a flow rate of 131/min, into an electrospray mass ana-

have been described using the same principles, but their mairlyzer. The detector counted negative ions with selected ion

drawback is the need of protein disruption for each sample. monitor (SIM) mode, by monitoringn/z 167.1 Th, which

Using the same reaction,,B, generated can be used, in corresponds to the urate anion, the most abundant ion.

the presence of peroxidase, to oxidize a cromogenic dye,The nebulization pressure used was 60psi and the frag-

originating a red complex that absorbs at 520jiri+-14]. mentor voltage 80 V. Capillary voltage was 3000V. As no

Clinical laboratories use this sequence of reactions as routi-internal standard was used, quality control samples were

nary method for UA determinaticid]. used in all analysis to monitor possible deviations of the
However, chemical methods give higher values due to instrument.

the presence of endogenous and exogenous substances that

reduce phosphotungstdtes]. Enzymatic assays (in spite of 2 2 Reagents

being very selective) still suffer from interference by various

substances (such as metals) that lead to negative errors. To  a|| chemicals were of analytical-reagent grade. UA was

avoid these interferences, many HPLC methods were devel-p,rchased from Fluka (CH, Switzerland), sodium citrate

oped. lon-exchand@6-18], ion-paif19,20], reversed phase  and acetonitrile from Panreac (Barcelona, Spain), methanol

[21,22] and size-exclusion chromatograpfg] were used  and tetrahydrofuran from Scharlau (Barcelona, Spain). Solu-

for UA determination. The main problem of most of these tjons were prepared with Milli-Q (18.2M@m) distilled-

methods is the need of deproteination of serum samplesgejonised water and filtered through 048 pore filters from

before analysis. This can be achieved following either the gygelabor S.A. (Madrid, Spain).

procedure of SomogyR4] or the procedure of Hadda5].

It can also be performed by adding trichloroacetic acid, per-

chlorate or acetonitril§l5], but in all cases samples need

centrifugation and further treatment with a phosphate buffer.

Also, ultrafiltration has been used to perform deproteination. . S .
A recent method for the determination of UA in human Urine samples containing UA within the 250-750 mg/l

. . . . ange were 100-fold diluted with Milli-Q water and the resul-
saliva using electrochemical detection has been developec{ant solution was filtered through 0.48n pore filters
[26]. gho.fmp '

Also, several methods have been developed for UA deter- ]
mination using biosensofa7—32]. These methods are based 2-3:2. Treatment for saliva o
on the enzymatic reaction or similar reactions described Saliva samples containing UA within the 5-30 mg/l range
above. In this case, an enzyme suspension is immobilizedWere 20-fold diluted with Milli-Q water and the resultant
on the surface of a membrane. solution was filtered through 0.48n pore filters.
In a recent papef33], several organic acids have been
determined in urine by ion-pair chromatography and capil- 2.3.3. Treatment for renal calculi
lary zone electrophoresis, with detection limits of 0.11 and  The core of some selected cavity calcium oxalate mono-
0.87 mg/l UA, respectively. hydrate renal calculi was detached, pulverized and uric acid
In this paper, a very simple, sensitive and selective (due to extracted with 5ml of NaOH at pH 11 and the extracts were
the characteristics of the detection) HPLC—MS methodology filtered through 0.4%.m pore filters.
for UA determination is described and applied to real urine  In all cases, 1@l of the solution were injected in the
and calcium oxalte renal calculi. HPLC-MS system.

2.3. Sample treatment

2.3.1. Treatment for urine
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Standards were prepared from aqueous solutions of UA saliva samples, the negative ion mode would permit further
and the analytical determination was carried out using the UA determination in other samples, such as trace amounts of
corresponding calibration curve.

3. Results and discussion

UA in the core of cavity calcium oxalate monohydrate renal
calculi.

3.1. Study of variables

Most of the described methods for UA determination suf- 3.1.1. Mobile phase composition

fer from interferences coming from other substances present

Sodium citrate in aqueous solution was selected as mobile

in the matrix of the sample. Due to the characteristics of phase because it allowed a successful separation and was
mass detection, high selectivity is obtained in UA determina- suitable for mass detection.

tion. Also, the high sensitivity of the detection allows a 100-
and 20-fold dilution of urine and saliva samples, respectively, modifiers (tetrahydrofuran, acetonitrile and methanol). As
which avoids matrix effects (as is demonstrated with tests of can be seen ifrig. 1b, retention times were similar in all

standard addition) and sample pre-treatment Ege 1a).

Furthermore, the high sensitivity of the proposed method-
ology (LOD =0.21 ng UA) allows the quantification of trace perform the separation. A higher sensitivity was obtained
amounts of UA in the core of calcium oxalate monohydrate using 50% of acetonitrile and a decrease of analytical signal
renal calculi (sed@able 4).

All these reasons make this methodology one of the sim-
plest described for UA determination.

Negative ion mode was selected due to the higher sensi-analysis with the three types of assayed samples (urine, saliva
tivity. In the positive ion mode, the most abundant peaks in and renal calculi), thus demonstrating the specificity of the
the mass spectrum were 169.1 and 191.1, that correspondedhethod.

to UA adducts with H and N&, respectively. Although sen-

Three different organic solvents were tested as organic

cases, but a higher sensitivity was obtained with acetonitrile.
Then, different acetonitrile proportions were studied to

was observed at higher organic percentages.
Working under such conditions, joint to SIM mode, no
peaks apart from UA were found during the first 5min of

sitivity was sufficient to quantify UA present in urine and 3.1.2. Instrumental variables

—~
o
fued

Number of counts

w

Number of counts

Fig. 1. (a) SIM chromatograms obtained by injection of10f (1) standard

Time (min)

solution of 2.5 mg/I UA; (2) standard solution of 5mg/IUA and (3) urine

sample containing 420.5 mg/l UA and working as described in Se@tion

Mobile phase: 50% sodium citrate 1mM at pH 6.5, 50% acetonitrile. (b)

SIM chromatograms obtained by injection of 10of a standard solution of
5 mg/l UA and working as described in Sect@rMobile phases assayed: (1)

50% sodium citrate 1 mM at pH 6.5, 50% tetrahydrofuran; (2) 50% sodium
citrate 1 mM at pH 6.5, 50% acetonitrile and (3) 50% sodium citrate 1 mM

at pH 6.5, 50% methanol.
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Five variables corresponding to the mass detector were
optimized in order to improve sensitivity.

The fragmentor voltage was the most critical variable
because at low voltages, adducts formed in the mobile phase
could not be fragmented, whereas at high voltage values, the
analyte was fragmented and decreased the relative abundance
of the molecular ion.

Drying gas flow, nebulization pressure, gas temperature
and capillary voltage were also optimized. Conditions of
maxium sensibility (described in the material and methods
section) were selected in all cases except for capillary volt-
age, where 3000V were chosen to lengthen mass detector
lifetime.

3.2. Characteristics of the analytical method and
application

3.2.1. Linearity

There was a linear relationship between detector response
and amount of UA over a range of 0.7-100ng of UA
(0.07-10mg/l, taking into account the sample volume
injected).

3.2.2. Limit of detection

The limit of detection of UA (calculated as s3x/
sensitivity) was 0.21 ng, while the limit of quantification (cal-
culated as 18,,/sensitivity) was 0.70 ng. Thus, taking into
account the injected volume (10) the limit of detection
and the limit of quantification would be, respectively, 21 and
70g/l, corresponding to the injected solution. These are
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Table 1 Table 2
Study of the accuracy of the proposed methodology in urine samples Study of the accuracy of the proposed methodology in saliva samples
Sample Uric acid Sample Uric acid
Added (mg/l) Found (mg/l) Recovery (%) Added (mg/l) Found (mg/l) Recovery (%)
Urine 1 - 667.4 - Saliva 1 - 16.3
25 691.7 97.2 3 19.4 103.4
binea - 2020 : o 223 1001
25 318.8 107.2 ' '
Urine 3 - 132.1 - Saliva 2 - 298
25 157.6 102.0 3 321 98.6
' ' 6 36.0 103.8
Urine 4 - 346.4 - 10 40.1 103.7
25 370.4 96.0 Saliva 3 B 255
Urine 5 - 279.3 - 3 28.8 108.2
25 303.5 96.8 6 31.4 98.2
Urine 6 - 153.5 - 10 35.4 98.4
25 179.2 102.8 Saliva 4 - 16.2
Urine 7 B 4205 _ 3 19.4 103.8
25 444.3 95.2 6 2271 106.8
' ' 10 25.9 96.4
Urine 8 - 256.5 - .
Saliva 5 - 29.2
25 282.8 105.2 3 320 99.3
Urine 9 - 2475 - 6 355 105.8
25 2715 96.0 10 40.1 109.2
Urine 10 - 253.5 - Saliva 6 - 26.8
25 277.6 96.4 3 29.9 104.2
Uine1t - 3405 ] o 32 1070
25 364.7 96.8 ' '
Saliva 7 - 13.7
3 16.8 102.5
very reduced amounts compared with those normally found in 6 19.5 96.2
urine and saliva samples and they permit an important sample 10 24.1 1035
dilution that avoids matrix effects; moreover, the high sensi- Saliva8 - 26.8
tivity supplies an analytical methodology which is unique for : ;2-2 gg-i
the quantification of UA that acts as heterogeneous nucleant 10 36.3 95.2
in the core of cavity calcium oxalate monohydrate renal cal- : :
culi, and this fact could have important implications in the
diagnosis and treatment of these patients. be seen irFig. 2, different calibration lines were obtained
working with standards and with samples to which differ-
3.2.3. Accuracy and precision ent amounts of UA standard were added. In all cases, the

The proposed HPLC-MS method has been used for slopes obtained working with sample matrices were statisti-
the analysis of several urine and saliva samples, and
recovery tests of added standard have been carried out to 1200,
test the accuracy of the method. Results are summarized in
Tables 1 and 2The regression lin&JA in natural samples 10000+
(Y) versudJA found in spiked sampléX, corrected for the
UA added in the spike) was compared with the theoric line
Y=X. Slope and intercept of the regression lines obtained
with  urine  (Y=(1.003+ 0.002)X%+ (—0.694+ 0.762)
(syx=1.031,n=11, R?=0.999)) and saliva samples £Y
(1.014+0.031)X +(-0.081+ 0.746) (5/x=0.539, n=38§,
R2=0.994)) were statistically comparable (at a 95% con- 2000+ o s 1
fidence level) to 1 and 0, respectively, thus demonstrating ] e ose
that standard addition is not needed for UA quantification in 0e 005 01 0I5 02 025 03 035 04 045
urine and saliva samples. [UA] (mg/l)

Following, the method was also validated at a lower con-
centration range, working with renal calculi samples. As can Fig. 2. Study of standard addition to renal calculi sample matrices.

¥ =6794.2x + 74159
R® = 0,997

8000
¥ = 6471,0x +4006.6

® £ 0,989

Number of counts

v =6552,8% +702,0
& 0.991
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cally comparable at a 95% confidence level with the slope Table 3

obtained Working with UA standards. U_A content (mg/tt %CV) of human urine and saliva samples applying two
The relative standard deviations of some selected stan-Jimerent analytical methodsie 3)
dards (0.5-1 mg/l UA) ranged between 1.1 and 1.5%%p  Sample Method enzymatic- Method HPLC-MS
when analyzed on the same day, and between 1.3 and 2.8% photometrid10] (this paper)
(n=5) when analyzed at different days, thus showing a good Yrine 1 633 + 20 637+ 8
repeatability and reproducibility. Ur:zgg 3221 12 gggi (151
The precision of the methodology was also studied at e 4 532+ 15 569+ 8
two different levels of UA concentration, working with renal  urine 5 595+ 13 619+ 9
calculi, urine and saliva samples, respectively. The relative Urine 6 157+ 8 162+ 3
standard deviations of five different renal calculi samples Urine 7 418+ 12 429+ 5
with concentrations in the 0.18-0.27 mg/l range oscillated 3:::23 ggii 22 gggig
between 0.9 and 1.2% € 5) when analyzed onthe same day, (jine 10 575+ 15 581+ 6
and between 1.2 and 3.0%<% 5) when analyzed at different  urine 11 426+ 15 426+ 7
days. The values for urine samples with an injected concen-Urine 12 294+ 10 300+ 4
tration ranging from 1.5 to 8.1 mg/l UA were 1.0-1.9% for Urine13 705+ 18 717+ 8
intra-day precision(=5) and 1.5—2.7%n(= 5) for inter-day 3::22 1451 gggi ﬁ iggi g
precision. With saliva samples, the intra-day precision$) Urine 16 134+ 10 150+ 2
ranged from 1.3 to 1.8% and the inter-day precision %) Urine 17 740+ 16 753+ 9
between 1.7 and 3.0%. Urine 18 549+ 16 603+ 9
Saliva 1 16.6+ 0.9 16.3+ 0.2
3.2.4. Comparison with an alternative analytical Saliva 2 31.2:12 29.8+ 0.3
procedure Saliva 3 24.3+ 1.3 25.5+ 0.3
Several samples were also analysed according to an altergal'v614 16.9+ 1.0 16.2+0.2
aliva 5 28.6+ 1.5 29.24+ 0.3
native procedure, based upon the methods of Trivedi et al. g5jiva 6 275+ 15 26.8+ 0.3
[12] and Kabasakalian et gJ13] with a modified Trinder Saliva 7 12.8+ 1.4 13.7+£ 0.2
[14] peroxide assay using 2,4,6-tribromo-2-hydroxy benzoic Saliva 8 246+ 14 26.8+ 0.2

acid. The method is based on the enzymatic conversion ofBoth methods were comparable with a 95% confidence level.

UA into allantoin with the production of kD,. The per-

oxide reacts with 4-aminoantipyrine and 2,4,6-tribromo-3- into account that the comparison of both methodologies has
hydroxy benzoic acid in the presence of peroxidase to yield been performed using urine and saliva samples due to the
a guinoneimine dye. The resulting change in absorbance atlower sensibility of the photometric method that could not
520 nm is proportional to UA concentration in the sample. allow UA determination in renal calculi.

The results of these determinations are showiidahle 3.

Both methods were comparable with a 95% confidence level. 3.2.5. Application to calcium oxalate renal calculi

In this way, the obtained regression graphs for 18 urine sam-  The proposed analytical methodology has been applied to
ples (y=1.019x 10.912,R2=0.992) and 8 saliva samples the determination of UA in the core of two different types
(y=0.969x+0.923 R2=0.967) (Wherg represents obtained  of calcium oxalate renal calculi. Five of them, which were
concentration by the present method ar@bncentration by  cavity calcium oxalate monohydrate renal calculi, had UA
the enzymatic-photometric) were statistically comparable to as important component in the core. Seven of them were
the graphY=X at a 95% confidence level, thus showing a calcium oxalate monohydrate renal calculi with a very little
good agreement between the two methods and demonstratsize core formed by unidentified organic matter. In these latter
ing the suitability of the proposed procedure. It must be taken (seeTable 4) UA would be unquantificable with conventional

Table 4

UA content (mg UA/g core: %CV) in the core of some selected calcium oxalate monohydrate renal cale8)

Calcium oxalate renal calculi with a core formed by UA as Calcium oxalate renal calculi with a very little size core

an important component formed by unidentified organic matter

Sample number mg UA/g cote% CV Sample weight (mg) Sample number mg UA/g coré CV Sample weight (mg)

1 113+ 2 1.3 g 0.18+ 0.01 2.9

2 40+1 0.5 2 6.21+ 0.08 0.9

3 284+ 3 0.6 3 7.49+ 0.08 0.3

4 818+ 11 0.1 4 0.80+ 0.01 1.9

5 27+ 1 2 5 3.28+ 0.03 1.3
6 0.042+ 0.001 9.7
7 0.69+ 0.01 1.7
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photometric and enzymatic methodologi@2—14,34—36].
Even some recent methods have limits of detection in the
0.1-1 mg/l UA rang¢33,37,38].

Obviously, in the case of renal calculi there are no matrix

J. Perelld et al. / J. Chromatogr. B 824 (2005) 175-180

[5] F. Grases, A. Costa-Baaz M. Ramis, V. Montesinos, A. Conte,
Clin. Chim. Acta 322 (2002) 29.

[6] B. Finlayson, L. Bubois, Clin. Chem. 84 (1978) 203.

[7] O. Lux, D. Naidoo, C. Salonikas, Ann. Clin. Biochem. 29 (1992)

effects because at pH 11 calcium oxalate is insoluble and only [g] r.J. Henry, D.C. Cannon, J.W. Winkelman, Clinical Chemistry Prin-

UA is extracted. The results of these analysis are shown in
Table 4.

3.2.6. Quality control samples

As no internal standard was used, the method was mon-

itored using quality control samples. Method blanks, repli-
cates, duplicates, knowns and spikes were used.

Method blanks were introduced and were considered as[*®!

acceptable if they were inferior to the detection limit.
Replicates and duplicates were considered acceptable i
precision did not exceed 2 and 3%, respectively.
Knowns were accepted as correct if their accuracy was
inferior to 5% and in spikes, recoveries ranging from 90 to
110% were considered as acceptable.

Acknowledgements

This work was supported by the Conselleria d’Innogaci
i Energia del Govern de les llles Balears (Grant PROIB-
2002GC1-04) and by the project BQU 2003-01659 of the
Spanish Ministry of Science and Technology. J.P. and P.S.
express their appreciation to the Spanish Ministry of Edu-
cation, Culture and Sport for a fellowship of the FPU
program.

References

[1] E. Popa, Y. Kubota, D.A. Tryk, A. Fujishima, Anal. Chem. 72 (2000)
1724.

[2] G. Dryhurst, Electrochemistry of Biological Molecules, Academic
Press, New York, 1977.

[3] V.S.E. Dutt, H.A. Mottola, Anal. Chem. 46 (1974) 1777.

[4] P. Ellerbe, A. Cohen, M.J. Welch, E.V. White, Anal. Chem. 62 (1990)
2173.

80

T[17]

ciples and Technics, second ed., Harper & Row, Hagerstown, 1974.

[9] T.R. Offer, Centr. Physiol. 8 (1894) 801, apud [10].

[10] H.A. Bulger, H.E. Johns, J. Biol. Chem. 140 (1941) 427.

[11] K. Lorentz, W. Berndt, Anal. Biochem. 18 (1967) 58.

[12] R. Trivedi, E. Berta, L. Rebar, Clin. Chem. 22 (1976) 1223.

[13] P. Kabasakalian, S. Kalliney, A. Wescott, Clin. Chem. 19 (1973)
522.

[14] P. Trinder, J. Clin. Pathol. 22 (1949) 246.

R. Sakuma, T. Nishina, M. Kitamura, Clin. Chem. 33 (1987) 1427.

[16] J.A. Milner, E.G. Perkins, Anal. Biochem. 88 (1978) 560.

T. Dulffer, E. Hagele, M.H. Town, J. Ziegenhorn, Z. Anal. Chem.

324 (1986) 333.

[18] T. Etoh, M. Iwatake, M. Miyazaki, K. Harada, M. Nakayama, A.
Sugii, Y. Uji, H. Okabe, J. Lig. Chromatogr. 15 (1992) 1656.

[19] H. Muller, Z. Anal. Chem. 332 (1988) 464.

[20] M.A. Ross, J. Chromatogr. B 657 (1994) 197.

[21] T. Kojima, T. Nishina, M. Kitamura, N. Kamatani, K. Nishioka, Clin.
Chem. 32 (1986) 287.

[22] R. Sakuma, T. Nishina, M. Kitamura, Clin. Chem. 33 (1987) 1427.

[23] M. Yoshiura, K. Iriyama, J. Lig. Chromatogr. 9 (1986) 177.

[24] M. Somogyi, J. Biol. Chem. 32 (1945) 69.

[25] R.L. Haden, J. Biol. Chem. 56 (1923) 469.

[26] K. Inoue, T. Namiki, Y. lwasaki, Y. Yoshimura, H. Nakazawa, J.
Chromatogr. B 785 (2003) 57.

[27] Y.Q. Zhang, W.D. Shen, R.A. Gu, J. Zhu, R.Y. Xue, Anal. Chim.
Acta 369 (1998) 123.

[28] M.A.T. Gilmartin, J.P. Hart, Analyst 119 (1994) 833.

[29] S. Uchiyama, S. Suzuki, T. Sato, Electroanalysis 2 (1990) 559.

[30] F.H. Keedy, P. Vadgama, Biosens. Bioelectron. 6 (1991) 491.

[31] J. Motonaka, K. Miyata, L.R. Faulkner, Anal. Lett. 27 (1994) 1.

[32] E. Miland, A.J.M. Ordieres, P.T. Blanco, M.R. Smyth, C.O. Fagain,
Talanta 43 (1996) 785.

[33] W. Shu-Ping, L. Chiou-Shyi, J. Chromatogr. A 1051 (2004) 213.

[34] z. Gong, Z. Zhang, Anal. Lett. 29 (1996) 695.

[35] R.R. Marquardt, A.T. Ward, L.D. Campbell, Poult. Sci. 62 (1983)
2099.

[36] S.D. Yang, J.M. Xu, L. Yang, Y.N. Ma, F. Bai, J. Liq. Chromatogr.
12 (1989) 1791.

[37] H.H. Cho, Z.U. Bae, Anal. Sci. 17 (2001) a89.

[38] M. Jelikic-Stankov, P. Djurdjevic, D. Stankov, J. Serbian Chem. Soc.
68 (2003) 691.



Articulo original 2.2.

E/ acido urico como inductor de /la litiasis
renal oxalocéalcica






informa

healthcare

Scandinavian Journal of Urology and Nephrology, 2007; 41: 26—-31

ORIGINAL ARTICLE

Uric acid as inducer of calcium oxalate crystal development
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ANTONIA COSTA-BAUZA

Laboratory of Renal Lithiasis Research, University Institute of Health Sciences Research (IUNICS), University of Balearic
Islands, Palma de Mallorca, Spain

Abstract

Objective. This paper deals with the mechanism by which uric acid affects calcium oxalate crystallization and the role of
crystallization inhibitors in this process. Material and methods. Pure uric acid crystals and fragments of uric acid renal calculi were
used toinduce calcium oxalate crystal formation and development. These studies were performed in flow systems, using synthetic
urine and similar conditions to those found in real renal situations. The type and size of the developed crystals were evaluated by
scanning electron microscopy and the amount of calcium oxalate crystallized was quantitated by means of inductively coupled
plasma atomic emission spectroscopy. Results. The presence of uric acid crystals in a flow system provoked calcium oxalate
monohydrate (COM) crystallization at a rate of 3.3 pug/h/mg uric acid. When uric acid renal calculi fragments were used, the
amount of COM crystallized varied between 0.048 and 0.161 pg/h/mg of renal calculi depending on the porosity of the calculus.
At particular concentrations (3.03 pM phytate, 28.75 uM pyrophosphate, 40 mg/l chondroitin sulphate) the crystallization
inhibitors assayed produced a maximum decrease of ~50% in the amount of COM crystallized on uric acid crystals. Mucin
(aglycoprotein) caused only slight effects. Conclusion. Uric acid crystals can clearly induce the development of COM crystals on
them through a heterogeneous nucleation process and some crystallization inhibitors can notably delay such a process.

Key Words: Uric acid, calcium oxalate, renal lithiasis, phytate, pyrophosphate, glycosaminoglycan, mucin

Introduction [9-11] postulated that uric acid acts as an anti-
inhibitor by reducing levels of free urinary glycosa-
minoglycans and thereby blocking their inhibitory
effect on calcium oxalate crystallization. Finally, it
has also been postulated [12—15] that the effect of
urate on calcium oxalate crystallization is due to its
ability to salt out calcium oxalate from solution.

In this paper, the role of uric acid in calcium
oxalate crystallization was evaluated using pure uric
acid crystals and fragments of uric acid renal calculi.
The action of crystallization inhibitors on this
process was also assessed.

The relation between calcium oxalate renal lithiasis
and urinary uric acid has been known for a long
time. Thus, a number of important clinical and
epidemiologic studies [1,2] have related hyperurico-
suria to calcium stone formation, and the role of
allopurinol in decreasing the recurrence of calcium
oxalate lithiasis has been clearly demonstrated [3—
5]. In spite of this, only a few papers have dealt with
the exact physicochemical mechanism by which uric
acid affects calcium oxalate crystallization and the
role of crystallization inhibitors in this process.
Thus, whereas some authors [6,7] seemed to de-
monstrate the ability of uric acid to act as a
heterogeneous nucleant of calcium oxalate, others
[8] postulated that seeds of uric acid had a slight or

Material and methods

Synthetic urine

no effect on heterogeneous nucleation of calcium
oxalate and attributed such a capacity to sodium
urate. It must also be considered that some authors

Synthetic urine supersaturated for calcium oxalate
([Ca®?*] =3.5 mM, [oxalate] =0.45 mM) was pre-
pared by mixing equal volumes of solutions A and B

Correspondence: Félix Grases, Laboratory of Renal Lithiasis Research, University Institute of Health Sciences Research (IUNICS), University of Balearic
Islands, 07122 Palma de Mallorca, Spain. Tel: +34 971173257. Fax: +34 971173426. E-mail: fgrases@uib.es
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of the compositions shown in Table I. The pH of
both solutions was adjusted to 5.0. Solutions were
stored for a maximum of 1 week at 4°C. Chemicals
of reagent-grade purity were dissolved in deionized,
re-distilled water. All solutions were filtered through
a 0.45-pm pore filter before being used. The calcium
oxalate ion activity product was 8.20 x10 % M?
(calculated as the product of the free ion activities of
calcium and oxalate).

Synthesis of uric acid crystals

One g of uric acid (Sigma) was weighed and
dissolved in 1 | of aqueous NaOH solution at pH
11. Precipitation of uric acid in uric acid solutions
was induced by a sudden decrease of pH to 5.0 by
the addition of HCI. After 48 h the suspension of
uric acid crystals was filtered and dried to constant
weight in a desiccator. Only uric acid dihydrate
crystals (thin plates) were detected immediately after
formation of the suspension, but 48 h later X-ray
diffraction analysis confirmed that the solid phase
consisted only of anhydrous uric acid [16].

Crystallization studies

The different agglomeration states and sizes of the
uric acid substrates used to study the induction of
calcium oxalate monohydrate (COM) crystal devel-
opment (uric acid crystals, size of the order of
microns; uric acid calculi fragments, size of the
order of millimeters) required the use of the two
different experimental systems described below to
ensure the permanence of the substrates and in order
to better reproduce the urinary conditions.

Crystallization studies using wuric acid crystals. In
order to study calcium oxalate crystal formation on
pure uric acid crystals under flowing conditions, a
1 x1 x1 cm® methacrylate cuvette was placed in a
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Table I. Composition of synthetic urine®.

Constituent Concentration (mM)
Solution A
Na,S0,:10 H,O 19.34
MgS0,-7 H,O 5.93
NH,CI 86.73
KCl 162.60
Solution B
NaH,PO,-2 H,0 15.45
Na,HPO, 12 H,O 15.64
NaCl 223.08
Na,C,0, 0.91

2A corresponding volume of 1 M calcium solution (prepared by
dissolving calcium carbonate with hydrochloric acid) was added to
solution A to obtain a calcium concentration of 7 mM (the final
concentration in synthetic urine after mixing solutions A and B
was 3.5 mM).

temperature-controlled chamber (Figure 1) and
15 mg of uric acid crystals placed at the bottom of
the cuvette. Synthetic urine (pH 5.0) was introduced
3 mm from the bottom of the cuvette by means of a
multichannel peristaltic pump at a flow rate of 1.5 1/
day, so that it overflowed constantly. The system was
operated continuously for 48 h. Then, the substrate
was removed from the system, rinsed with distilled
water and dried at room temperature in a desiccator.
The amount of calcium oxalate crystallized on the
substrate was evaluated by dissolving the precipitate
in 0.1 M HCI and determining total calcium by
means of inductively coupled plasma atomic emis-
sion spectroscopy (Perkin-Elmer P2000 spectro-
meter). This methodology is similar to that
previously described by Chow et al. [17,18].

The effects of phytate (sodium salt; Sigma) at
1.51-7.57 uM, pyrophosphate (sodium salt; Merck)
at 5.75-40.24 pM, chondroitin sulphate (sodium
salt; Serva) at 5—40 mg/l and mucin (Sigma) at 1—
30 mg/l were assayed by adding different amounts of
the substances to synthetic urine in the presence of
uric acid crystals under flowing conditions. Each
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Figure 1. Diagram of the experimental flow system device used for crystallization studies with uric acid crystals: (1) cuvette; (2) peristaltic
pump; (3) thermostatic bath; (4) solutions A and B for artificial urine; (5) three-way T-shaped mixing chamber for solutions A and B.
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experiment was repeated three times to check the
reproducibility of the results.

A Hitachi S-530 scanning electron microscope
equipped with an energy-dispersive X-ray microana-
lysis system was used to examine and evaluate the
presence of COM crystals in all experiments.

Crystallization studies using uric acid renal calculi
fragments. A collection of 16 spontaneously passed
uric acid renal calculi from 12 stone-formers were
selected to study their capacity to induce calcium
oxalate crystal growth. Four of these calculi corre-
sponded to compact calculi constituted by anhy-
drous wuric acid crystals, four to porous calculi
constituted by anhydrous uric acid, four to compact
calculi constituted by dihydrate uric acid (exhibiting
the typical cracks due to the loss of water of
crystallization in these crystals) and four to porous
calculi constituted by dihydrate uric acid, the
porosity of which was considerably superior to that
of the porous calculi constituted by anhydrous uric
acid. Each calculus was fragmented into five frag-

ments (fragment weight 3—36 mg). Three fragments
of each calculus were placed in a temperature-
controlled (37°C) polypropylene chamber with a
diameter of 3 cm and a height of 4 cm (Figure 2).
Synthetic urine was introduced, freshly mixed, by
means of a multichannel peristaltic pump at a flow
rate of 0.75 1/day through the bottom of the chamber
(Figure 2). The system was operated continuously
for 48 h. After this period the three fragments were
removed from the system, rinsed with distilled water
and dried at room temperature in a desiccator. The
amount of calcium oxalate crystallized on the calculi
fragment during the experiment was evaluated by
dissolving the calcium deposits in 0.1 M HCI,
determining total calcium by means of inductively
coupled plasma atomic emission spectroscopy and
subtracting the amount of calcium found in the two
remaining fragments that were not introduced into
the system.

The type and size of crystals that developed on the
fragments were evaluated by means of a Hitachi S-
530 scanning electron microscope equipped with an
energy-dispersive X-ray microanalysis system.

|

s}

—_—
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Figure 2. Diagram of the experimental flow system device used for crystallization studies with fragments of uric acid renal calculi: (1)
temperature-controlled chamber; (2) chamber containing calculi fragments; (3) three-way T-shaped mixing chamber for solutions A and B;

(4) solutions A and B for artificial urine; (5) peristaltic pump.
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Figure 3. SEM image of COM crystals formed on uric acid
crystals when working with synthetic urine (3.5 mM calcium, 0.45
mM oxalate, pH 5.0) using the flow system.

Results

The presence of uric acid crystals in the flow system
provoked COM crystallization at a rate of 3.3 ug/h/
mg uric acid. The COM crystals formed under such
conditions are shown in Figure 3. No COM crystals
developed in the liquid or on the chamber walls
during the experiments. The effects of several
crystallization inhibitors under these conditions are
shown in Figure 4. No inhibitor achieved total
prevention of calcium oxalate crystallization at the
assayed concentrations (which were similar to those
normally found in real human urine). Thus, phytate
(3.03 uM), pyrophosphate (28.75 puM) and chon-
droitin sulphate (40 mg/l) caused a maximum
decrease of ~50% in the amount of calcium oxalate
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crystallized on uric acid crystals, and mucin caused
only slight effects.

The results of calcium oxalate crystallization on
uric acid calculi fragments in the flow system are
shown in Table II. As can be observed, the amounts
varied between 0.048 and 0.075 pg COM/h/mg of
uric acid renal calculus, except in the case of
fragments of porous dihydrate uric acid calculi,
where 0.161+0.040 ug COM/h/mg of uric acid
renal calculus was crystallized. The COM crystals
that developed on these fragments are shown in
Figure 5. Similar to the situation in the presence of
pure uric acid crystals, no COM crystals developed
in the liquid or on the chamber walls during the
experiments.

Discussion

A sudden change in uric acid supersaturation occurs
at urinary pH values of <5.5 due to an increase
in the proportion of the protonated form of uric
acid and as a consequence uric acid crystals are
formed [16]. The number and size of the crystals
formed depend on the attained degree of super-
saturation, the presence of heterogeneous nucleants
(mainly organic matter) and the retention time in
the cavities of the upper urinary tract (mainly
renal calices). Depending on the relevance of these
factors, these crystals will either be eliminated in the
form of asymptomatic crystalluria, will induce
uric acid calculi or, as can be deduced from the
results presented herein, will induce the develop-
ment of calcium oxalate crystals on them through a
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Figure 4. Effects of different inhibitors on the amount of COM crystallized on uric acid crystals: (a) phytate; (b) pyrophosphate; (c)
chondroitin sulphate; (d) mucin. The results are expressed as mean +SE (7 =12) for the control experiment (without any inhibitor) and as
mean+SE (n =3) for the rest of the experiments. The control corresponds to the zero concentration of each inhibitor (X-axis).
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Table II. Capacity of different uric acid calculi fragments as inducers of COM crystal development (g COM precipitated/h/mg uric acid

renal calculus; mean +SE).

Anhydrous uric acid porous
calculi (n=9)

Anhydrous uric acid compact
calculi (n=9)

Dihydrate uric acid porous
calculi (n=9)

Dihydrate uric acid compact
calculi (n=9)

0.048+0.013* 0.067+0.016*

0.075+0.011* 0.161+0.040

*p <0.05 versus dihydrate uric acid porous calculi.

heterogeneous nucleation process. This last mechan-
ism would lead to the formation of mixed calcium
oxalate/uric acid renal calculi; in fact, these are
relatively common renal stones (2.6% of the total)
[19], with a high recurrence rate [1].

If we compare the calcium oxalate heterogeneous
nucleant capacity of different substrates with iden-
tical systems and conditions (Table III), it can clearly
be seen that the capacity of uric acid is superior to
that exhibited by mucin (a glycoprotein) or cellular
detritus, but inferior to that manifested by a calcium
salt such as calcium fluoride. This means that the
capacity of uric acid as a heterogeneous nucleant of
COM is notable and this must be attributed to the
structural similarities between the crystalline lattices
of both solids. The different capacities of uric acid
calculi fragments as inducers of COM crystal devel-
opment (Table IT) seem to be related to the total uric
acid crystal area in contact with the liquid (artificial
urine). Thus, when the porosity of calculi increases
the capacity of COM formation also increases. In
fact, pure uric acid crystals (in the form of a fine
powder) manifested a higher capacity to induce
COM crystal development than any uric acid calculi
fragment and obviously this must be related to the
higher surface area of the former in contact with the
liquid. Nevertheless, in spite of the low growth rate
of the wuric acid calculi fragments, it must be
considered that a 3-mg residual fragment that grew
at a rate of 0.161 pg/h/mg over a period of 3 years

could generate a 15.7 mg stone (without considering
the incorporation of organic matter).

This capacity of uric acid crystals to induce COM
crystal development is evidenced not only in the
above-mentioned formation of calcium oxalate/uric
acid mixed calculi. Thus, uric acid was detected in
the core of unattached COM renal calculi, with the
core being mainly formed by COM crystals and
organic matter [23] (these calculi constitute 10.8%
of all calculi [19]). Uric acid probably played an
important role as a heterogeneous nucleant of COM
crystals which generated the core of such calculi
and consequently was in fact responsible for its
formation.

Finally, as occurs in other types of renal lithiasis, it
can be appreciated that crystallization inhibitors can
play an important role in delaying or preventing
crystal development. Thus, phytate, pyrophosphate
and chondroitin sulphate, at similar concentrations
to those normally found in human urine, caused an
important decrease (~x50%) in the amount of
crystallized COM. Nevertheless, it must be observed
that in no case was it possible to totally stop the
development of COM on uric acid crystals using
such concentrations. This is in good agreement with
the high degree of recurrence that is observed in
patients with mixed uric acid/calcium oxalate renal
calculi. It is also interesting to observe the selectivity
of crystallization inhibitors. Thus, whereas mucin
was found to be a very effective inhibitor of the

Figure 5. SEM images of COM crystals formed on fragments of uric acid renal calculi when working with synthetic urine (3.5 mM calcium,
0.45 mM oxalate, pH 5.0) using the flow system: (a) crystals formed on a fragment of dihydrate uric acid porous calculus; (b) crystals

formed on a fragment of anhydrous uric acid porous calculus.
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Table III. Comparison of the calcium oxalate heterogeneous nucleant capacities of different substrates using the same flow system.

Nucleant ng COM precipitated/h/mg of nucleant Reference
Mucin 0.7 20
Cellular detritus 2.8 21
Calcium fluoride 11.3 22
Uric acid 3.3 This paper

crystallization of uric acid crystals [24], it manifested
only slight effects on the crystallization of COM on
uric acid crystals. However, chondroitin sulphate,
which exhibited important inhibitory effects on the
crystallization of COM on uric acid crystals, had
very weak effects on the crystallization of uric acid
crystals.
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Role of uric acid in different types of calcium oxalate renal calculi
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Aim: The presence of uric acid in the beginning zone of different types of ‘pure’ calcium oxalate renal calculi was evaluated with
the aim of establishing the degree of participation of uric acid crystals in the formation of such calculi.

Methods: The core or fragment of different types of “pure’ calcium oxalate renal calculi was detached, pulverized and uric acid
extracted. Uric acid was determined using a high-performance liquid chromatography/mass spectrometry method.

Results: In calcium oxalate monohydrate (COM) papillary calculi with a core constituted by COM crystals and organic matter,
0.030 +0.007% uric acid was found in the core. In COM papillary calculi with a core constituted by hydroxyapatite,
0.031 + 0.008% uric acid was found in the core. In COM unattached calculi (formed in renal cavities) with the core mainly formed
by COM crystals and organic matter, 0.24 + 0.09% uric acid was found in the core. In COM unattached calculi with the core
formed by uric acid identifiable by scanning electron microscopy (SEM) coupled to X-ray microanalysis, 20.8 = 7.8% uric acid
was found in the core. In calcium oxalate dihydrate (COD) unattached calculi containing little amounts of organic matter,
0.012 + 0.004% uric acid was found. In COD unattached calculi containing little amounts of organic matter and hydroxyapatite,
0.0030 + 0.0004% of uric acid was found.

Conclusions: From these results it can be deduced that uric acid can play an important role as inducer (heterogeneous nucleant)
of COM unattached calculi with the core formed by uric acid identifiable by SEM coupled to X-ray microanalysis (these calculi
constitute the 1.2% of all calculi) and in COM unattached calculi with the core mainly formed by COM crystals and organic
matter (these calculi constitute the 10.8% of all calculi).

Key words calcium oxalate, crystallization inducer, liquid chromatography/mass spectrometry, renal calculi, uric acid.

Introduction Materials and methods

An important number of clinical and epidemiological Urinary calculi
studies relate hyperuricosuria to calcium oxalate stone
formation.’ In fact, allopurinol has clearly demonstrated
positive effects on decreasing the recurrence of calcium
oxalate renal lithiasis.*®

Fifty-nine ‘pure’ calcium oxalate renal calculi (calcium
oxalate was the main component) were selected, belonging
to six groups of our renal calculi classification:®

Uric acid crystals have crystallographic features similar e Group 1: COM papillary calculi with the core consti-
to calcium oxalate monohydrate (COM) crystals, and for tuted by COM crystals and organic matter (n=09;
this reason they act on them as active inducers of COM Fig. 1a)
heterogeneous nucleation.”® Consequently, this fact would e Group 2: COM papillary calculi with the core consti-
explain the physicochemical mechanism by which uric tuted by hydroxyapatite (n = 11; Fig. 1b)
acid affects calcium oxalate crystallization. e Group 3: COM unattached calculi (formed in renal cav-

In spite of these facts, calcium oxalate/uric acid mixed ities) with the core formed by COM crystals and organic
calculi are not very common, corresponding to only 2.6% matter (n =9; Fig. 1c)
of all renal calculi.® The aim of this paper is to study the e Group 4: COM unattached calculi with the core formed
presence of uric acid in the beginning zone of different by uric acid identifiable by scanning electron microscopy
types of ‘pure’ calcium oxalate renal calculi, to evaluate (SEM) coupled to X-ray microanalysis (n = 10; Fig. 1d)
the degree of participation of uric acid crystals in the e Group 5: Calcium oxalate dihydrate (COD) unattached
formation of such calculi. calculi containing little amounts of organic matter

(n=10; Fig. 1e)
e Group 6: COD unattached calculi containing little
Correspondence: Félix Grases phD, Laboratory of Renal amounts of organic matter and hydroxyapatite (n = 10;
Lithiasis Research, Faculty of Sciences, University of Balearic Fig. 1f)
Islands, 07122, Palma of Mallorca, Spain.
Email: fgrases@uib.es Stones classified as ‘pure’ calcium oxalate were
Received 14 April 2005; accepted 13 July 2005. selected among the non-fragmented calculi from our stone
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collection containing over 5000 specimens. The procedure
used to analyse and study renal calculi requires an
appropriate combination of observation by means of mac-
roscopic and microscopic conventional techniques (stereo-
scopic microscope; Optomic, Madrid, Spain) with physical
techniques as infrarred spectrometry (infrared spectro-
scope Bruker IFS 66; Bruker, Ettlingen, Germany) and
scanning electron microscopy (Hitachi S-530; Hitachi,
Tokyo, Japan) coupled to X-ray microanalysis (Oxford
Link Isis; Oxford, UK).%

The study of COM calculi (papillary or unattached)
begins through the direct observation of its external aspect,
using a stereoscopic microscope. Afterwards, each calculus
is sectioned into two parts along a plane as near as possible
to its geometric center, in order to be able to establish the
internal structure and to identify the core of the calculus.
Afterwards, using a slender metallic needle, the core is
separated from the rest of the calculus and the amount of
uric acid in it was evaluated as it is explained below.

Calcium oxalate dihydrate calculi were characterized
by the absence of established core and they were mainly
constituted by interconnected bipyramidal COD crystals
and little amounts of hydroxyapatite and/or organic matter
between them (they can also contain variable amounts of
COM, but it comes from the transformation of COD). Due
to these types of structure, a representative fragment of
each calculus was selected afterwards to evaluate the
amount of uric acid in them, using the methodology
explained below.

Uric acid analysis
Apparatus

Due to the necessity of a highly sensitive and selective
method of uric acid analysis, a high-performance liquid
chromatography/mass spectrometry (LC/MSD) method
was selected.”* This analysis was performed with an
Agilent 1100 Series LC/MSD system (Agilent Technolo-
gies, Palo Alto, CA, USA). Chromatographic separations
were performed at 25°C on a Zorbax Sax Column
(150 mm x 4.6 mm i.d.), an anion exchange resin, 5um
particle size (Agilent Technologies) with a 12.5cm x
4.6 mm i.d. guard column (Agilent Technologies). The
mobile phase (50% sodium citrate 1 mmol/L at pH = 6.5,
50% acetonitrile) was delivered at a flow rate of 1 mL/min.
Mass spectral identification of uric acid was carried out
with an electrospray ionization interface and a quadrupole
mass analyser. The mobile phase was nebulized by nitrogen
gas at 350°C, with a flow rate of 13 L/min, into an electro-
spray mass analyser. The detector counted negative ions
with selected ion monitor (SIM) mode, by monitoring
m/z =167.1, which corresponds to the urate anion, the
most abundant ion. The nebulization pressure used was
60 psi and the fragmentor voltage 80 V. Capillary voltage
was 3000 V.

Treatment for renal calculi

The core or fragment of each calculus was detached,
pulverized and uric acid extracted with 1 mL of NaOH at
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pH = 11. The extracts were filtered through 0.45 um pore
filters.

Samples of group 4 were 50-fold diluted due to the high
amount of uric acid found in them.

In all cases, 10 uL of the solution was injected in the
LC/MSD system.

Standards were prepared from aqueous solutions of uric
acid and the analytical determination was carried out using
the corresponding calibration curve.

Analysis of urinary samples

The urines of the stone-formers that generated the selected
calculi were studied according to the following protocol.
All subjects were on free diet at the time of urine collection
and none of the stone-formers were undergoing pharmaco-
logical treatment of any kind. Twenty-four hour urine sam-
ples were collected in sterile flasks containing thymol as a
preservative, and refrigerated immediately. After collec-
tion, the volume was recorded, the pH was measured
immediately with a Crison pH meter (Crison, Barcelona,
Spain), and the samples stored at —20°C until they were
assayed. Normally, urine was collected 1-2 months after
stone passage. Calcium, magnesium and phosphorus
were determined by inductively coupled plasma atomic
spectroscopy. Uric acid and creatinine were determined
by means of a Roche Modular Analytics kit (Roche,
Basel, Switzerland) with 11875426216 and 11875663216
reagents, respectively. Citrate and oxalate were determined
by means of the R-Biopharm enzymatic test Kits
N°10139076035 and 10755699035, respectively (R-
Biopharm, Darmstadt, Germany).

Statistics

Values in the table and figures are expressed as mean + SE.
One-way ANOVA was used to calculate significance of dif-
ference between groups. The Student t-test was used to
assess differences between means. Conventional Windows
software was used for statistical computations. A value of
P < 0.05 was considered to assess statistical significance.

Results

The uric acid amounts found in the six categories of ‘pure’
calcium oxalate renal calculi are shown in Table 1. As can
be observed, as expected, the maximum amount was found
in COM unattached calculi with the core formed by uric
acid identifiable by SEM coupled to X-ray microanalysis
(20.8 £ 7.8% of uric acid in core). When the rest of calculi
were compared it can be seen that only the COM
unattached calculi with the core mainly formed by COM
crystals and organic matter contained significantly higher
amounts of uric acid (0.24 £ 0.09%). In fact, the rest of
calcium oxalate renal calculi showed similar amounts of
uric acid, around 10 times inferior to the former (0.003-
0.031%).

The common urinary biochemical data (mean = SE) of
all six groups are shown in Table 2. As can be expected,
hypercalciuria was observed only in the group of stone
formers that generated COD calculi. It is interesting to
observe that urinary pH of the group of stone-formers that
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Table 1  Percentage of uric acid (expressed as mean = SE) found in the core (groups 1-4) or a fragment (groups 5, 6) of different
types of selected ‘pure’ calcium oxalate renal calculi

Group Type of calculi % of uric acid (weight of uric acid [g]/
weight of core or fragment [g]) x 100
1 COM papillary calculi with the core constituted by COM crystals and 0.030 + 0.007
organic matter (n=9; Fig. 1a)
2 COM papillary calculi with the core constituted by hydroxyapatite 0.031 £ 0.008
(n=11; Fig. 1b)
3 COM unattached calculi (formed in renal cavities) with the core formed 0.24 +0.09%°
by COM crystals and organic matter (n = 9; Fig. 1c)
4 COM unattached calculi with the core formed by uric acid identifiable 20.8 £ 7.8%4¢
by SEM coupled to X-ray microanalysis (n = 10; Fig. 1d) )
5 COD unattached calculi containing little amounts of organic matter 0.012 + 0.004"o
(n=10; Fig. 1e) )
6 COD unattached calculi containing little amounts of organic matter and 0.0030 * 0.0004¥!mn

hydroxyapatite (n = 10; Fig. 1f)

%P =0.0333 vs group 1; "P =0.0191 vs group 2; °P =0.0216 vs group 1; °P =0.0111 vs group 2; °P =0.0228 vs group 3;
P =0.0339 vs group 1; °P = 0.0470 vs group 2; "P = 0.0160 vs group 3; 'P = 0.0154 vs group 4; JP = 0.0007 vs group 1; “P = 0.0023
vs group 2; 'P=0.0126 vs group 3; ™P = 0.0154 vs group 4; "P =0.0273 vs group 5. COD, calcium oxalate dehydrate; COM,
calcium oxalate monohydrate; SE, standard error; SEM, scanning electron microscopy.

Table 2 Urinary biochemical parameters (expressed as mean + SE) for the stone-formers that generated the different types of
selected “pure’ calcium oxalate renal calculi

Groups
1 2 3 4 5 6

Diuresis (mL) 1800 + 180 1670 +£ 112 1853 + 140 1679 + 117 1430 + 90 1630 + 116
pH 57+0.1 6.2+0.3 55+0.1 56+0.2 56+0.1 57+0.2
Creatinine (mg/L) 1011+ 97 849+ 73 843+ 64 890+ 94 1019 + 135 1033 + 90
Calcium (mg/L) 108 £ 11 155+ 12 86+8 106+ 8 197+ 18 234+ 15
Magnesium (mg/L) 59+5 56+ 4 51+5 55+4 66 +9 62+4
Phosphorous (mg/L) 544 + 57 526+ 75 481+ 48 553+ 65 620 + 69 672+ 68
Oxalate (mg/L) 18+2 16+2 18+1 19+2 21+8 18+2
Uric acid (mg/L) 430+ 42 386+ 38 381+40 420+ 34 485 + 62 421 +43
Citrate (mg/L) 37741 491 +31 418 + 39 379 £ 56 405 + 67 432 47

Group 1: stone-formers that generated COM papillary calculi with the core constituted by COM crystals and organic matter
(n=9); Group 2: stone-formers that generated COM papillary calculi with the core constituted by hydroxyapatite (n = 11); Group
3: stone-formers that generated COM unattached calculi (formed in renal cavities) with the core formed by COM crystals and
organic matter (n=29); Group 4: stone-formers that generated COM unattached calculi with the core formed by uric acid
identifiable by SEM coupled to X-ray microanalysis (n = 10); Group 5: stone-formers that generated COD unattached calculi
containing little amounts of organic matter (n = 10); Group 6: stone-formers that generated COD unattached calculi containing
little amounts of organic matter and hydroxyapatite (n = 10). COD, calcium oxalate dihydrate; COM, calcium oxalate monohy-
drate; SE, standard error; SEM, scanning electron microscopy.

-
Fig. 1 Images by scanning electron microscopy of the different types of calculi used: (a) Calcium oxalate monohydrate (COM)
papillary calculi with the core constituted by COM crystals and organic matter. (b) COM papillary calculi with the core constituted
by hydroxyapatite. (c) COM unattached calculi (formed in renal cavities) with the core formed by COM crystals and organic
matter. (d) COM unattached calculi with the core formed by uric acid identifiable by scanning electron microscopy coupled to
X-ray microanalysis. (e) Calcium oxalate dihydrate (COD) unattached calculi containing little amounts of organic matter. (f) COD
unattached calculi containing little amounts of organic matter and hydroxyapatite.
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generated COM unattached calculi with the core formed
by COM crystals and organic matter was 5.5 = 0.1 and the
urinary pH of the group of stone-formers that generated
COM unattached calculi with the core formed by uric acid
identifiable by SEM coupled to X-ray microanalysis was
5.6+0.2.

Discussion

Undoubtedly, uric acid has an important contribution to
the formation of calcium oxalate/uric acid mixed calculi.
Nevertheless, this group of renal calculi constitutes only
2.6% of all renal calculi,® and this is in clear disagreement
with epidemiologic studies that relate a high incidence of
hyperuricosuria to calcium oxalate stone formation.*?
Nevertheless, from the results presented in this paper, it
can be deduced that in a significant number of COM unat-
tached calculi, uric acid can also play an important role as
an inducer (heterogeneous nucleant) of COM crystal devel-
opment. Thus, the contribution of uric acid crystals to the
calculi formation for COM unattached calculi with the core
formed by uric acid identifiable by SEM coupled to X-ray
microanalysis is obvious. However, it must be emphasized
that when applying conventional infrared spectrometry
analysis to these calculi, uric acid is not detected in the
majority of occasions. On the other hand, it is clear that in
COM unattached calculi with the core mainly formed by
COM crystals and organic matter, the significantly high
amounts of uric acid found in the core in comparison to
the other types of ‘pure’ calcium oxalate renal calculi also
allows us to attribute to these crystals an important role in
the generation of this type of calculi. Thus, considering that
in some of these calculi uric acid is clearly not implied in
their formation, like COD unattached calculi containing
little amounts of organic matter and hydroxyapatite (in
which hydroxyapatite acts as a heterogeneous nucleant'?),
it can be assumed that in the other types in which it is
present at similar amounts, uric acid also does not exert
any important action. Hence, the formation of little
amounts of uric acid crystals would induce the heteroge-
neous nucleation of COM crystals on them when they are
retained in renal cavities with urodynamic deficiency
(intrapelvic spaces or renal pelvis). In this case, the forma-
tion of uric acid crystals is justified considering the urinary
pH found in these patients (Table 2), since uric acid solu-
bility decreases abruptly at urinary pH <5.5. These uric
acid crystals (acting as heterogeneous nucleants of COM
crystals) represent the first and main stage of these uric
acid-induced COM unattached calculi, and the regular
growth of new COM crystals on the surface of the already
formed objects generate the core of the calculus. The for-
mation of the core is the first and perhaps the most impor-
tant step in COM unattached calculus development. This
core serves later as a substrate for the growth of columnar
COM crystals constituting the compact striated layer of the
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COM stone. Taking into account that COM unattached
calculi with the core mainly formed by COM crystals and
organic matter constitute the 10.8% of all calculi, the COM
unattached calculi with the core formed by uric acid iden-
tifiable by SEM coupled to X-ray microanalysis constitute
the 1.2% of all calculi® and if 2.6% of calcium oxalate/uric
acid mixed calculi is also considered, it can be deduced
that uric acid would be implied in approximately 15% of
all calculi.
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CAPITULO 2. EL Acipo URICO COMO INDUCTOR DE LA LITIASIS OXALOCALCICA

ARTICULO ORIGINAL 2.1. Determinacién de &cido Urico en orina, saliva y

calculos de oxalato calcico por HPLC / MS

» Se ha desarrollado un método rapido, sencillo, sensible y selectivo por cromatografia liquida de
alta resolucion con deteccion por espectrometria de masas para la determinacion de acido urico

(AU) en orina, saliva y corazon de calculos de oxalato calcico.

» La elevada sensibilidad de la interfase APIES (atmospheric pressure fonization electroespray)
permite realizar una importante dilucion de la muestra, evitando asi los efectos interferentes de la

matriz.

» La alta sensibilidad de este método permite cuantificar la cantidad de AU presente en el corazon
de los calculos renales de oxalato calcico y establecer cual es el papel del AU en la etiologia de este

tipo de calculos.

» La concordancia de los resultados obtenidos entre el nuevo método propuesto y otro con

fundamento quimico totalmente diferente (enzimatico), demuestra la aplicabilidad de este método.

ARTICULO ORIGINAL 2.2. El &cido urico como inductor de la litiasis renal

oxalocalcica

» La capacidad del acido urico (AU) para actuar como nucleante heterogéneo en los calculos de
oxalato calcico monohidrato (COM) es muy notable y puede ser atribuida a que sus cristales
presentan una estructura similar a los cristales de COM. En las mismas condiciones, esta capacidad
es superior a la que presentan la mucina (glicoproteina) o el detritus celular pero inferior a la que

presenta el fluoruro calcico.

» La capacidad de los fragmentos de calculos renales de AU para actuar como nucleantes
heterogéneos en la litiasis renal oxalocalcica aumenta con la porosidad de los mismos. Los
fragmentos de calculos de AU dihidrato poroso son los que provocan un mayor crecimiento de
cristales de COM sobre su superficie, sequidos por los de AU dihidrato compacto, los de AU anhidro

poroso y los de AU anhidro compacto, por este orden.

» El fitato, el pirofosfato y el condroitin sulfato provocan una importante disminucién en la
formacion y el crecimiento de cristales de oxalato calcico sobre cristales de AU (alrededor del 50%),

mientras que la mucina solo presenta un ligero efecto inhibidor.

» Las concentraciones de fitato, pirofosfato y condroitin sulfato que provocan una inhibicion del
50% en la formacién y el crecimiento de cristales de COM sobre cristales de AU corresponden a
valores de concentracion que se encuentran normalmente en orina (3.03 yM, 28.75 uM y 40 mg/L,

respectivamente).
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ARTICULO ORIGINAL 2.3. Papel del acido Urico en los diferentes tipos de

calculos renales de oxalato calcico

» Los bajos porcentajes de acido urico (AU) encontrados en los corazones o los fragmentos de
calculos de oxalato calcico monohidrato (COM) papilares con el corazon constituido por COM y
materia organica (0.030 + 0.007%), de calculos de COM papilares con el corazén constituido por
hidroxiapatita (0.031 = 0.008%), de calculos de oxalato calcico dihidrato (COD) con pequenas
cantidades de materia organica (0.012 = 0.004%) y de calculos de COD con pequenas cantidades
de materia organica e hidroxiapatita (0.0030 + 0.0004%), demuestran que el AU no esta implicado

en el mecanismo de formacion de este tipo de calculos.

» El alto porcentaje de AU encontrado en el corazon de calculos de COM de cavidad cuyo corazén
esta constituido por COM y materia organica (en los que el AU es indetectable por microscopia
electronica de barrido acoplada a microandlisis de energia dispersiva de rayos X) (0.24 + 0.09%)

sugiere que el acido urico esta implicado en el mecanismo de formacion de este tipo de calculos.

» Si se considera que un pH inferior a 5.5 disminuye drasticamente la solubilidad del AU, los bajos
valores de pH (entre 5.2 y 5.6) encontrados en los pacientes que generaron calculos de COM de
cavidad con el corazén constituido fundamentalmente por COM y materia organica indican que la
formacion de cristales de AU con capacidad para actuar como nucleantes heterogéneos de cristales

de COM puede estar implicada en el inicio de la formacion de este tipo de calculos.

» La formacion de pequenas cantidades de cristales de AU y su retencion en cavidades renales de
baja eficacia urodinamica puede representar el primer paso en la génesis de los calculos de COM de
cavidad con el corazon constituido por COM y materia organica. El siguiente paso es el desarrollo y
el crecimiento de los cristales de COM sobre los cristales ya formados de AU constituyendo el
corazon del calculo. Posteriormente, se inicia el crecimiento columnar de los cristales de COM sobre

las paredes externas del corazén que acabaran constituyendo el cuerpo del calculo.

» Si se consideran los porcentajes de incidencia de los calculos mixtos de oxalato calcico/AU (2.6%),
los calculos de COM de cavidad con el corazon formado por AU detectable por microscopia
electronica de barrido acoplado a microanalisis de energia dispersiva de rayos X (1.2%) y los
calculos de COM de cavidad con el corazén constituido por COM y materia organica (10.8%), se
concluye que los calculos de oxalato calcico donde el AU esta implicado en su mecanismo de

formacion pueden constituir aproximadamente el 15% de todos los calculos renales.
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CAPITULO 3. FACTORES IMPLICADOS EN LOS MECANISMOS DE FORMACION DE LAS CALCIFICACIONES CARDIOVASCULARES

1. CALCIFICACIONES CARDIOVASCULARES. INTRODUCCION

Las calcificaciones cardiovasculares son un conjunto de patologias multifactoriales caracterizadas
por la deposicion de fosfato calcico (hidroxiapatita) en tejidos cardiovasculares: vasos sanguineos,

miocardio y valvulas cardiacas.

La calcificacion cardiovascular es un proceso muy comun que afecta al 50% de las personas entre
40-49 anos y al 80% entre 60-69 anos y que puede llegar a tener graves consecuencias en funcion

de su extension y del organo o tejido afectado [rirwr 2001: Wexier 1996)-

Sin embargo, a pesar de su elevada incidencia y de que el conocimiento de esta patologia se
remonta a hace mas de 200 anos jyaun 2001} €l Mecanismo de este desorden todavia no ha sido

elucidado.

2. CALCIFICACION EN LOS VASOS SANGUINEOS

2.1. ESTRUCTURA DE LOS VASOS SANGUINEOS

Los vasos sanguineos se clasifican en tres grupos: arterias, venas y capilares. Su estructura es
repetitiva y consiste en la disposicion concéntrica de tres capas diferentes: la tunica intima, la tunica

media y la tunica adventicia (Figura 3.1).

Arteria Capilar

)

N\ Tunica
i“. ] o

l intima

Lamina eldstica
interna

Lamina eldstica
externa

Figura 3.1. llustracion de la estructura de los vasos sanguineos. Las arterias presentan una tunica media bastante mas
desarrollada que las venas mientras que en las venas la tunica adventicia es, frecuentemente, la capa mas gruesa del vaso.
Los capilares solo presentan una tunica intima formada por células endoteliales que se apoyan en su lamina basal.

La tunica intima es la capa mas interna y esta compuesta por una primera capa de células epiteliales
planas altamente especializadas que constituye el endotelio. Este descansa sobre una lamina basal,
por debajo de la cual hay una fina capa de tejido conectivo laxo denominada capa subendotelial

que puede no estar presente en los vasos de menor calibre.
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En las arterias, entre la tunica intima y la media se diferencia una capa limitante formada por fibras
de elastina denominada lamina elastica interna. Esta capa le confiere al vaso elasticidad y capacidad

para extenderse y encogerse y esta bastante mas desarrollada en las arterias que en las venas.

La tunica media es la capa intermedia y esta formada por capas concéntricas de células musculares
lisas entre las cuales se interponen capas organizadas de fibras elasticas, fibras colagenas y

proteoglicanos. La tunica media esta bastante mas desarrollada en las arterias que en las venas.

En las arterias, entre la tunica media y la adventicia se diferencia una capa limitante formada por

elastina denominada lamina elastica externa.

La tunica adventicia es la capa externa y estd compuesta por tejido conectivo laxo constituido por
fibroblastos, fibras elasticas y fibras colagenas que se disponen paralelas al eje longitudinal del vaso
sanguineo. Su espesor es variable, aunque frecuentemente es la capa mas prominente de las venas.
Por esta capa transcurren vasos de pequeno calibre, los vasa vasorum, que irrigan las células de los

vasos.

2. TIPOS DE CALCIFICACION

En los vasos sanguineos, la calcificacion puede presentarse en la tunica intima y/o en la tunica
media. La calcificacion en la tunica intima parece estar relacionada con la aterosclerosis (gurwe 2000; Hunr
20021 Mientras que la calcificacion en la tunica media parece estar mas asociada con la pérdida de

elasticidad y la arteriosclerosis observada con la edad, diabetes e insuficiencia renal cronica gpuonos
1982; GIACHELLI 2004]-
La calcificacion de la tunica intima puede tener lugar independientemente de la calcificacion de la

tunica media y viceversa aunque también pueden observarse ambas, como sucede en la mayoria de

casos de pacientes con insuficiencia renal cronica [jges 1979: scrawrz 2000)-

2.2.1. CALCIFICACION EN LA TUNICA iINTIMA

Este tipo de calcificacion tiene lugar en placas aterosclerodticas, las cuales estan constituidas

principalmente por una masa central grasa (ateroma) y una capa fibrosa (Le.ro 1996; stary 1999]-

2.2.1.1. Mecanismo de formacién de la placa aterosclerética
En su formacion se distinguen principalmente los siguientes procesos:

» Lesion inicial o disfuncion endotelial. El endotelio vascular reviste los vasos sanguineos, y actua de
interfase entre los componentes circulantes (células y moléculas) y los tejidos. El evento inicial en la
aterogénesis es la injuria o lesion del endotelio producida por diversos factores tales como
hiperlipidemia, tabaquismo, hipertension arterial, envejecimiento. Esta lesion inicial (la cual tiene
lugar con mas facilidad en segmentos de la arteria mas ramificados o curvados) provoca un

desequilibrio entre los factores relajantes (Oxido nitrico) y los factores constrictores (endotelina)
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producidos por el endotelio, alterando su funcion vasoprotectora. La disfuncion endotelial ligada a
la aterosclerosis se caracteriza por una disminucion en la produccion del 6xido nitrico y en
consecuencia, un aumento del efecto de la endotelina. El 6xido nitrico tiene la capacidad de inhibir
la adhesion de monocitos al endotelio, la interaccion de las plaquetas con la pared del vaso
sanguineo, la proliferacion y migracion de células musculares lisas y de disminuir la permeabilidad
endotelial y el tono vascular. Asi, la disfuncion endotelial produce un aumento de la permeabilidad
de la pared arterial favoreciendo la entrada al subendotelio de macromoléculas (como las
lipoproteinas de baja densidad, LDL) y células como los monocitos [uuss 2000 Cabe destacar que una
concentracion plasmatica alta de LDL, favorece la entrada y posterior acumulacion de lipoproteinas
en el subendotelio donde son retenidas por la matriz de proteoglicanos [Gusrarsson 2004; Ross 1999)- Las LDL

retenidas, las cuales pueden sufrir una oxidacion, constituyen un estimulo proinflamatorio.

» Inflamacién. Las LDL estimulan la sintesis y expresion de toda una serie de moléculas que
provocan la atraccion, adhesion y migracion de monocitos y linfocitos T a través del endotelio. En el
subendotelio, los monocitos se diferencian a macrofagos y expresan receptores scavenger (cuya
expresion es inducida por citoquinas, las cuales son sintetizadas por células endoteliales en
respuesta a las LDL). Los receptores scavenger permiten a los macrofagos la captacion de LDL en

forma de LDL oxidada [ s 2000}-

» Formacion de la estria grasa. Los macrofagos acumulan grandes cantidades de ésteres de
colesterol y sufren cambios fenotipicos que les confieren un aspecto espumoso (células espumosas).
Los macrofagos, células endoteliales y células espumosas producen especies reactivas de oxigeno y
factores de crecimiento que provocan un aumento de la inflamacion local y de la respuesta
proaterogénica (ugsy 2002;- A SU vez, las citoquinas inducen la migracion y proliferacion de las células
del musculo liso (CML) desde la media a la intima. Las CML también pueden captar LDL oxidada y
transformarse en células espumosas. Asi, la formacion de células espumosas y la proliferacion de

CML, provocan el engrosamiento de la pared arterial y la formacién de la estria grasa.

» Formacién de la capa fibrosa. Las CML proliferan hacia la intima y secretan matriz extracelular
(elastina, colageno y proteoglicanos) en respuesta a diferentes factores de crecimiento arsuoa 2003)- La
matriz extracelular sintetizada por CML se distribuye formando una capa fibrosa que cubre el nucleo

de la lesion constituido por células espumosas.

La carga lipidica de las células espumosas es toxica para las células y, en consecuencia, éstas pueden
experimentar apoptosis o necrosis. La apoptosis de las células espumosas origina una masa central

grasa (ateroma) compuesto por colesterol extracelular y restos celulares sroneman 2004]-

» Progresion de la placa. La capa fibrosa puede romperse o ulcerarse, exponiendo a la circulacion
los componentes de la masa central grasa y provocando la formacion de un trombo que puede
causar un evento coronario agudo gaomon 19917 Las placas con una cubierta fibrosa delgada y un

elevado numero de células inflamatorias son mas propensas a romperse.
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Celulag endotelisles —
Intimamp
Lamina interna eldstica—

Figura 3.2. llustracion de la formacion de la placa
aterosclerotica.

2.2.1.2. La caicificacion en la placa aterosclerética

En muchas ocasiones, la placa aterosclerdtica presenta depositos calcificados. La calcificacion de la
placa aterosclerdtica puede empezar tan pronto como en la segunda década de la vida justo
después de la formacion de la estria grasa (s 1999) Y Seguir desarrollandose a medida que la placa
aterosclerotica progresa. Inicialmente se forman pequenos agregados cristalinos de fosfato calcico
con una distribucion puntual y difusa. A medida que la calcificacion progresa, estos agregados se
unen dando lugar a agregaciones esferuliticas mayores poco uniformes asociadas con las regiones
necroticas. En algunas ocasiones, cuando la calcificacion es muy extensa, se ha llegado a observar la

presencia de matriz 6sea en las placas ateroscleroticas pemano 2000; Jeziorsa 1998]-

Estudios recientes han demostrado que la presencia de calcificacion en la capa intima indica la
existencia de placa aterosclerotica perano 20001 ASi, debido a que la calcificacion es una medida
indirecta de la aterosclerosis, existe un gran interés clinico en el desarrollo de técnicas no invasivas

para la deteccién y cuantificacion de este tipo de calcificacion.

Finalmente, destacar que la formacion de la placa aterosclerotica comprende los procesos de
inflamacién, degeneracion de tejidos y necrosis, los cuales envuelven la formacion de areas de
tejidos dafados en las cuales se puede constituir un nucleo (que puede ser el propio detritus celular)

que induzca la formacion y crecimiento de cristales de fosfato calcico pouerry 2003)-
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2.2.2. CALCIFICACION EN LA TUNICA MEDIA

Tal y como se ha indicado anteriormente, este tipo de calcificacion, también denominada
arteriosclerosis de Ménckeberg, ocurre independientemente de la calcificacion de la intima y

viceversa, por lo que parece que ambas implican diferentes aspectos etioldgicos prouoroor 2001]-

Este tipo de calcificacion se presenta principalmente en arterias periféricas de las extremidades
inferiores de pacientes varones mayores de 50 anos [euor 1994 SiN embargo, también se ha

observado en pacientes mas jovenes diabéticos 0 Urémicos (eovonos 1982; GiacHeLL 2004]-

La calcificacion en la tunica media, al contrario que en la intima, tiene lugar en ausencia de
aterosclerosis (s.aanan 1999)- La calcificacion en la tunica media ocurre entre las células del musculo liso
(CML) y las fibras elasticas. En cuanto a su mecanismo de formacion, algunos autores indican que es
posible que cuando las CML sufren apoptosis, liberen cuerpos apoptoticos los cuales no son
eficazmente eliminados por las CML adyacentes sirviendo de nido a partir del cual se forma la
calcificacion a lo largo de las fibras de elastind (prouoroor 2001 Otros autores postulan que la
calcificacion de la tunica media esta mas fuertemente ligada a las fibras elasticas que a las CML y que
durante el envejecimiento, la disrupcion gradual de las fibras elasticas tiene un papel clave en su

formacion anason 1998; Dac 2005; Keetey 1974)-

En las primeras etapas, este tipo de calcificacion presenta una morfologia tipica de depositos lineales
de fosfato calcico a lo largo de la Iamina elastica. En lesiones avanzadas, los depositos se disponen a
lo largo de la media en forma de anillos circulares (Figura 3.3). Y ademas, al igual que la calcificacion
en la tunica intima, se ha llegado a observar matriz 6sea cuando la calcificacion muy extensa (syaaqan

1999]-

Figura 3.3. Imagen de una aorta de rata donde se aprecian los
anillos circulares de fosfato calcico tipicos de la calcificacion de la
tunica media.
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3. CALCIFICACION EN LAS VALVULAS CARDIACAS

En la calcificacion valvular, hay que considerar dos tipos diferentes: la calcificacion en las valvulas

nativas y la calcificacion en las valvulas bioprostéticas.

3.1. CALCIFICACION EN LAS VALVULAS NATIVAS

Las valvulas de corazén (Figura 3.4) son tejidos circulares de aproximadamente 4 cm de diametro
formadas por unas finas membranas de tejido endotelial que es el mismo que recubre el interior de
los vasos sanguineos. Estas membranas estan sujetas a unos tejidos musculares que originan el

movimiento de apertura y de cierre.

En determinadas ocasiones una o varias valvulas dejan de funcionar correctamente y en estos casos
se opta por el reemplazamiento de las valvulas por otras prostéticas que pueden ser mecanicas o
bioldgicas. La lesion valvular mas frecuente y que a su vez es la mayor causa de reemplazamiento es
la calcificacion de la valvula aortica, aunque también se debe considerar la calcificacion del anillo

mitral [FARZANEH-FAR 2001]-

Valvula
tricuspide

Valvula
mitral

Valvula Vilvul
i S alvula . .
tricuspide Valvula Valvula

pulmonar i
adrtica pulmonar

Figura 3.4. llustracion de las valvulas cardiacas.

3.1.1. CALCIFICACION EN LA VALVULA AORTICA

En la estructura de la valvula aortica se pueden distinguir tres capas: la capa fibrosa, la capa

espongiosa y la capa ventricularis (Figura 3.5).

La capa fibrosa esta constituida principalmente por fibras de colageno empaquetadas de manera
densa que se disponen circunferencialmente otorgando a la estructura una mayor rigidez en la

direccion circular que en la radial. En su parte mas externa, una matriz de elastina rodea al
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colageno. Esta capa confiere a la valvula la resistencia y rigidez necesarias para mantener la

estructura durante el movimiento ciclico valvular (sistole-diastole).

La capa espongiosa es la capa central y esta compuesta por
colageno y abundantes proteoglicanos. Esta capa absorbe o
amortigua los cambios mecanicos entre la capa fibrosa y la

ventricularis durante el movimiento ciclico valvular.

La capa ventricularis, menos ordenada que la fibrosa, esta
constituida principalmente por colageno con fibras elasticas
alineadas radialmente. Esta capa es menos rigida que Ia

espongiosa y se estira en la diastole y se contrae en la sistole.

La calcificacion de la valvula aértica es un proceso muy comun
que ocurre en el 53% de las personas entre 55 y 86 anos cou
20071- Desde la década de los 90, se han establecido numerosas
similitudes en el mecanismo de formacion y los factores de riesgo
entre la calcificacion aortica valvular y la calcificacidon en la placa

aterosclerdtica (Tabla 3.0) [oBren 1996; om0 19941 ASi, estudios

histopatologicos indican que la calcificacion se inicia con la

formacion de una lesion que tiene mucho en comun con las

Ventricularis

Espongiosa

Fibrosa

DIASTOLE

SISTOLE

Figura 3.5. llustracion de la estructura
de la valvula aortica.

etapas iniciales de la placa aterosclerodtica, ya que implica una disfuncion endotelial, la posterior

infiltracion y deposicion de lipoproteinas y la participacion de células inflamatorias (macrofagos,

células espumosas y liNfocitos T) (rreeman 2007; Orro 1994]-

Tabla 3.I. Comparacion entre la calcificacion en la valvula adrtica y en la placa aterosclerotica (rreeman 2005; cowui 2005]-

Pla eroscleré
Factores de riesgo
Hipertension ++ 4+
LDL elevado + 44+
Diabetes mellitus +++ +
Tabaco R
Disfuncion renal +++ +
Histopatologia
Calcificacion + 4+ +
Acumulacion de lipoproteina ++++
Oxidacion lipidica +++ +
Inflamacion +4+ 4+
Marcadores inflamatorios ++
Tipo de célula prominente Células del musculo liso

+++

+++

+++

++++

++++

++++

++++

++++

+

Fibroblastos
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La calcificacion de la valvula aortica suele iniciarse en la capa fibrosa de las cuspides, en aquellas
areas de deformacion tisular maxima durante sistole-diastole [scioen 1999)- INiCialmente, presenta una
morfologia puntual y difusa en forma de pequefios agregados cristalinos de fosfato calcico y a
medida que la calcificacion progresa, estos agregados se vuelven mas grandes y compactos.

También, cuando la calcificacion es muy extensa, se ha llegado a observar matriz 6sea |monier 2001;

O’BRIEN 1995]-

3.1.2. CALCIFICACION EN EL ANILLO MITRAL

La calcificacion del anillo mitral es un proceso degenerativo que se da en la capa fibrosa de la base
de la valvula mitral |ap: 20013- Al igual que la calcificacion en la valvula adrtica, la incidencia de este
tipo de calcificacion esta fuertemente ligada al envejecimiento [ruuerson 1979; e 1965 Y @lgunos estudios
establecen una asociacion entre el mecanismo de formacién y los factores de riesgo de la
calcificacion del anillo mitral y la aterosclerosis (p.e., hipertension, diabetes e hiperlipidemia) goon 1997;
Fink 2001]- La calcificacion del anillo mitral suele ir siempre acompanada de calcificacion de la valvula
aortica. Sin embargo, de todos los casos de calcificacion de valvula aodrtica, soélo el 50%

aproximadamente presentan también calcificacion en el anillo mitral sz, 1965

3.2. CALCIFICACION EN LAS VALVULAS BIOPROSTETICAS

Existen dos tipos de valvulas prostéticas: las valvulas mecanicas y las valvulas bioprostéticas (Figura

36) [GRUNKEMEIER 1990; JORGE-HERRERO 2005]-

Las valvulas mecanicas estan fabricadas de materiales no bioldgicos (p.e, polimeros, metales,
compuestos ceramicos). Estas valvulas poseen una larga durabilidad y satisfactorias caracteristicas
hemodinamicas. Sin embargo, son trombogeénicas por lo que requieren una terapia anticoagulante

de por vida (Figura 3.6A).

Las valvulas bioprostéticas estan fabricadas, al menos en parte,

s ™
A
de tejido biologico (principalmente valvulas de cerdo o
pericardio bovino fijados con glutaraldehido). Estas valvulas t A _"_}
ey B it
presentan mejores propiedades hemodinamicas y L = - )

tromboresistentes que las mecanicas y por ello, al contrario que
las mecanicas, no estan asociada a terapias anticoagulantes de

pOr vida [joreeHerrero 2005 SIN embargo, las valvulas bioprostéticas

tienen una durabilidad limitada debido, principalmente, a la

degradacion y calcificacion de los tejidos (Figura 3.6B) scuoen 1999)- Figura 3.6. llustracion de valvulas
prostéticas: A. valvulas mecanicas. B.

: . . . . valvulas bioprostéticas.
El porcentaje de uso de las valvulas mecanicas y bioprostéticas P

esta bastante igualado. Las valvulas bioprostéticas se utilizan, como norma general, en pacientes

mayores de 65 anos mientras que las mecanicas se usan en los mas jJOVeNes (couw 2007}
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Aproximadamente el 30% de los pacientes con valvulas bioprostéticas necesitan el
reemplazamiento de ésta por otra en menos de 10 afN0S [FaranenFar, 2001, SIENAO la calcificacion la

mayor causa de fallo [SCHOEN 1992; VYAVAHARE 1997]-

En el mecanismo de calcificacion de las valvulas bioprostéticas es importante considerar los
tratamientos de fijacion a los cuales son sometidos los tejidos bioldgicos utilizados para fabricar las
valvulas bioprostéticas (valvulas de cerdo, pericardio bovino) a fin de preservarlos. El glutaraldehido
(1,5-pentanodial) es el producto mas usado en estos tratamientos de fijacion. Los grupos aldehido
del glutaraldehido reaccionan con las aminas de las proteinas (Figura 3.7) formando un complejo
resistente a la degradacion (Base de Schiff). Es interesante considerar que la fijacion con
glutaraldehido impide la vida de las células que constituyen la valvula, con lo que parece ser que la
muerte celular juega un papel promotor crucial en el acelerado proceso de caicificacion en este tipo

de valvulas [JORGE-HERRERO 2005]-

Proteina Proteina Proteina Proteina

N % \ §
H/N\H OH\‘\*O/G(\G/\G 0"’// /JN\ I::>> C/\‘/\““C/N

A & VAN
! ) H' |
.
N R—N—H
N K=t | HO B\ .,
=0 - RK—NH; H— cl* O H—Cl?—oH / =N—TFK
R R R R
Aldehido Amina Hemiaminal Imina {(Base de Schiff)

Figura 3.7. Mecanismo de reaccion entre las proteinas del tejido y el glutaraldehido.

Otro factor interesante a considerar es la edad. Diversos estudios indican que las valvulas
bioprostéticas calcifican mas rapidamente en los pacientes mas jovenes que en los ancianos, por lo
que parece ser que el sistema inmunitario también tiene un papel importante en este mecanismo
de calcificacion. Asi, una posible razén por la cual las valvulas de los pacientes mas jovenes se
degradan y calcifican mas rapidamente es que poseen una respuesta inmunitaria mas agresiva
[HumAN 2001; SIMIONESCU 2004]-

En cuanto a la morfologia y situacion de la calcificacion en las valvulas bioprostéticas, al igual que
en las nativas, tiene lugar mas facilmente en aquellas regiones de las cuspides de maxima flexion y

se presenta en forma de depdsitos calcificados con menor relacion Ca/P, menor cristalinidad y

mayor solubilidad que en las valvulas nativas jrowazc 1995)-
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4. FACTORES ETIOLOGICOS IMPLICADOS EN LAS CALCIFICACIONES

CARDIOVASCULARES

Las calcificaciones cardiovasculares, al igual que cualquier proceso patoldgico de cristalizacion, son
consecuencia del desequilibrio entre tres grandes grupos de factores: la sobresaturacion, los
promotores y los inhibidores |grases 2005 SiN embargo, ademas de estos tres aspectos, debemos
considerar otro grupo de factores: las proteinas implicadas en la calcificacion, ya que existen una
serie de proteinas presentes en los tejidos y en los fluidos de los mamiferos que han demostrado
participar activamente en el proceso de calcificacion y cuyo mecanismo de accion todavia presenta

cierta discusion.

4.1. SOBRESATURACION

Un sistema esta sobresaturado respecto a un soluto cuando lo contiene en cantidades superiores a
la establecida por el producto de solubilidad. Si consideramos el pH y las concentraciones
plasmaticas de calcio y fosfato, observamos que el plasma sanguineo siempre esta sobresaturado
con respecto al fosfato calcico, siendo solo una cuestion cinética (periodo de inducciéon) que acabe

por formarse el correspondiente solido (geeie 2001]-

Varios estudios han demostrado la importancia de la sobresaturacion en la formacion de
calcificaciones cardiovasculares. Estos estudios establecen una relacidon directa entre la
hiperfosfatemia (concentraciones séricas de fosfatos mayores de 1.0 -1.5 mmol/L) y la extension de
la calcificacion cardiovascular y las enfermedades vasculares [jono 2000 Una de las causas mas
comunes de hiperfosfatemia es la insuficiencia renal cronica y la posterior dialisis renal, en la que los

niveles séricos de fosfato inorganico pueden superar valores de 2 mmol/L.

4.2. PROMOTORES DE LA CALCIFICACION

El principal motivo por el cual el plasma sanguineo, a pesar de estar sobresaturado con respecto al
fosfato calcico, permanece metaestable en disolucion es porque el periodo de induccion es muy
elevado debido a que la etapa de nucleacion esta cinéticamente desfavorecida [kowso 2000 SiN
embargo, existen determinadas sustancias solidas, los nucleantes heterogéneos o promotores de la
calcificacion, que son capaces de actuar como nucleo a partir del cual se pueda constituir el futuro
deposito calcificado y de esta manera, disminuyen el periodo de induccion y facilitan la formacion
de la calcificacion. Algunos autores han indicado la capacidad para actuar como nucleantes
heterogéneos de algunas sustancias presentes en los tejidos cardiovasculares (como el colageno, la
elastina, los fosfolipidos, los glicosaminoglicanos, las vesiculas de matriz y las membranas
mitocondriales) [romazc 20011 Y que €l hecho de que estas sustancias puedan actuar como promotoras
de la calcificacion se debe a que previamente se ha producido algun tipo de lesion celular, muerte
celular y/O apOPtOSIS [Farzanen-Far 2001; Prouoroor 2001g- EN oS  tejidos, la relacion de calcio
extracelular/intracelular es superior a 1000. Esta relaciéon disminuye cuando la célula sufre una

lesion, la bomba Ca/Na falla y, en consecuencia, se produce una acumulacion incontrolada de
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calcio en la célula. Asi, este aumento de la concentracion de calcio junto con la elevada
concentracion intracelular de fosfato y el gran exceso de ATP (el cual es capaz de proporcionar mas
fosfato) puede conducir a una nucleacion rapida con la posterior formacion de fosfatos calcicos,

especialmente sobre los fragmentos celulares disponibles [romazc 2001)-

4.3. INHIBIDORES DE LA CALCIFICACION

Los inhibidores de la calcificacion son sustancias que dificultan o impiden el desarrollo de cristales
calcicos por adsorcion sobre el nucleo o las caras de los cristales en formacion. Pueden actuar tanto
a nivel de nucleacion (adsorbiéndose sobre el nucleo homogéneo o heterogéneo en formacion),
como de crecimiento cristalino (adsorbiéndose sobre las caras del cristal en formacion) e incluso en
ambos procesos a la vez (rases 2000- Algunos inhibidores de la cristalizacion de sales calcicas, como el
pirofosfato y los bisfosfonatos, han demostrado poseer un efecto inhibidor en las calcificaciones

cardiovasculares evitando o dificultando la formacion de depositos de fosfato calCico (geviacaua 2005;

LoMMASHVILI 2004; PRICE 2001A; PRrICE 20018]-

4.3.1. PIROFOSFATO
» Caracteristicas generales

Tal y como se ha indicado en el capitulo anterior, el
pirofosfato (Figura 3.8) es un constituyente natural de _ /|| O
SaNgre [riescs 19624 Y ONNA [Fiescq 196251 qUE a nivel celular, se C\) [+ J— 0 /"/;; \
genera como producto de numerosas reacciones _O’;/// Q
metabolicas y se degrada a fosfato inorganico por accion \ || /

de enzimas especificas [russe 2006; Terkeaus 2001]- O

» Funcion en el proceso de calcificacion Figura 3.8. Estructura de la molécula de pirofosfato.

Desde la década de los 60, diversos estudios han demostrado que el pirofosfato inhibe la
cristalizacion y disolucion de sales calcicas (como la hidroxiapatita) en concentraciones similares a
las que se encuentran en el plasma {IO'6 M) [Fieisct 1961; Fieiscn 1966; Mever 1984 ASI, algunos autores han
demostrado que inhibe la formacion de calcificacion aortica en ratas a las cuales se les suministro
grandes dosis de vitamina D (rescr 1965: scrisier 1968 Otros que la destruccion del pirofosfato por parte
de la pirofosfatasa, una enzima que se encuentra en altas concentraciones en lugares calcificados
[DuLce 1960; Fieisc 19624, TaCIlIta el proceso de calcificacion rescq 1965 Y €N humanos, se ha establecido una

relacion directa entre niveles bajos de pirofosfato en plasma y una calcificacion arterial extensa ryrscy
2001]-

Sin embargo, a pesar de que el pirofosfato tiene un papel muy importante en la prevencion de
calcificaciones patologicas, estudios “in vivo” desvelaron que el aporte exdgeno de pirofosfato tan
solo tiene efecto inhibidor sobre la calcificacion cuando éste es inyectado ya que, por

administracion oral, el pirofosfato es hidrolizado en el tracto gastrointestinal y en consecuencia, no
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presenta accion inhibidora. Este hecho llevd a estudiar compuestos andalogos que tuvieran
caracteristicas fisicoquimicas similares al pirofosfato y que ademas fueran resistentes a la hidrolisis y

no fueran degradados metabdlicamente.

4.3.2. BISFOSFONATOS
» Caracteristicas generales

Los bisfosfonatos son compuestos sintéticos con propiedades inhibidoras de la cristalizacion y
disolucién de sales calcicas analogas a las del pirofosfato y que, a diferencia de éste, no sufren
hidrdlisis enzimatica cuando son administrados oralmente |(russen 1970 L@ estructura de los
bisfosfonatos (Figura 3.9) presenta dos grupos fosfonato unidos a un carbono central (geminal) y

dos cadenas adicionales, R; y R;.

R1 Bisfosfonato | R, R,
0 0 -
| | | | Etidronate -OH -CH,
0—P c P O | Clodronate -Cl =l
| ‘ | Tiludronate -H -5-{{-Cl
() R () Pamidronate | -0OH -CH,-CH-NH,
z ;
Meridronate =0H =(CH_) -MH
2's 2
Clpadronate -0 —|:CH2:|2N[CI-13]2
Figura 3.9. Estructura de los bisfosfonatos | Alendronate -0H -I:":"'|i,:lj-f\l|'|2
(BPs). Los BPs pueden dividirse en: BPs que CH
no contienen N en su estructura Ibandronats -OH SCH-CH M il 3
(etidronato, clodronato y tiludronato) y los R N&H (CH,),-CH,
BPs que si contiene N en su estructura, Ricadranate -OH N
denominados aminobisfosfonatos w4
(pamidronato, neridronato, olpadronato, - ; ~ e
alendronato, ibandronato, risedronato y Zoledronate OH "”--m_“'“r\lv:,_rH
zoledronato).

La disposicion de las dos cadenas laterales permite numerosas sustituciones y posibilita el desarrollo
de analogos con diferentes propiedades farmacologicas. Asi, Ia capacidad de los bisfosfonatos para
unirse a los cristales de hidroxiapatita y prevenir el crecimiento y la disolucion del cristal aumenta
cuando el sustituyente R; es un grupo hidroxilo (como en el etidronato) en lugar de un halégeno o

un hidrégeno (como el clodronato y el tiludronato, respectivamente).

En cuanto al sustituyente R, la introduccion de compuestos nitrogenados aumenta su accion, de
manera que los bisfosfonatos con una amina primaria (alendronato, pamidronato y neridronato)
son mas potentes que el etidronato (entre 10 y 1000 veces) pero menos que los que contienen una
amina terciaria (ibandronato y olpadronato) vuensauer 1991; Pararoutos 198g)- SiN €mbargo, los bisfosfonatos

mas potentes son los que contienen un anillo heterociclico con un N (risedronato y zoledronato),
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los cuales han demostrado tener una accion de unas 10000 veces superior a la del etidronato (goa

1998; GREEN 1994]-

Los bifosfonatos fueron sintetizados por primera vez en 1800 aunque su aplicaciéon en medicina no
empezo hasta 1960 [russew 2006)- EN 1971 €l etidronato fue el primer bisfosfonato que demostro inhibir
la resorcion osea en humanos cuando se administraba a pacientes con la enfermedad de Paget sy
1971)- Actualmente en Europa, nueve Dbisfosfonatos se emplean clinicamente en humanos:
etidronato, alendronato y risedronato son usados en tratamientos posmenopausicos de la
osteoporosis; clodronato, pamidronato, ibandronato y zoledronato para la hipercalcemia y para la

metastasis osteolitica del hueso; y tiludronato, neridronato y risedronato en la enfermedad de Paget

[BEVILACQUA 2006]-

La farmacologia clinica de los bisfosfonatos esta caracterizada por una absorcion intestinal baja y
una localizacion y una retencién altamente selectiva en los huesos. La absorcion de los
bisfosfonatos administrados por via oral es menor al 5% y su vida media es de pocas horas. Estos
compuestos deben tomarse en ayunas porque de lo contrario, su absorcion disminuye. De la
fraccion absorbida el 60% como maximo, queda absorbida en los huesos y el resto, es excretada sin
ninguna alteracion por la orina. Asi, para la inhibicion de la resorcion Osea se necesitan

concentraciones mas bajas que para la inhibicion de la calcificacion (russew 2006)-
» Funcion en el proceso de calcificacion

Los bisfosfonatos han demostrado inhibir la calcificacion en muchos tejidos blandos como la piel, el
rinodn, los vasos sanguineos y las valvulas cardiacas [riescy 1970; Levy 1987; Price 20014; Price 20018; RosensLum 1977)- El
etidronato, el clodronato y otros bisfosfonatos de primera generacion han demostrado inhibir la
calcificacion arterial inducida con vitamina D en ratas. Sin embargo la dosis necesaria para la cual
los bisfosfonatos inhiben dicha calcificacion es superior a 5 mg P - kg" - dia” y en estas dosis, se
produce también la inhibicién de la mineralizacién normal de tejidos como el hueso y el cartilago
[FRANCIS 1969; FLEISCH 1970; KING 197 1; KINGMA 1990; POTOKAR 1978; ROSENBLUM 1977]- Estudios actuales en ratas han demostrado
que el alendronato y el ibandronato son capaces de inhibir la calcificacion arterial en dosis
comparables a las que inhiben la resorcion del hueso (0.05y 0.10 mg P - kg" ~dia”, respectivamente)
y con las que no tiene lugar ningun efecto negativo en la mineralizacion normal (puce 20014 NO S€ ha
observado inhibicion de la mineralizacion normal del hueso por parte del ibandronato y el

. -1 -1
alendronato en dosisde 1 mg P-Kg " - dia  munsauer 1991; ScHenk 1986)-

En humanos, el etidronato, ha sido usado por via oral para impedir o dificultar la calcificacion
patologica y osificacion en enfermedades como la litiasis renal, después de una lesion en la columna
vertebral o de un transplante de cadera. Sin embargo, los resultados obtenidos no han sido muy
esperanzadores ya que, en las dosis para las cuales inhibe la mineralizacion normal del hueso, los
efectos del etidronato sobre la calcificacion patologica no son relevantes (resc 1995 Mejores efectos
se obtuvieron con aplicaciones topicas para prevenir calculos dentales muuemann 1970; sturzenseraer 1971] Yo

actualmente, en algunos paises se comercializan dentifricos con bisfosfonatos.
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4.4. PROTEINAS IMPLICADAS EN EL PROCESO DE LA CALCIFICACION

Algunas proteinas que se encuentran presentes en tejidos y fluidos de mamiferos han demostrado
estar implicadas en el proceso de calcificacion. Por ello, algunos autores apuntan que la calcificacion
cardiovascular es, al menos en parte, un proceso activo que esta asociado a la expresion de toda
una serie de proteinas. Actualmente son muchas las proteinas que se han descrito e identificado
con una potencial participacion en el proceso de calcificacion, entre ellas encontramos la proteina
Gla de matriz, la osteocalcina, la fetuina-A, la osteopontina y la osteoprotegerina. Diversos estudios
“in vitro” han asignado a muchas de estas proteinas un papel como inhibidores o promotores de la
formacion de la hidroxiapatita, aunque las concentraciones de calcio, fosfato y de la propia proteina
que utilizan dichos estudios no son fisiologicas por lo que se hace muy dificil extrapolar los
resultados obtenidos a la realidad a fin de encontrar conclusiones generalizables sobre su funcion

inhibidora o promotora en el proceso de calcificacion [Hunrer 1996; Rowsers 1986; Sitvervan 2004

4.4.1. PROTEINA GLA DE MATRIZ
» Caracteristicas generales

La proteina Gla de matriz (MGP) es una proteina con un peso molecular de 14 kDa que forma parte

de la familia de proteinas N-terminal-y-carboxiladas.

La funcionalidad de la MGP depende de la y-carboxilacidn de sus residuos de acido glutamico,
proceso que tiene lugar por la accion de una carboxilasa que utiliza como cofactor la vitamina K,

por lo que la MGP es una proteina K-dependiente (Figura 3.10).

CO‘; + Og
#

(;J*H? Vitamin K (];H?

CH, HC—COOH

l |

COOH COOH

Acido Acido

glutamico ¥ - carboxiglutamico

Figura 3.10. Esquema de la y-carboxilacion de los
residuos de acido glutamico. Este proceso tiene lugar
por la accion de una carboxilasa que utiliza como
cofactor la vitamina K.

Esta proteina esta presente en el cartilago [Loeser 1992, 18 Matriz 0se€a |auschca 1989 Y 1@ pared arterial
[wawn 1999] Y SU concentracion plasmatica es aproximadamente 20 - 100 pg/L coen 2006 EN l0s vasos
sanguineos, parece ser que la MGP es expresada predominantemente por celulas del musculo liso
en la tunica media y por macrofagos, células del musculo liso y células endoteliales en la tunica

intima [SHANAHAN 1994]-
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» Funcioén en el proceso de calcificacion

Se ha demostrado que los ratones deficientes en MGP (MGP -/-) presentan severas calcificaciones de
la tunica media de la aorta y fallecen a los pocas semanas después de nacer. En estos ratones se
observo que las células del musculo liso vascular perdian sus caracteristicas, evolucionando a células
tipo condrocito, con una posterior formacion de cartilago e incluso tejido osificado [1yo 1997;- A pesar
de que el mecanismo de actuacion esta bajo investigacion, algunos autores defienden que la MGP
bloquea las propiedades osteoinductivas de la BMP-2 (Bone morphogenetic protein-2) y en
consecuencia, la MGP actua en las calcificaciones cardiovasculares inhibiendo la funcionalidad de la

BMP-2 en lugar de la cristalizacion de hidroxiapatita [zessouns 2002)-

4.4.2. OSTEOCALCINA
» Caracteristicas generales

La osteocalcina (bone-Gla-protein) se encuentra casi
exclusivamente en el hueso y es la proteina no colagenosa
del hueso mas abundante, representando por encima del

26% de las mismas. Posee un peso molecular de

aproximadamente 5.8 kDa y esta constituida por 49 3 29
aminoacidos entre los cuales se encuentran 3 residuos del

acido y-carboxiglutamico (Gla), es también una proteina K- DD
dependiente (Figura 3.11). Figura 3.11. Diagrama de la estructura

secundaria de la osteocalcina. Los

. . . . . residuos Gla se encuentran en la posicion
La osteocalcina es sintetizada casi exclusivamente por los 17, 21 y 24 y el puente disulfuro estd

-, . resente entre los residuos 23y 29.
osteoblastos durante la formacion del hueso y, después de P Y
su produccion, la mayor parte se incorpora a la matriz 6sea y una pequena fraccion se libera al
torrente sanguiNeo [Gunosers 1984; Hauschka 1989)- L& concentracion plasmatica de osteopontina oscila entre

10y 40 pg/L [POWER 1991]-

» Funcioén en el proceso de calcificacion

Diversos estudios han demostrado que la concentracion circulante de osteocalcina es un buen
marcador de la diferenciacion osteoblastica y por tanto, de la formacion del hueso [syemor 2003 EN
humanos, se ha demostrado la presencia de osteocalcina en calcificaciones patologicas de placas
aterosclerdticas y valvulas aorticas 1. 1983 También se ha demostrado que ratones genéticamente
modificados deficientes en osteocalcina, a pesar de que en el nacimiento presentan propiedades
oseas normales, con la edad desarrollan un fenotipo caracterizado por un aumento de la masa y
densidad o6sea. Ademas, estudios histomorfomeétricos efectuados antes y después de realizar una
ovariectomia a las ratas deficientes en osteopontina, indican que la ausencia de osteocalcina
conduce a un aumento de la formacion del hueso sin danar la resorcion 6sea. En cuanto a sus

arterias, éstas fueron aparentemente normales |pycy 199¢)-
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4.4.3. FETUINA-A
» Caracteristicas generales

La fetuina-A (a2-Schmid Heremans glycoprotein) es una
glicoproteina con un peso molecular de aproximadamente
60 kDa que se produce en el higado y cuya concentracion
sérica normal esta comprendida entre 0.5 - 1 g/L (Figura
3.12).

» Funcion en el proceso de calcificacion

Algunos autores han indicado que esta proteina limita la
formacion y la expansion de los cristales de hidroxiapatita y

que esta accion inhibidora se debe, al menos en parte, a la

formacion transitoria de una complejo esférico coloidal

Figura 3.12. Estructura de la Fetuina-A

soluble de fetuina-A, calcio y fosfato (s 2003 De esta ~ donde se pueden apreciar en color CPK los
amonacidos con grupos carboxilo libres

manera, estos complejos solubles sirven para transportar y  (acido aspartico y acido glutamico).

eliminar los depositos insolubles de fosfato calcico que se han formado en tejidos blandos
(calcificacion patoldgica). También, en ratas tratadas con etidronato, se ha observado la formacion
de un complejo soluble (analogo al anterior) de fosfato calcico, fetuina-A y proteina Gla de matriz
[Prce 2002 EStudios “in vivo” han demostrado que ratones deficientes en fetuina-A (fetuin-A -/-)
desarrollan considerables calcificaciones patologicas en corazon, pulmon, piel y rindn aunque no
desarrollan calcificacion arterial [scarer 2003; schuerer 2007 Otros estudios en humanos, han establecido
una relacidon entre las calcificaciones coronarias y aorticas con bajas concentraciones séricas de
fetuina-A que se dan en pacientes dializados Kerreier 2003; Ooawan 2005 AlgUNOs autores han observado
alrededor de las calcificaciones vasculares depositos de fetuina-A con una buena correlacion con el

grado de calcificacion voe 2005;-

4.4.4. OSTEOPONTINA
» Caracteristicas generales

La osteopontina (bone sialoprotein 1) es una glicoproteina altamente fosforilada constituida por
unos 300 aminoacidos de los cuales un 30-36% aproximadamente presentan grupos carboxilo
libres (acidos aspartico o acido glutamico) cuyo peso molecular varia entre 45 y 70 kDa como
resultado de modificaciones postranslacionales. La osteopontina es una de las proteinas oseas
extracelulares no colagenosas mas importantes e interviene en importantes interacciones célula-
matriz y célula-célula. Esta proteina es expresada por preosteoblastos, osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos. Considerando las calcificaciones cardiovasculares, se ha demostrado que es altamente
expresada por los macrofagos en la capa intima de las arterias, aunque también es expresada por
las células del musculo liso tanto en la tunica media como en la iNtima (oeren 1994; SHanaHAN 1999]-
También se ha demostrado su presencia sobre valvulas bioprostéticas de cerdo con calcificacion sy

1997]- SU concentracion plasmatica normal suele estar comprendida entre 25 — 600 Ug/L (gracora 2004]-
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» Funcioén en el proceso de calcificacion

Esta proteina osea extracelular no colagenosa tiene capacidad para unirse a las integrinas,
incluyendo la o,Bs-integrina, que es la mas importante en la superficie celular osteoclastica jgravauiese
2003)- Las integrinas son cruciales para la migracion de los osteoclastos a los lugares de resorcion y el
posterior acoplamiento al hueso (Gravauese 2003 ASi, €s posible que la osteopontina interaccione
fuertemente con el calcio de la hidroxiapatita, marcandola para que posteriormente los osteoclastos
la reconozcan mediante la integrina especifica, permitiendo de esta forma el proceso de resorcion

de la calcificacion por parte del osteoclasto (Figura 3.13) jreworr 1990]-

<&@ >pre-osteoclastos II) - osteopontina
QF: u.,_,ﬁ 3—I|rtegrina

N

osteoblasto

osteoclasto

Matriz osea mineralizada

Figura 3.13. llustracion del mecanismo de accion de la osteopontina.
La osteopontina unida a la hidroxiapatita interacciona con la o,fs-
integrina de los osteoclastos y de esta forma, permite el proceso de
resorcion de la calcificacion por parte del osteoclasto.

Los estudios realizados en ratones hembra ovariectomizados transgénicos han demostrado que los
ratones que No expresan osteopontina presentan una reduccion de la masa osea de solo un 10%,
mientras que los ratones normales sufren una reduccion del 60% |yosumace 1999 Otros estudios han
indicado que ratones deficientes en osteopontina poseen de 5 a 10 veces mas cantidad de pre-
osteoclastos en el bazo y en la médula 6sea. Por tanto, puede que la osteopontina tenga un papel
clave en la funcion de los osteoclastos rmne 1995 EN cuanto a la caicificacion cardiovascular,
algunos autores sefalan que ratones deficientes en osteopontina y proteina Gla de matriz
presentan una mayor calcificacion arterial que aquellos que son deficientes solo en proteina Gla de
Matriz [seeer 2002- Otros han demostrado que ratones deficientes en osteopontina presentan una
mayor calcificacion sobre fragmentos de valvula bioprostética implantados previamente

subdérmicamente que los ratones normales.

Asi, parece ser que la osteopontina, mediante el marcaje de la hidroxiapatita y posterior interaccion
con los osteoclastos, no protege contra la osteoporosis pero si tiene un papel protector en el

proceso de calcificacion cardiovascular.
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4.4.5.OSTEOPROTEGERINA
» Caracteristicas generales

La osteoprotegerina (factor inhibidor de la osteoclastogenesis, OCIF) es una citoquina que forma
parte de la superfamilia de receptores del TNF (tumor necrosis factor]. Es una glicoproteina
compuesta por 401 aminoacidos que posee un peso molecular de 60 kDa si se encuentra como
monomero, o de 120 kDa si se encuentra como dimero unido por puentes disulfuro (sc.oser 20025 SU

concentracion plasmatica es 1-2 ug/L, aproximadamente nyosen 2007]-
» Funcién en el proceso de calcificacion

La osteoprotegerina (OPG) ha demostrado “in vivo” e “in vitro” inhibir la diferenciacion y activacion
de los osteoclastos ademas de estimular su apoptosis, mientras que el ligando de la
osteoprotegerina (OPG-L o RANKL) ha manifestado poseer funciones antagonicas. La OPG-L o
RANKL es un ligando transmembrana expresado en los osteoblastos que se une a los
preosteoclastos mediante el receptor especifico RANK (receptor activator of nuclear factor-kB)
activandolos y diferenciandolos a osteoclastos. A su vez, la osteoprotegerina puede unirse con el
RANKL e inhibir la osteoclastogénesis. De esta manera, la OPG y RANK compiten para unirse con el
RANKL creandose un sistema OPG/RANKL que es clave para la regulacion de la osteoclastogenésis

(Figura 3.1 4) [BovLE 2003]-

Diferenciacién
Pre-osteoclasto e Osteoclasto
—
RANK
OPG

RANKL

RESORCION
Osteoblasto OSEA

Figura 3.14. llustracion del mecanismo de accion de la osteoprotegerina: sistema OPG/RANKL. La
osteoprotegerina y el receptor RANK compiten por la union con el ligando RANK-L y de esta
manera, se regula la osteoclastogénesis.

Algunos estudios han indicado que ratones transgénicos con una sobrexpresion de
osteoprotegerina en el higado presentan altos niveles plasmaticos de esta proteina y un marcado
aumento de la densidad Osea (OSteOpetrosis) swoner 19977 Otros, que ratones deficientes en
osteoprotegerina (OPG -/-) presentan una importante osteoporosis (debido al aumento del numero
de osteoclastos) junto con calcificacion en la capa media de la aorta y de las arterias renales gycay
1998; Ora 2006]- ESta situacion es similar a la asociacion entre la pérdida de masa osea y la calcificacion
arterial en los sujetos de edad avanzada. Una posible explicacion a esta paradoja seria que la
disminucion de osteoprotegerina provoca un aumento de la resorcion 6sea debido el incremento
del numero de osteoclastos en el tejido 6seo y, en consecuencia, se produce una elevacion de la
sobresaturacion plasmatica con respecto al fosfato calcico facilitando la formacion de calcificaciones

patologicas.
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CAPITULO 3. FACTORES IMPLICADOS EN LOS MECANISMOS DE FORMACION DE LAS CALCIFICACIONES CARDIOVASCULARES

En este capitulo de la tesis se han estudiado los mecanismos de formacion de las calcificaciones
cardiovasculares asi como el efecto de diferentes inhibidores de la cristalizacion sobre dicho proceso

a través de cinco trabajos diferentes:

ARTICULO ORIGINAL 3.1. Un trabajo “in vitro” que permite estudiar las calcificaciones de las
valvulas bioprostéticas de pericardio bovino asi como el efecto de diferentes inhibidores de
la cristalizacion sobre este tipo de calcificacion. En este trabajo se desarrollé un sistema en
flujo donde fragmentos de pericardio bovino fijados con glutaraldehido se encuentran
ubicados en camaras a través de las cuales circula un fluido artificial de composicion idnica

similar a la sangre.

ARTICULO ORIGINAL 3.2. Un estudio “in vivo” en animales de experimentacion que permite
estudiar la formacion de las calcificaciones patoldgicas asi como el papel del fitato y la
osteopontina en dicho proceso. En este estudio, dos grupos de ratas (uno alimentado con
una dieta con fitato y el otro alimentado con una dieta sin fitato) fueron sometidos a un
tratamiento inductor de la calcinosis mediante inyecciones subcutaneas de permanganato
en la region interescapular. Después de 2, 5, 8 y 10 dias desde el tratamiento inductor a la
calcinosis, cuatro ratas de cada grupo fueron sacrificadas para realizar las determinaciones

correspondientes en los tejidos lesionados.

ARTICULO ORIGINAL 3.3. Un trabajo “in vivo” en animales de experimentacion a fin de evaluar
el efecto del fitato y el etidronato como inhibidor de las calcificaciones aorticas y cardiacas.
En este estudio se establecieron tres grupos de 6 ratas: un grupo control (no sujeto a
tratamiento inductor de la calcinosis), un grupo no tratado (sujeto a tratamiento inductor
de la calcinosis) y un grupo tratado con fitato (sujeto a un tratamiento inductor de la
calcinosis y a un tratamiento tépico diario de 4 g de crema con un 2% de fitato en forma de
sal potasica). El tratamiento inductor consistia en vitamina D (1 inyeccion intramuscular de
300000 IU/kg) y nicotina (2 administraciones orales de 25 mg/kg). Después de 60 horas
desde el tratamiento inductor, todas las ratas fueron sacrificadas para realizar las

determinaciones correspondientes en orina, aorta y corazon.

ARTICULO ORIGINAL 3.4: Un trabajo “in vivo” en animales de experimentacion a fin evaluar y
comparar la capacidad del fitato y el etidronato para actuar como inhibidores de las
calcificaciones adrticas y cardiacas asi como el efecto de distintos tratamientos inductores
de la calcificacion. Para ello, se establecieron tres grupos de ratas: un grupo placebo, un
grupo tratado con fitato (administrado por via subcutanea en dosis de 0.825 pmol/kgdia) y
un grupo tratado con etidronato (administrado por via subcutanea en dosis de 0.825
pumol/kgdia). En este estudio, todos los animales fueron sometidos a un tratamiento
inductor a la calcinosis consistente en 3 inyecciones subcutaneas de 500000 IU/kg de
vitamina D. Después de 96 horas desde el tratamiento inductor, todas las ratas fueron

sacrificadas para realizar las determinaciones correspondientes en aorta y corazon.
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ARTICULO ORIGINAL 3.5: Un trabajo “in vivo” en animales de experimentacion a fin estudiar y
evaluar el efecto del fitato sobre las calcificaciones cardiovasculares ligadas al
envejecimiento. Para ello, cuatro grupos de ratas de 10 semanas fueron alimentados con
cuatro dietas diferentes (dos de ellas sin fitato y dos de ellas con un 1% de fitato) y a la edad
de 76 semanas todas las ratas fueron sacrificadas para realizar las determinaciones

correspondientes en diferentes érganos y tejidos.
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EJ fitato inhibe la calcificacion de pericardio
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Abstract

Objective: The present study examined the inhibitory effects of pyrophosphate, etidronate, and phytate on bovine pericardium
calcification in vitro. Methods: Bovine pericardium was glutaraldehyde fixed and then placed in a flow chamber in the presence of a
synthetic physiological fluid alone (control) or the fluid plus various concentrations of pyrophosphate, etidronate, or phytate. Following
a 96-h incubation, fragments were removed and assayed for calcification by measuring calcium and phosphorus levels. Results: The
data indicated that both pyrophosphate and etidronate at 1 -mg/l (5.75 and 4.95 pM, respectively) inhibited bovine pericardium
calcification, whereas neither agent had an effect at 0.5 mg/l (2.87 and 2.47 pM, respectively). Phytate was the most potent inhibitor
of calcification, and the effects of this agent were apparent at levels as low as 0.25 mg/l (0.39 uM). Conclusions: While
pyrophosphate, etidronate, and phytate were all able to inhibit bovine pericardium calcification in vitro, phytate was found to be the

most effective. © 2007 Published by Elsevier Inc.

Keywords: Crystallization inhibitor; Cardiovascular calcification; Bovine pericardium; Pyrophosphate; Etidronate; Phytate

1. Introduction

Cardiovascular calcification is highly correlated with
several serious diseases such as valve stenosis and
myocardial infarction [1,2]. There appear to be three major
factors that influence the process of arterial wall calcification
[3,4]. The first of these factors is nucleation of calcium
phosphate (hydroxyapatite) by dead cells and/or their
membranes. In general, calcified tissue development requires
a preexisting injury to act as an inducer (heterogeneous
nucleant) of calcification, while disease progression depends
on the presence of other promoter factors such as
hypercalcemia and/or hyperphosphatemia.

* This work was supported by the Conselleria d’Innovacio i Energia del
Govern de les Illes Balears (grant PRDIB-2002GC1-04) and by project grant
CTQ2006-05640/BQU from the Spanish Ministry of Science and
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The second major factor in arterial wall calcification is a 34
deficiency in the level of calcification repressor factors 35
(cellular defense mechanisms and/or crystallization inhibi- 36
tors). In mammalian tissues, there are several cellular 37
proteins that regulate calcification. Those proteins can 38
stimulate or inhibit macrophage activities that destroy 39
hydroxyapatite deposits (i.e., osteoclast-like activity). The 40
common characteristic of these proteins is calcium ion 41
affinity. These proteins can be classified into two groups 42
based on chemical/structural properties: phosphoproteins 43
and carboxyproteins. Major phosphoproteins include osteo- 44
pontin [5-9] and osteoprotegerin [10—12], and a major 45
carboxyprotein is matrix Gla protein [13—15] or bone Gla 46
protein, also known as osteocalcin [16,17]. These cell- 47
activity-modulating proteins have also been shown to act as 48
crystallization inhibitors [18—20]. However, in vitro studies 49
that afforded these results involved protein, free calcium, and 50
phosphate concentrations that were outside the typical 51
physiological ranges. Some of these proteins have also 52
been reported to be calcification promoters due to hetero- 53
geneous nucleant activity [21—-23]. Despite the reports that 54
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these proteins have crystallization-inhibiting/promoting
activity, it is likely that their major role in calcification is
as modulators of osteoclast/osteoblast-like cell activity and
cell differentiation.

The third major factor that influences arterial wall
calcification is the formation of irreversible bone-like
structures in advanced atherosclerotic lesions [3].

Crystallization inhibitors are substances that obstruct or
prevent crystal development. Normally, they are nonsignal-
ing molecules that bind to the crystal nucleus or crystal faces
and, as a consequence, prevent or disturb crystal develop-
ment. A number of molecules have been reported to inhibit
crystallization associated with cardiovascular calcifications,
including pyrophosphate [24], bisphosphonates (e.g., eti-
dronate, alendronate, and ibandronate) [25-27], and phytate
(myo-inositol hexakisphosphate) [28].

The life span of bioprosthetic valve implants could be
significantly increased by inhibiting valve calcification. A
decrease in such calcification has been reported in valves that
were pretreated during fabrication such that the surface
material contained a bisphosphonate (aminobisphosphonate)
[29,30], which leached from the surface at a rate of
approximately 10% per 21 days [29]. Systemic administra-
tion of crystallization inhibitors would also provide biopros-
thetic valve protection and would not require modification of
the valve fabrication process. While bisphosphonates have
been used in such a manner, concerns regarding  the
secondary effects of these synthetic compounds exist. In
contrast, the crystallization inhibitor phytate is a natural
product that is present in all mammalian cells.and tissues
[31]. The systemic concentration of phytate can be altered
via diet [31,32], and adequate consumption levels of phytate
have not been found to cause pathological side effects [33]. It
is possible that increased consumption of phytate via diet
may protect against bioprosthetic valve calcification.

The present study investigated the ability of the crystal-
lization inhibitors pyrophosphate, etidronate, and phytate to
inhibit bovine pericardium calcification in vitro.

2. Methods
2.1. Bovine pericardium fixation

Fresh bovine pericardium obtained from a local slaughter-
house was placed on ice, transported to the laboratory, and
then washed in 0.9% cold saline (4°C) prior to fixation. The
pericardium was fixed for at least 7 days at 4°C in a solution
of 0.625% vol/vol glutaraldehyde (pH 7.4; Sigma-Aldrich)
and 0.06 M potassium dihydrogen phosphate salt (Panreac
Quimica SA) [34].

2.2. Synthetic fluid

A synthetic fluid with ionic concentrations corresponding
to those of normal human plasma was prepared by mixing
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Table 1 t1.1
Synthetic fluid composition t1.2
Solution A (mM) Solution B (mM) t1.3
MgCl,-6H,0 2.0 NaHCO; 32.0 t1.4
KCl 8.0 Na,CO4 28.0 t1.5
CaCl, 2.4 NaCl 91.0 t1.6

Na,HPO, 12H,0 1.0 t1.7

equal volumes of Solutions A and B (for solution 105
compositions, see Table 1). The pH of both solutions was 106
adjusted to 7.4. Solutions were stored at 4°C and used within 107
3 days of preparation. Chemicals of reagent-grade purity 108
were dissolved in-deionized and redistilled water. All 109
solutions were filtered through a 0.45-um pore filter before 110
use. The solutions were supplemented with the following 111
antibacterial “agents: 50 mg/l streptomycin (streptomycin 112
sulfate; Sigma-Aldrich), 9.1 mg/l amoxicillin, and 0.9 mg/1 113
clavulanic acid (from a premixed reagent comprising 2 g 114
amoxicillin/200 mg clavulanic acid; CombinoPharm SL). 115
2.3. Bovine pericardium calcification flow system 116

Bovine pericardium was cut into 49-mm? square frag- 117
ments. A fragment was placed in each of four polypropylene 118
hermetic flasks (1.7 in diameter and 3.5 cm in length; Fig. 1) 119
in a temperature-controlled (37°C) chamber. Synthetic fluid 120
was introduced, using a peristaltic pump, at a constant flow 121
rate of 50 ml/min through the bottom of each flask. Various 122
physiologically relevant concentrations of pyrophosphate 123
(sodium salt; Merck), etidronate (acid form; Fluka), and 124
phytate (sodium salt; Sigma-Aldrich) were added to the 125
synthetic fluid. Control incubations contained no such 126
additions. The pericardium was incubated for 96 h, and the 127
incubation fluid was replaced with fresh fluid every 48 h. 128
Cross sections and surfaces of bovine pericardium fragments 129
were examined for calcification using a Hitachi S-530 130
scanning electron microscope equipped with an energy- 131
dispersive X-ray microanalysis unit. 132

Each experiment was repeated four times using pieces of 133
bovine pericardium obtained from different animals but from 134
the same locations (homogeneous zones devoid of additional 135
connective tissues, such as the mediastinum). 136
2.4. Calcium and phosphorus determination 137

After 96 h in the flow system, pericardium fragments 133
were lyophilized and weighed. Fragments were digested in 139
a 1:1 HNO;5:HCIO4 mixture in a sand bath until the 140
solution was clear. Digested samples were then diluted 141
with distilled water to a final volume of 10 ml. Calcium 142
and phosphorus concentrations were determined using 143
inductively coupled plasma atomic emission spectrometry 144
(Optima 5300DV; Perkin Elmer SL) and a corresponding 145
calibration curve. 146
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Fig. 1. Diagram of the experimental flow system device used to study bovine
pericardium calcification. (1) Temperature-controlled chamber; (2) flask
containing a fragment of the bovine pericardium; (3) synthetic fluid; (4)
magnetic stirrer; (5) peristaltic pump.

2.5. Complexation of calcium crystallization inhibitors
(pyrophosphate, etidronate, and phytate)

Crystallization inhibitors manifest their effects at sig-
nificantly lower concentrations than chelating agents.
Crystallization inhibitors prevent or disturb crystal formation
and/or development by interacting with the crystal nucleus or
crystal faces. This kinetic mechanism of crystal inhibition
differs from that of chelating substances that act by
decreasing target ion supersaturation. The present study
examined the role of pyrophosphate, etidronate, and phytate
as crystallization inhibitors. These compounds are strong
crystallization inhibitors. and weak chelators, while com-
pounds such as EDTA are strong chelators and weak
crystallization inhibitors [35]. The present study was
performed to ensure that the observed effects of pyropho-
sphate, etidronate, and phytate were not due to calcium
chelation that may have affected free calcium ion levels.
Potentiometric analysis using a selective calcium electrode
(Ingold) and a potentiometer (Crison 2002) has found that
there was a negligible change in the free calcium concentra-
tion in the presence of pyrophosphate, etidronate, or phytate
for the studied conditions. These findings were consistent
with experimental conditions in which the concentration of
inhibitors in the synthetic fluid was on the order of 107° M,
while the free calcium ion concentration was 2.4x10> M,
similar to those found physiologically.
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2.6. Statistical analysis 173

Values in tables and figures are presented as mean+S.E. 174
Student’s ¢ tests were used to determine the significance of 175
differences between means. Conventional Windows soft- 176
ware was used for statistical computations. P<05 was 177
considered to indicate a significant difference. 178

3. Results 179

The effect of pyrophosphate, etidronate, and phytate on 180
the development of bovine pericardium calcification was 181
determined. The levels of calcium and phosphorus in the 182
lyophilized pericardium fragments were measured following 183
a 96-h incubation under calcifying conditions. The pericar- 184
dium incubated in the presence of 1.0 mg/l pyrophosphate 185
showed less  calcification (48.6+3.4 mg calcium/g lyophi- 186
lized fragment and 24.941.8 mg phosphorus/g lyophilized 187
fragment) than the control pericardium (61.44£2.2 mg 188
calcium/g lyophilized fragment and 31.2+1.4 mg phos- 189
phorus/g lyophilized fragment) (Fig. 2). The pericardium 190
incubated in the presence of 0.5 mg/l pyrophosphate had 191
similar levels of calcification as the control pericardium 192
(60.3+5.9 mg calcium/g lyophilized fragment and 31.8+3.4 193
mg phosphorus/g lyophilized fragment) (Fig. 2). The 194
pericardium incubated in the presence of 1 mg/l etidronate 195
had less calcification than the control pericardium (52.9+2.0 196
mg calcium/g lyophilized fragment and 29.4+1.5 mg 197
phosphorus/g lyophilized fragment), while 0.5 mg/l etidro- 198
nate had no calcification-inhibitory effect (60.2+3.3 mg 199
calcium/g lyophilized fragment and 31.2+1.6 mg phos- 200
phorus/g lyophilized fragment) (Fig. 2). The most potent 201
calcification-inhibitory effects were observed in phytate 202
incubations. Incubations in the presence of 0.25, 0.5, and 203
1.0 mg/l phytate resulted in concentration-dependent 204
decreases in calcification (36.2+3.3 mg calcium/g lyophi- 205
lized fragment and 21.0+1.8 mg phosphorus/g lyophilized 206
fragment; 29.64+3.1 mg calcium/g lyophilized fragment and 207
17.7£1.9 mg phosphorus/g lyophilized fragment; and 14.6 208
+1.1 mg calcium/g lyophilized fragment and 8.2+0.7 mg 209
phosphorus/g lyophilized fragment, respectively). Bovine 210
pericardium fragments were incubated in either synthetic 211
fluid alone or the synthetic fluid plus 1 mg/l phytate, and 212
were then examined in both surface and cross-sectional 213
planes using scanning electron microscopy. These images 214
showed that calcification occurred throughout the thickness 215
of the tissue and that phytate inhibited this calcification 216
(Figs. 3B and 4B). Percent inhibition by the three 217
compounds is shown in Table 2. 218

4. Discussion 219

The present in vitro study examined the effects of 220
pyrophosphate, etidronate, and phytate on the development 221
of calcifications in bovine pericardium. The study found that, 222
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Fig. 2. Effects of different agents on the development of bovine pericardium
calcification. (A) Pyrophosphate; (B) etidronate; (C) phytate. *P<05 versus
calcium levels of the control pericardium. ®P<.05 versus phosphorus levels
of the control pericardium.
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while all three agents inhibited calcification, phytate was the 223
most potent because it has a greater capacity to inhibit 224
hydroxyapatite crystallization, compared to pyrophosphate 225
and etidronate [36]. Importantly, the present experiments 226
used the agents at physiologically relevant concentrations. 227

Phytate (myo-inositol hexakisphosphate) is found in 228
abundance in plant seeds. While phytate is also found in 229
all mammalian organs, tissues, and fluids, the levels are low 230
[31,32] and are dependent upon exogenous supply either 231
orally [31,32] or topically [37,38]. Phytate is less toxic than 232
synthetic bisphosphonates and has also been shown to inhibit 233
calcium salt crystallization in urine and soft tissues [39,40], 234
protecting against renal calculi development [41,42] and 235
demonstrating a higher capacity to prevent vascular 236
calcifications than etidronate [43]. Administration of phytate 237
as natural food salt (phytin: calcium magnesium phytate) at 238
amounts that provide’ maximum absorption equivalent to 239
doses that correspond to the consumption of the so-called 240
“Mediterranean diet” (1-2 g phytate/diet) was not found to 241
have any chronic effect [33]. In fact, a previous work found 242
that phytate only manifested toxic effects at very high doses 243

Fig. 3. Scanning electron microscopy images of surface calcification on
bovine pericardium fragments. Fragments were incubated for 96 h in either
(A) synthetic fluid alone (control) or (B) the synthetic fluid plus 1 mg/l
phytate, after which they were examined using scanning electron
microscopy. Note the typical spherulitic hydroxyapatite structure (calcifica-
tion) in (A).
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Fig. 4. Cross-sectional scanning electron microscopy images of  internal
calcification in bovine pericardium fragments. Fragments were incubated
for 96 h in either (A) synthetic fluid alone (control) or (B) the synthetic
fluid plus 1 mg/l phytate, after which they were examined using scanning
electron microscopy.

(the LDsy value for male rats was 1.3 mmol/kg by oral
administration as sodium salt) [44]. Human studies [32]
showed that a phytate intake of 2 g/day resulted in
physiological phytate concentrations similar to those used
in the present study (10-°-M) and did not affect mineral
balance when following diets with recommended mineral
intake. Thus, considering the present findings, we hypothe-
size that increased plasma concentration of phytate will
retard the rate of bioprosthetic valve calcification. Obviously,

Table 2

it is necessary to develop clinical trials to evaluate and 253
demonstrate these aspects. 254

The present study showed that pyrophosphate was 255
effective at reducing bovine pericardium calcification in 256
vitro. It has been known since the 1930s that trace amounts 257
of molecules such as polyphosphates can act as water 258
softeners through their inhibition of the crystallization of 259
calcium salts such as calcium carbonate. However, the use of 260
such compounds as natural regulators of calcification under 261
physiological conditions was not.explored until the 1960s. 262
During that decade, Fleisch and Bisaz [45] and Fleisch and 263
Neuman [46] showed that pyrophosphate, a naturally 264
occurring polyphosphate, was. present in serum and urine 265
and could prevent calcification by binding to hydroxyapatite. 266
However, studies -in-animal models found that pyropho- 267
sphate could inhibit ectopic calcification in blood vessels and 268
kidneys only when injected rather than ingested. Since oral 269
administration was found to cause hydrolysis, hence 270
inactivation of pyrophosphate, more stable analogues such 271
as bisphosphonates were synthesized [47]. The present study 272
found that the bisphosphonate etidronate had an effect 273
similar to that of pyrophosphate in terms of inhibiting bovine 274
pericardium calcification in vitro. 275

Bovine pericardium is used as a source of bioprosthetic 276
valves [48,49], and several in vitro models have been 277
described for studying valve calcification [S0—54]. Some of 278
those papers compared in vitro data with in vivo data [50]. It 279
appears generally accepted that all of these in vitro models 280
may be valuable in screening for anticalcifying agents and 281
may hence reduce the need for animal experiments. 282

In the present study, while all three agents inhibited 283
bovine pericardium calcification, none was able to totally 284
prevent the process from occurring. Thus, it may be that the 285
physiological role of crystallization inhibitors is to minimize 286
the rate of valve calcification. 287

5. Summary 288

The present study examined the inhibitory effects of 289
pyrophosphate, etidronate, and phytate on bovine pericar- 290
dium calcification in vitro. The data indicated that phytate 201
was the most potent inhibitor of calcification, and the 202

Percent inhibition of bovine pericardium calcification by pyrophosphate, etidronate, and phytate

Substance Concentration [mg/l (LM)] % Inhibition (n=4)
Pyrophosphate 0.5 (2.87) 2+10
1.0 (5.75) 21+7
Etidronate 0.5 (2.47) 2+6
1.0 (4.95) 1445
Phytate 0.25 (0.39) 41+6
0.5 (0.77) 5246
1.0 (1.54) 76+5

Y%Inhibition =
’ < mg calcium of the control experiment

139

mg calcium of the control experiment — mg calcium of the experiment with inhibitor> % 100
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effects of this agent were apparent at levels as low as
0.25 mg/l (0.39 uM).
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ABSTRACT

Background. Understanding the mechanism of calcium deposition in soft tissues is of great
importance in a variety of pathological conditions, such as chronic kidney disease. The present
study examined the role of phytate and osteopontin during the development of soft tissue

calcification in an animal model.

Methods. Male Wistar rats (16 rats per treatment) were fed with a diet (AIN-76A) in which phytate
is undetectable (non-phytate-treated group), or with a phytin-enriched AIN-76A diet (phytate-
treated group). After 21 days on the respective diets, all rats were subjected to calcinosis
induction by subcutaneous injection with KMnQO, at two sites on either side of the interscapular
region. At 2, 5, 8 and 10 days after the calcinosis induction, four rats of each group were
sacrificed and the injured tissues were removed for histological analysis and for calcium

determination.

Results. Calcification was notably and significantly reduced in phytate-treated rats compared to
non-phytate-treated rats. Calcified deposits appeared as soon as 2 days after calcinosis induction,
but inflammation with the presence of macrophages, lymphocytes and eosinophils were not
typically observed until 5 days post-induction. Osteopontin was only detected 8 days post-

induction, and was clearly associated with calcified areas.

Conclusions. The results suggest an important role for crystallization inhibitors such as phytate in
reducing hydroxyapatite crystal formation in the first steps of soft tissue calcification. Histological
analysis indicated that osteopontin was not involved during initiation of soft tissue calcification.

Osteopontin appears be involved in the control of calcification rather than its genesis.

Keywords: soft tissue calcification, phytate, osteopontin.
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INTRODUCTION

Understanding the mechanism of calcium deposition in soft tissues is of great importance in a
variety of pathological conditions, such as chronic kidney disease (1). Extraskeletal calcification is
an active process that remains poorly understood. The development of soft tissue calcification
implies the pre-existence of injury, tissue alteration and/or necrosis. The cellular detritus
generated in such processes can induce calcium phosphate (hydroxyapatite) formation through
heterogeneous nucleation. The presence of crystallization inhibitors (non-signaling molecules
that bind to crystal nuclei or faces, and inhibit crystal development) can prevent or delay the
formation of hydroxyapatite crystals. Molecules reported to inhibit crystallization associated with
soft tissue calcification include metabolic substances such as pyrophosphate (2,3), synthetic
molecules including bisphosphonates (e.g. etidronate, alendronate and ibandronate) (4-6), and
natural products including phytate (myo-inositol hexakisphosphate) (7,8). Phytate occurs in
abundance in plant seeds. It is also present at low levels in organs, tissues and fluids (blood,
urine, interstitial and intracellular fluids) of mammails, including rats and humans, which depend
on an exogenous dietary phytate supply. If phytate is eliminated from the diet, levels in blood,

urine, organs and tissues decrease dramatically (9,10).

Cellular factors, including proteins that regulate bone mineralization, have also been implicated
in the process of soft tissue calcification. The activity of such proteins can either enhance or
inhibit the ability of macrophages to destroy hydroxyapatite deposits (i.e. osteoclastic activity)
(11-13). A common characteristic of proteins involved in calcification is calcium ion affinity. Two
major groups of proteins with this characteristic are phosphoproteins and carboxyproteins, the
former including osteopontin (12-17) and the latter including osteoprotegerin (18-20), matrix
Gla protein (21-23) and osteocalcin also known as bone-Gla-protein (13,24). While these
proteins have been suggested to have some crystallization inhibitor activity, the in vitro
experiments that demonstrated such effects involved the use of non-physiological
concentrations of these proteins, calcium and phosphate (25-27). Moreover, these proteins
have also been reported to have some cailcification promoter activity due to their
heterogeneous nucleation capacity (28-30). It appears that the major role of these proteins in
soft tissue calcification is as regulators of osteoclast/osteoblast cell activity (11,12,31). Some of

these proteins can also participate in cell differentiation processes (32).

Osteopontin expression is increased in response to injury and is closely associated with
pathological calcified deposits in soft tissues (33). This protein has been demonstrated to play an
important role as a regulator of inflammation and biomineralization (34). There is also evidence
that osteopontin regulates the activity of macrophages and macrophage-derived cells
(osteoclasts), facilitating phagocytosis and enhancing destruction of hydroxyapatite deposits
(12,13). In a recent study osteopontin was not detected during early calcification but was
present in later calcium deposits, suggesting it may be involved in the control of calcification

rather than in its genesis (35).
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The aim of this study was to assess the role of phytate and osteopontin in development of soft
tissue calcification in an animal model, through chemically-induced formation of hydroxyapatite

deposits by subcutaneous injection of permanganate.

SUBJECTS AND METHODS

Animals and diets

Thirty-two male Wistar rats of about 300 g were obtained from Harlan Iberica s.l. (Barcelona,
Spain) and acclimated for 7 days in our animal house. Animals were kept in Plexiglas cages
(three animals per cage) at 21°C + 1°C, relative humidity 60% + 5%, and a 12 h light/dark cycle.
After this period, animals were randomly assigned to two groups of 16 rats. The non-phytate-
treated group were fed an AIN 76-A diet (Ssniff Especialdiatén GmbH, Soest, Germany). This is a
purified diet in which phytate is below the level of detection. The phytate-treated group were
fed a phytin-enriched AIN-76A diet (Ssniff Especialdiatén GmbH, Soest, Germany). This is a

purified diet with phytate. The composition of the diets used in the study is shown in Table .

Table I. Composition of the AIN-76A and phytin-enriched AIN-76A diets. *AIN-76A + 12990
mg/kg phytin (as tetracalcium dimagnesium salt

AIN-76A AIN-76A + phytin*

(g/igcésr@_hﬁzght, 6.7%0.1 8.2+0.1
(g/kgcgist\jvrgight) 6.2+0.1 8.1+0.4
(g/aﬂgagrr;/exsz\inght) 0.69 +0.01 1.62£0.01
(a /ﬁ’;ag,?yac‘v‘jght) 0.056 +0.001 0.055 £ 0.001
(9/kg J:;Cveight) 0.056 + 0.001 0.057 + 0.003
(a/kg dzri; \(/:veight) 0.045 + 0.001 0.040 + 0.004
(g/ kgpz)r/ytavtveeight) <0.01 10+ 0.3

Experimental procedures were performed according to Directive 86/609/EEC regarding
treatment of animals used for experimental and other scientific purposes. Permission to perform

these animal experiments was obtained from the Bioethical Committee of our University.

Calcinosis induction

After 21 days on the respective diets, all rats were subjected to calcinosis induction. Calcification
was induced by injury through subcutaneous injection with 200 pL of a 0.1% KMnO; solution at

two sites, one on either side of the interscapular region.
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Monitoring and sampling

Animal weights and diet intake were monitored throughout the study. At 2, 5, 8 and 10 days
after calcinosis induction, four rats from each group were sacrificed and the injured tissues

(calcified deposits and surrounding area) were removed.

Histological analysis

For histological analysis, blocks of excised tissue from each sacrificed animal were fixed in 4%
buffered formaldehyde at pH 7 (Panreac S.A. Barcelona, Spain) for 24 hours at room
temperature, embedded in paraffin, and sectioned at 4 to 6 ym. The tissue sections were stained
with hematoxylin and eosin using standard techniques (36). Calcium in sections was enhanced
by von Kossa stain. Macrophages were immunohistochemically detected using a cd68
monoclonal antibody (Dako Denmark A/S), lymphocytes were detected using a panel of cd3,
cd20 and cd45 antibodies (Dako Denmark A/S), and osteopontin was detected using MPIIIB10
antibody from the Development Studies Hybridoma Bank (University of lowa, lowa City, USA)
using the Envision(R) system (Dako Denmark A/S) in an automated stainer (Autostainer Plus,
Dako Denmark A/S). Bound primary antibodies were detected using biotinylated anti-mouse
secondary antibodies. The final complex was visualized by treatment with PBS containing 0.5
mg/mL diaminobenzidine and 0.03% H,O,. The sections were counterstained with hematoxylin
and eosin and mounted. Positive and negative controls were included to verify that antibodies
did not bind non-specifically to calcium deposits. Control sections with large areas of
calcification were decalcified by treatment with 3% citric acid for 1 hour before
immunolabelling. All tissues were examined histologically and evaluated semi-quantitatively by

an experienced pathologist.

Analysis of calcium and magnesium

Excised injured tissues were lyophilized, placed in a mixture of HNO3; and HCIO, (1:1) in a sand
bath, and digested until the solution was clear. Digested samples were diluted with distilled
water to a volume of 10 mL. The concentrations of calcium and magnesium were determined
using inductively coupled plasma atomic emission spectrometry (Optima 5300DV spectrometer,

Perkin-Elmer SL) and an appropriate calibration curve.

Statistical analysis

Values are expressed as mean + SE. Student’s ¢ tests were used to assess differences between
means. Windows software was used for statistical computations. A p value < 0.05 was

considered to indicate a significant difference.
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RESULTS

Figure 1 shows the development of calcification in the injured tissues for the phytate-treated
and non-phytate-treated rats, evident in changes in the calcium:magnesium ratio. Rats treated
with phytate had notably and significantly reduced development of calcification in comparison

with non-phytate-treated rats.
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Figure 1. Calcium:magnesium ratio in the injured tissues of non-phytate-treated and phytate-treated rats at 2, 5, 8 and
10 days after calcinosis induction. Values are expressed as mean + SE (n = 4). a: p < 0.05 vs. the corresponding non-
phytate-treated value.

Histological analysis revealed that two days after calcinosis induction, calcified deposits were
only present in injured tissues of non-phytate-treated group (Figure 2). These deposits were
rough and not associated to dermal collagen fibers. In both groups a slight inflamamatory

rection was observed but osteopontin was not immunohistochemically detected.
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Figure 2. Injured tissue section stained with hematoxylin and eosin 2 days after calcinosis induction in non-phytate-
treated (A) and phytate-treated (B) rats. Only non-phytate-treated rats had calcium deposits (white arrows), which were
rough and not associated to dermal collagen fibers. The presence of calcium in the deposits was confirmed using von
Kossa stain. In both groups a slight inflammatory reaction was observed but osteopontin was not detected by
immunohistochemistry (original magnification x 100).
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The injured tissues five days after calcinosis induction are shown in Figure 3. As can be seen, the
same pattern was observed for both non-phytate-treated and phytate-treated groups. Intense
mixed inflammatory reaction with the presence of macrophages, lymphocytes and eosinophils
was observed. Also, new calcium deposits around dermal collagen fibers were detected by von

Kossa stain and rough calcium deposits in dermic tissue were identified by hematoxylin and

eosin stain. Osteopontin was not detected by immunohistochemistry (Figure 4A).

’ " i i A‘ ,‘-‘:"-.'.
Figure 3. Images of injured tissue sections 5 days after calcinosis induction. Intense mixed inflammatory reaction stained
by hematoxylin and eosin (original magnification x 200) (A); lymphocytes immunohistochemically detected using cd3
monoclonal antibody (original magnification x 200) (B); macrophages immunohistochemically detected using cd68
monoclonal antibody (original magnification x 200) (C); new calcium deposits around collagen fibers from dermic tissue
detected by von Kossa stain (original magnification x 200) (D); rough calcium deposits on dermic tissue (white arrows)
detected by hematoxylin and eosin stain (original magnification x 100) (E).

Figure 4. Osteopontin detection. Negative

osteopontin detection in injured tissue 5 days after

calcinosis induction by immunohistochemistry (A);

positive osteopontin detection in injured tissue 8

days after calcinosis induction by von Kossa stain

(B) and by immunohistochemistry (C) (original

magnification x 100).

~ . The arrow 1 shows mixed inflammatory reaction
. located around dermic calcified regions.

The arrow 2 indicates calcium deposits associated

with collagen fibers.

The arrow 3 points at the peripheral layers of

calcification where osteopontin was detected.

- The arrows 4 and 5 indicate central calcified area

and inflammatory region, respectively.
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Finally, eight days after calcinosis induction, injured tissue for both non-phytate-treated and
phytate-treated group presented the same pattern. Like the five days postiinduction injured
tissues, mixed inflammatory reaction was located around dermic calcified regions and calcium
deposits associated with collagen fibers were detected by von Kossa stain. In this case,
osteopontin was detected by immunohistochemistry for the first time and it was only observed

in the peripheral layer of the calcified regions and not in central calcified layers (Figure 4B,C).

DISCUSSION

The present study examined the role of phytate and osteopontin during development of soft
tissue calcification. Phytate treatment was found to significantly reduce tissue calcification, and
osteopontin was not associated with the initiation steps of calcification. Osteopontin, apparently
provided by macrophages, was first detected 8 days after calcinosis induction and accumulated
in large calcified areas surrounding collagen fibers (Figure 3). In fact, two days after calcinosis
induction, injured tissues of non-phytate-treated group presented a slight inflammatory reaction
with presence of macrophages, lymphocytes and eosinophils but osteopontin was not detected
(Figure 3). Nevertheless, eight days after calcinosis induction, the inflammatory reaction of
injured tissues was located around dermic calcified regions and osteopontin was only observed
in the peripheral layers of the calcified regions and not in central calcified layers. This fact

suggests that ostepontin diffusion is from the inflammatory area to caicified region (Figure 4).

Phytate (myo-inositol hexakisphosphate) is a relatively low molecular weight compound that
exerts potent action as an inhibitor of crystallization of calcium salts (oxalate and phosphate
salts) in vitro (37,38) and in vivo (39,40).

Crystallization inhibiting substances are normally non-signaling molecules that bind to the
crystal nucleus or faces and, as a consequence, prevent o disrupt crystal development.
Crystallization inhibitors are effective at significantly lower concentrations than chelating agents,

which act by decreasing target ion supersaturation.

Previous studies (41) demonstrated that phytate at normal concentrations in biological fluids
decreases mineralization in a process thought to involve interstitial phytate-inhibition of the

nucleation and growth of hydroxyapatite crystals.

The rats in the non-phytate-treated group had significantly reduced phytate concentrations.
Thus, other previous study (40) demonstrated that rats fed a purified diet in which phytate was
absent (AIN-76A) had notably reduced phytate plasma levels (0.026 + 0.006 pM) in comparison
with rats fed a phytate-enriched diet (AIN-76A + 12 990 mg/kg phytin) (0.393 £ 0.013 pM).

After calcinosis induction, calcification of soft tissues progressed at a high rate and significant
concentrations of osteopontin formed 8 days from induction. High concentrations of
osteopontin were only detected in the presence of large calcified areas of tissue in close contact

with macrophages. These findings suggest an important role for crystallization inhibitors, such
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as phytate, in reducing hydroxyapatite crystal formation in early stages of calcification. Reducing
hydroxyapatite crystal formation may enhance the potential for tissue restoration through
macrophage activity, as inhibition of crystal development appears to facilitate re-absorption of
injured tissues by the immune system. With worse injury there is a greater likelihood of
substantial calcification, and hence difficulty in re-absorption. Phagocytosis of hydroxyapatite
has been observed in association with implants (42), and basic calcium phosphate crystals can
stimulate the endocytotic activity of cells (43,44). Moreover, it has been demonstrated that
osteoclast adhesion to hydroxyapatite depends on the presence of specific extracellular
adhesive proteins including osteopontin (11,12,31). Some studies have indicated that matrix
proteins such as osteopontin are not involved in initiation of soft tissue calcification, and this is
supported by the results of the present study. Nevertheless, proteins related to the extracellular
matrix play a role in the regulation of cailcification (27,35), and some may function as
modulators of immune responses or cell activity, signaling the presence of calcification rather
than acting as crystallization inhibitors. Although some studies have suggested osteopontin
inhibits crystallization of hydroxyapatite, physiological concentrations of the protein were not
used (25-27). Moreover, the plasma concentrations of some crystallization inhibitors (such as
pyrophosphate, phytate and bisphosphonates) are around 10°-10* mM when they manifest
important inhibitory effects on hydroxyapatite formation (10,45-47). Several studies have
demonstrated reduced plasma pyrophosphate levels in hemodialysis patients (1,48,49).
Although the osteopontin molecule has potential calcium binding sites (50, its normal plasma
concentration (approximately 10°-107 mM) (51) seems too low for it to be acting as a

crystallization inhibitor of hydroxyapatite in the calcification process.

The present study suggests an important role for crystallization inhibitors such as phytate in
reducing hydroxyapatite crystal formation in the first steps of soft tissue calcification. The
inhibition of crystal development appeared to facilitate re-absorption of injured tissues by the
immune system. Histological analysis indicated that osteopontin was not involved during
initiation of soft tissue calcification. Osteopontin appears be involved in the control of
calcification rather than its genesis, regulating the activity of macrophage and macrophage-
derived cells (i.e. osteoclasts) and facilitating phagocytosis and enhancing destruction of

hydroxyapatite deposits.
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1. ABSTRACT

Calcification is an undesirable disorder, which
frequently occurs in the heart vessels. In generd, the
formation of calcific vascular lesions involves complex
physicochemical and molecular events. Calcification
(hydroxyapatite) is initiated by injury and is progressed by
promoter factors and/or the deficit of inhibitory signals.
Myo-inositol hexakisphosphate (phytate, 1nsPs) is found in
organs, tissues and fluids of all mammals and exhibits an
important capacity as a crystallization inhibitor of calcium
salts in urine and soft tissues. The levels found clearly
depend on the dietary intake but it can also be absorbed
topically. In this paper, the capacity of InsP; as a potential
inhibitor of cardiovascular calcifications was assessed in
Wisgtar rats. Three groups were included, a control group,
an InsPg treated group (subjected to calcinosis induction by
Vitamin D and nicotine and treated with standard cream
with a 2% of InsPg as potassium salt) and an InsPg non-
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treated group (only subjected to calcinosis induction). All
rats were fed AIN 76-A diet (a purified diet in which InsPg
is undetectable). Animals were monitorized every 12 hours.
After 60 hours of calcinosis treatment, all rats of the InsPg
non-treated group died and the rest were sacrificed. Aortas
and hearts were removed. A highly significant increase in
the calcium content of aorta and heart tissue was observed
in the InsPs non-treated rats (21 +/- 1 mg calcium / g dry
aortatissue, 10 +/- 1 mg calcium/ g dry heart tissue) when
compared with controls (1.3 +/- 0.1 mg calcium / g dry
aorta tissue, 0.023 +/- 0.004 mg calcium / g heart dry
tissue) and InsPs treated (0.9 +/- 0.2 mg calcium / g dry
aorta tissue, 0.30 +/- 0.03 mg calcium / g dry heart tissue)
animals. Only InsPs non-treated rats displayed important
mineral deposits in aorta and heart. These findings are
consistent with the action of InsPs, as an inhibitor of
calcification of cardiovascular system.
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2. INTRODUCTION

Calcification is an undesirable disorder
frequently observed in the cardiovascular system, where it
alters blood-vessel flexibility and promotes thrombosis and
arteria rupture (1-3). When it appearsin cardiac valvesit is
associated to several disorders that, if uncorrected, can lead
to heart failure and death (4).

At present many identified risk factors for
coronary artery calcifications as end-stage renal disease (5),
advanced age (6), €elevated plasma cholesterol (7),
diminished high-density lipoprotein cholesterol (7),
cigarette smoking (8), elevated blood pressure (9), obesity
(7), diabetes (8) and elevated triglicerides (7) are known.
Nevertheless, although vascular calcification may appear to
be a uniform response to different types of vascular injury,
it is a complicated disorder, with overlapping yet distinct
unknown mechanisms of initiation and progression. In
general, the formation of calcific vascular lessions appears
to involve different complex physicochemical and
molecular biological principles. Thus, it seems that the
preexistence of an injury acting as inductor (heterogeneous
nucleant) of the calcification (hydroxyapatite) is necessary
and its progression would depend on the presence of other
promoter factors (as hypercalcemia, hyperphosphatemia,
etc.) and/or the deficit of inhibitory factors.
Some inhibitors of vascular tissue mineralization have been
described, thus a candidate molecule seems to be a matrix
gamma-carboxyglutamic acid (Gla) protein, a minera
binding protein (9), athough the action of this protein
appears to be also related to other complex cellular process
linked to ossification processes (10). Phytate (myo-inositol
hexakisphosphate, 1nsPs) is a molecule found in abundance
in plant seeds and aso found in all mammalian organs,
tissues and fluids but at significantly low concentrations
(11,12). The levels found in blood and mammalian tissues
clearly depend on its dietary intake (11,12), furthermore it
has been demonstrated that this molecule is aso topically
absorbed (13) and it exhibits an important capacity as a
crystallization inhibitor of calcium salts in urine and soft
tissues (14,15). For this reason the aim of the present paper
is to evaluate the capacity of phytate as a feasible inhibitor
of cardiovascular calcifications.

3. MATERIALSAND METHODS

3.1. Animals, dietsand treatments

Eighteen male Wistar rats of approximately 250 g
from Harlan Iberica s.l. (Barcelona, Spain) were acclimated
in the course of 7 days to our animal house. Animals were
kept in Plexiglas cages (three animals per cage) at a
temperature of 21 +/- 1 °C and relative humidity of 60 +/- 5
% with a 12-h on-off light cycle. After this period, animals
were randomly assigned into three groups of six rats
respectively. Control group (it was subjected to placebo
calcinosis induction), 1nsPs treated group (it was subjected
to calcinosis induction and pre-treated with InsPs cream)
and InsPs non-treated group (it was only subjected to
calcinosis induction). All rats were fed with AIN 76-A diet
(Ssniff Especialdiatén GmbH, Soest, Germany), a purified
diet in which InsPg is undetectable. The procedures used in
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this experiment were carried out according to the Directive
86/609/EEC regarding the protection of animals used for
experimental and other scientific purposes and officia
permission to perform this animal experiment was obtained
from the Bioethica Committee of our University.

3.2. InsPg cream pre-treatment

After a period of 16 days consuming AIN 76-A
diet, the urinary InsPs became undetectable. Then InsPg
treated group was topically subjected once a day until the
end of the experiment (20 days) with 4 g of a standard
cream with a supplement 2.0 % of InsPg as potassium salt
used in previous work (13). The surface of treatment was
about 50 cm?. The application area was located on the back
skin of the animal which was previously shaved using an
electric shaver (each 4 days).

3.3. Calcinosisinduction

After a period of 16 days with cream pre-
treatment, the InsPs treated group and non-treated group
were subjected to calcinosis induction and control group
only to placebo calcinosis induction. Calcifications were
induced according to P. Kieffer et al. (16) by injecting
300.000 1U/kg i.m. of vitamin D3 (supplied by Fort Dodge
Veterinaria, S.A., Girona, Spain) and 25 mg/kg p.o. of
nicotine (as a solution 5 g/L of (-)-nicotine hydrogen
tartrate sat supplied by Sigma Aldrich, Steinheim,
Germany). The nicotine administration was repeated ten
hours later. Control group received instead vitamin D5 and
nicotine, 0.15 M NaCl i.m. and destilled water respectively.

3.4. Monitorization and sample intake

The animals were monitorized every 12 hours. After 60
hours of calcinosis treatment, al rats of the InsPs non-
treated group died and the rest of rats were sacrificed.
Aortas and hearts were removed.

3.5. Histological analysis

Histologicad analysis of the aorta and heart
calcifications was carried out on 10% buffered formalin
fixed tissues. Tissues were first placed in 10% buffered
formalin and fixed for 24 h at room temperature. Tissues
were embedded, sectioned (sections of 4um) and stained by
hematoxiline-eosine. For histological analysis the section
of all tissues was examined by an experimented
pathologist. The calcium deposits presence was estimated
semiquantitatively (in the transverse section) by absent,
low, moderate or high notation.

3.6. InsPg determination

Samples of 24-h urine were collected at day 15 of
cream pre-treatment to evaluate InsPs excretion by using a
metabolic cage (Tecniplast, Gazzada, s.ar.l., Italy).

The determination of InsPg levels in urine
samples was performed using an analytical methodology
based on column separation and following total phosphorus
determination by inductively coupled plasma atomic
emission spectrometry (ICP-AES) (17). This methodol ogy
allows a measurement of total InsPg with a detection limit
of 60 pg/l.
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Figure 1. Calcium content in different tissues by the three
studied groups (control, InsPg non-treated, |nsPs treated): a.
Aorta; b. Heart. & p < 0.001 vs corresponding control
group, b: p < 0.001 vs corresponding InsPs non-treated group

5.0 ml of urine (acidified with HCI 1:1 until pH =
3-4) was transferred to a column containing 0.2 g of anion
exchange resin (the inner diameter was 4 mm). The first
eluate was discarded, then the column was washed with 50
ml of HCl 50 mM. The second eluate was discarded. Then,
the column was washed with 3.0 ml of HNO; 2 M. The
determination of InsPs was carried out through direct
phosphorus analysis of this last eluate by ICP-AES using
the corresponding calibration curve.

The ICP-AES conditions used were the
following: outer argon flow 15 I/min, auxiliar argon flow 1
I/min, inner argon flow 1 I/min, nebulizer uptake rate 1
ml/min and wavelenght 213.618 nm.

3.7. Calcium deter mination
The samples of aortas and hearts were lyophilised
and weighted. The residues were digested with 1:1
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HNO3;:HCIO, mixture in a sand bath until the solution was
clear. For calcium determination, digested samples were
diluted with distilled water until a final volume of 10 ml.
The concentration of calcium was determined by
inductively coupled plasma atomic emission spectrometry
(Perkin-Elmer S.L., Spain) using the corresponding
calibration curve.

3.8. Statistics

Values in the table and figures are expressed as
mean +/- (SE). One-way ANOVA was used to calculate
significance of difference between groups. The Student t-
test was used to assess differences of means. Conventional
Windows software was used for statistical computations. A
value of p < 0.05 was considered to assess statistical
significance.

4. RESULTS

The calcium accumulation in aorta and heart
tissues by the three studied groups (control, InsPg treated
and InsPs non-treated) is shown in Figure 1 and phytate
concentration in urine after 15 days of cream pre-treatment
is shown in Table 1. As can be observed in Figure 1, a
highly significant increase in the calcium content of the two
studied tissues was observed in the InsPs non-treated rats (
21 +/- 1 mg cacium / g dry aorta tissue, 10 +/- 1 mg
calcium / g dry heart tissue) when compared with controls
(2.3 +/- 0.1 mg calcium / g dry aorta tissue, 0.023 +/-
0.004 mg calcium / g dry heart tissue) and InsPg treated
(0.9 +/- 0.2 mg calcium / g dry aorta tissue, 0.30 +/- 0.03
mg calcium / g dry heart tissue) animals. No significant
differences were observed in aorta calcium content between
the InsP; treated rats and controls. Significant differences
between heart calcium content of InsPs treated rats and
control rats were also observed. In Table 1 it can be
appreciated that highly significant urinary excretion of
InsPg was observed in the InsPg treated rats when compared
with controls and InsPs non-treated rats.

As it is shown in Figures 2 and 3, only non-
treated InsPg rats displayed important mineral deposits in
aorta and heart. The histological analysis of calcium
deposits of aortas and hearts were estimated as absent in
control and InsPg treated tissues and as severe in InsPg non-
treated tissues. The calcium deposits in aorta were observed
predominantly in the intima and the intern vessel layers.
The heart calcium deposits were observed in the walls of
coronary vessels and in the adjacent myocardium. Also
they presented myocardium necrosis and inflammation
(heart attack).

5. DISCUSSION

As it is commented in the introduction section,
the development of undesirable hydroxyapatite deposits
(calcifications) in the cardiovascular system is a
consequence of unbalance between promoter factors
(injuries,  hypercalcemia,  hyperphosphatemia) and
inhibitory factors (default of cellular defences, deficit of
crystallization inhibitors).
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Table 1. Phytate (InsPs) concentration in urine for the different groups after 15 days of cream pre-treatment
Control InsPg non-treated InsPg treated

InsP; concentration in urine (mg/L) | 0.08 +/- 0.03 (n=6) | 0.09 +/- 0.03 (n = 6) 36.15 +/- 7.26 % (n = 6)
1: p < 0.001 vs control group, 2: p < 0.001 vs InsPs non-treated group

Figure 2. Images of sections of aortas by the three studied groups: a. control (original magnification x 10); b. InsPs non-treated
(original magnification x 20); c. InsPgtreated (original magnification x 10). The arrows show extensive calcifications.
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c

Figure 3. Images of sections of hearts by the three studied
groups. a. control (origina magnification x 4); b. InsPg
non-treated (original magnification x 10); c. InsPs treated
(original magnification x 4). The arrows show extensive
calcifications.

A number of extracellular matrix proteins have
been reported to inhibit mineraization, including
osteocalcin, abumin, osteopontin and matrix gamma-
carboxyglutamic acid (Gla) protein (9,16,18-20). In vitro
experiments demonstrate some activity of these proteins as
crystallization inhibitors. Thus, osteopontin has been
reported to inhibit de novo mineral formation by blocking
crystal growth rather than hydroxyapatite nucleation
(19,21,22) and can aso promote cell adhesion and
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migration (23). Otherwise, also promoter activity of
hydroxyapatite development has been assigned to these
proteins or their analogs due to their nucleating activity
(24-26). Nevertheless, a clear action of some of these
proteins regulating the cellular activity on calcification
processes has been described. Hence, osteocalcin is a Gla-
containing protein with a potential function as an inhibitor
of osteoblast activity (27). In the rapidly calcifying bone of
newborn rats matrix Gla protein levels are about 130%
higher than those in adult rats (28). Hence it seems that
extracellular protein matrix has an important role as
signaling agents in the control of cellular processes
associated to the tissue calcification, rather than a typical
action as crystallization inhibitors.

InsP; (phytate) has demonstrated a powerful
capacity as crystallization inhibitor of hydroxyapatite in in
vitro experiments (29) and in no cases it has demonstrated a
promoting capacity. The levels found in mammals clearly
depend on its dietary intake (11,12) being this molecule
also topically absorbed (13) as it is also demonstrated by
the presented results, correlating the amounts found in
blood and tissues with the urinary values (11,12). On the
other hand, this is a molecule of low molecular weight to
which no signaling capacity of cellsimplied in calcification
processes has been assigned. Thus, considering the results
obtained in this paper, the clear action of InsPs avoiding the
calcification of cardiovascular system must be attributed to
its capacity as crystallization inhibitor. Consequently, this
could be another important factor linked to cardiovascular
calcifications that need further studies to be able to evaluate
its authentic dimension. In this aspect, it is interesting to
comment that culture of normal aortas with akaline
phosphatase resulted in hydroxyapatite calcification of the
elastic lamina. This was not due to dephosphorylation of
osteopontin and calcification was not increased in aortas
from osteopontin-deficient mice. The inhibitor was
identified as pyrophosphate (30), which is ancther well
known crystallization inhibitor of hydroxyapatitein in vitro
experiments (29,31). Consequently, when hydroxyapatite
inhibitory factors are considered, mechanisms of cellular
defence to such processes and authentic crystallization
inhibitory activity of some molecules in front of
hydroxyapatite  development should probably be
distinguished.
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Effect of Crystallization Inhibitors on Vascular
Calcifications Induced by Vitamin D
—— A Pilot Study in Sprague-Dawley Rats —

Félix Grases, PhD; Pilar Sanchis, MSc; Joan Perelld, PhD;
Bernat Isern, MSc: Rafel M. Prieto, PhD:
Carlos Fernandez-Palomeque, MD#*; José J Torres, MD*

Background Pathological calcification in soft tissues (le, ectopic calcification) can have severe consequences.
Hydroxyapatite is the common mineral phase present in all tissue calcifications. In general, the development of
tissue calcifications requires a pre-existing injury as an inducer (heterogeneous nucleant), whereas further pro-
gression requires the presence of other promoter factors (such as hypercalcemia and/or hyperphosphatemia)
and/or a deficiency in calcification repressor factors (crystallization inhibitors and cellular defense mechanisins).
The present study investigated the capacity of etidronate (a bisphosphonate used in osteoporosis treatment) and
phytate (a natural product) to inhibit vascular calcification in rafs.

Methods and Results Six male Sprague-Dawley rats in each of the 3 treatment groups were subcutaneously
injected with either a placebo (physiological serum solution), etidronate (0.825pumol-kg-1-day-1) or phytate
{0.825¢mol - kg-1-day-1) for 8 days. Four days into this regimen, calcinosis was induced by subcutaneous injec-
tions of 500,0001U/kg vitamin D at Oh, 24h and 48h. Ninety-six hours after the final vitamin D injection, the
rats were killed and aortas and their hearts were removed for histological and calcium analyses. The data showed
that phytate-treated rats had lower levels of aortic calcium than placebo-treated rats. All groups had similar heart

calcium levels.

Conclusions The present study found that phytate acted as a vascular calcification inhibitor. Thus, the action
of polyphosphates could be important in protecting against vascular calcification. (Cire J 2007, 71: 1152-1156)

Key Words: Crystallization inhibitors; Etidronate; Phytate; Vascular calcification; Vitamin D

calcification) can have severe consequences when it
occurs in vital organs such as the vascular or renal
systems. Ectopic calcification in arteries can cause throm-
bosis, arterial rupture and myocardial infarction!= In the
heart, the most common valvular lesion is aortic stenosis
because of valvular calcification, and this can lead to heart
failure and death? In the kidneys, tissue calcification can be
associated with the formation of the calcium oxalate mono-
hydrate papillary caleuli-type kidney stone? and in extreme
cases can cause renal failure®
Hydroxyapatite (basic calcium phosphate crystals) is the
commeon mineral phase present in all tissue calcifications.
In general, the development of tissue calcification requires
a preexisting injury as an inducer (heterogeneous nucleant),
whereas further progression requires the presence of other
promoter factors (such as hypercalcemia and/or hyperphos-
phatemia) and/or a deficiency in calcification repressor
factors (crystallization inhibitors and cellular defense
mechanisms).
Several proteins modulate calcification in mammalian

Pathological calcification in soft tissues (le, ectopic
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tissues and their activity can either enhance or inhibit the
ability of macrophages to destroy hydroxyapatite deposits
(ie, osteoclastic activity)’-? A common characteristic of the
proteins involved in calcification is calcium ion affinity, and
there are 2 major groups of such proteins: phosphoproteins
and carboxyproteins. Major phosphoproteins include osteo-
pontini®=13 and osteoprotegerint-16 and a major carboxy-
protein is matrix Gla protein!’-1? or bone-Gla-protein, also
known as osteocalcin?2? Although these proteins have been
suggested to have some crystallization inhibitor activity, the
in vitro experiments that demonstrated such effects in-
volved the use of nonphysiological concentrations of these
proteins and of calcium and phosphate?l-23 Moreover,
these proteins have been reported to also have some calcifi-
cation promoter activity because of their heterogeneous
nucleant capacity?+-26 It appears that the major calcification
modulator role of these proteins is as regulators of osteo-
clast/osteoblast cell activity?.827

Crystallization inhibitors obstruct or prevent crystal de-
velopment. In general, crystallization inhibitors bind to the
crystal nucleus or to the crystal face and hence prevent or
disturb crystal development without any cellular signaling
capacity. Pvrophosphate?® bisphosphonates (such as etidron-
ate, alendronate and ibandronate)?*-3! and phytate (myo-
inositol hexakisphosphate)®? have been shown to inhibit
crystallization in the form of vascular calcification. Efidro-
nate is used to treat osteoporosis3? and phytate is a naturally
occurring compound that can either be ingested3+35 or
absorbed topically3®
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Table 1 Composition of the UAR-A04 Diet

Moisture (g/kg) 119
Crude protein (g/kg) 161
Crude oil (g/kg) 31
Nitrogen free extract (g/kg) 600
Crude fibre (g/kg) 3.9
Calcium (mglkg) 8,400
Phosphorus (mglkg) 5,700
Sodium (mg/kg) 2,500
Potassium (mg/kg) 6,400
Manganese (mg/kg) 70
Copper (mglkg) 17
Phytate (mg/kg dry matter) 9,000

The present study investigated the ability of etidronate
and phytate to act as inhibitors of vascular calcification.

Methods

Animals and Diets

Male Sprague-Dawley rats (approximately 450¢) were
purchased from Harlan Iberica S.L. (Barcelona, Spain).
Rats were given 7 days to acclimatize to the animal house
conditions before the experimentation. Rats were fed a
UAR-A04 diet (Panlab S.L., Barcelona, Spain; Table 1),
and were kept in Plexiglas cages (3 per cage) at a tempera-
ture of 21£1°C and relative humidity of 60+5%, under a
12h light/dark cycle.

Experimental procedures were performed according to
the Directive 86/609/EEC regarding treatment of animals
used for experimental and other scientific purposes. Per-
mission to perform these animal experiments was obtained
trom the Bioethical Committee of the University.

Treatments

Placebo, Etidronate and Phytate Treatments Rats (6
per group) were administered a placebo, etidronate or
phytate subcutancously once daily for 8 days (ie, for the
duration of the experiment). Placebo was administered at
200pl/day as sodium chloride 0.9% solution, etidronate
was administered at 0.825 gmol-kg!-day-! in the acid
form (Fluka, Buchs, Schweiz), and phytate at 0.825 fimol-
keg-1-day-! as a sodium salt (Sigma, St Louis, MO, USA).

Calcinosis Induction 'The rats were treated for 4 days,
then underwent calcinosis induction, as described previous-
ly3! Briefly, the rats were given 3 subcutaneous injections
of 500,0001U/kg vitamin D (Fort Dodge Veterinaria S.A.,
Fort Dodge, USA) at 0, 24 and 48h. They were monitored
every 12h and at 96h after the 3rd injection they were
killed and their aortas and hearts removed for calcium
determination and histological analysis.

Histological Analysis

Aortas and hearts were placed in 4% buffered formalde-
hyde at pH 7 (Panreac, Barcelona, Spain) and fixed for 24 h
at room temperature. Tissues were then embedded, sectioned
(4 ym) and stained with hematoxylin-eosin. Tissue analysis
was performed by an experienced pathologist.

Calcium Determination

Aortas and hearts were lyophilized and weighed, and
then digested using a 1:1 HNO3:HCIO4 mixture in a sand
bath until the solution was clear. For calcium determina-
tion, digested samples were diluted with distilled water to a
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volume of 20ml, and the concentration of calcium was de-
termined using inductively coupled plasma atomic emission
spectrometry (Perkin-Elmer SL, Optima 5300DV spec-
trometer) and a corresponding calibration curve.

Statistical Analysis

Values are expressed as mean+SE. One-way ANOVA
was used to determine the significance of differences be-
tween groups. Student’s t-tests were used to assess differ-
ences between means. Conventional Windows software
was used for statistical computations. A p-value <0.05 was
considered to indicate a significant difference.

Results

Analysis of the aortas showed that phytate-treated rats
had lower levels of calcium in the aorta (1.9+0.5 mg calci-
um/g lyophilized aorta) than did placebo-treated rats
(5.6£1.2mg calcium/g lyophilized aorta) (Fig1). Although
etidronate-treated rats (4.4+1.3mg calcium/g lyophilized
aorta) also appeared to have lower aortic calcium levels
than placebo-treated rats, this difference was not statisti-



Fig3. Sections of aortas from placebo-treated (original magnifica-
tion %100) (a), etidronate-treated (original magnification x200) (b)
and phytate-treated (original magnification x100) (c¢) rats. Each sec-
tion is stained with hematoxylin-eosin solution, which stains calcifi-
cation dark purple.

cally significant (Fig 1).

No significant differences were observed in the heart
calcium content between the phytate-treated (2.7+0.2mg
calcium/g lyophilized heart), etidronate-treated (2.6+0.5 mg
calcium/g lyophilized heart) and placebo-treated (2.6+
0.2 mg calcium/g lyophilized heart) rats (Fig 2).

The calcium deposits in the aorta were found to have de-
veloped predominantly in the internal tunica vessel layers

GRASES F et al.

Fig4. Sections of hearts from placebo-treated (original magnifica-
tion x200) (a), etidronate-treated (original magnification x200) (b)
and phytate-treated (original magnification x200) (¢) rats. Each
section is stained with hematoxylin-eosin solution, which stains calci-
fication dark purple.

(Fig 3). Heart calcium deposits developed in the walls of the
coronary vessels and in the adjacent myocardium (Fig4).
In addition, hearts showed evidence of multiple myocar-
dium necrosis and inflammation (ie, heart attack).

Discussion
The present study examined the effect of etidronate and
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phytate on the calcification of vascular tissue in vitamin D-
treated rats. The results indicate that phytate treatment
reduced aortic calcification, whereas neither etidronate nor
phytate reduced calcification in the heart tissue.

The development of ectopic soft tissue calcification,
such as vascular calcification and nephrocalcinosis, can be
linked to high doses of vitamin D3L37-39 a process that is
associated with the consequent hypercalcemia that dramati-
cally increases the supersaturation of calcium phosphate
salts in the blood. A previous study using both vitamin D
(300,0001U/kg im) and nicotine (25mg/kg po) reported
higher levels of calcification in the rats’ arteries and hearts
compared with the current study32 That study used lower
levels of vitamin D, and thus involved lower levels of
calcium phosphate supersaturation than the present study.
These observations demonstrate the importance of a pre-
existing lesion (caused by nicotine in the other study) in the
development of tissue calcification.

The present study found that phytate decreased calcifica-
tion in the aorta, but had no effect in the heart. A previous
study found that phytate could inhibit vitamin D and nico-
tine-induced calcification in both the aorta and the heart of
Wistar rats?2 The difference between the findings of the 2
studies may be related to less lesions in the absence of
nicotine, and that as a consequence of the higher hydroxya-
patite supersaturation (because of increased blood calcium
and phosphorus levels), the calcium deposits may have de-
veloped directly through homogeneous nucleation and not
as a consequence of hydroxyapatite heterogeneous nuclea-
tion induced by the injured tissue. The tissue calcium
content data for the 2 studies shows that more calcium was
deposited when using vitamin D and nicotine than using
only high vitamin D doses, despite the former experiments
being half the duration of the latter. Aortic lesions were
more severe than heart lesions in the present experiments,
making the activity of crystallization inhibitors more obvi-
ous.

Although etidronate appeared to reduce the aortic calci-
um content, this effect was not statistically significant. A
previous study3! reported that the bisphosphonate iban-
dronate inhibited vitamin D-induced calcification in arte-
ries. It is pertinent to note that other studies have reported
that the activity of crystallization inhibitors decreases as
supersaturation increases* In the present study, the protec-
tive effect of phytate on aortic calcification was clearly
superior to that of etidronate, most likely because phytate
has a greater capacity to inhibit hydroxyapatite crystalliza-
tion than etidronate}! The effect of phytate depends on the
level of calcium phosphate supersaturation (free calcium
and phosphate plasma concentrations) and the severity of
the injury. Under normal dietary circumstances the phytate
plasma concentration in rats of 5x10-7mol/L is enough to
manifest important inhibitory capacity?? However, phytate
levels must be increased in order to inhibit crystallization
under conditions of supersaturation and severe injury, such
as in the present experiments. Administration of phytate as
the natural food salt (phytin: calcium magnesium phytate)
at amounts that provide maximum absorption, equivalent o
doses that correspond to the consumption of the so-called
“Mediterranean diet” (1-2 g phytate/day) were not found to
have any chronic effect®> The chronic effects of phytate can
be attributed to the decreased availability of oligo-elements
such as zinc and iron. Obviously, administration via subcu-
taneous injection would avoid this problem. Previous work
found that phytate only manifested toxic effects at very
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high doses (the 1.D50 value for male rats was 1.3mmolkg
administered as sodium phytate)*

The inhibiting of crystallization appears to facilitate the
reabsorption of injured tissue by the immune system. The
greater the injury, the more difficult is reabsorption, and the
more likely is high-level calcification. Indeed, phagocytosis
of hydroxyapatite has been observed in implants?s and
basic calcium phosphate crystals can stimulate the endo-
cytotic activity of cells*é47 Hence, crystallization inhibitors
can prevent excessive calclum phosphate precipitation
facilitating phagocytosis and calcified injury reabsorption.
It has been demonstrated that osteoclast adhesion to hydro-
xyapatite depends on the presence of specific extracellular
adhesive proteins”-8.27 Thus, the role of some proteins in the
calcification processes is to signal the presence of calcifica-
tion and hence modulate cell activity, rather than act as
crystallization inhibitors.

Phytate has shown a powerful capacity as an inhibitor of
hydroxyapatite crystal formation in both in vitro and in
vivo experiments*34 Phytate levels found in tissues reflect
dietary intake3*35 as well as topical absorption3e Bisphos-
phonates are commonly used for treating osteoporosis, and
have also been shown to act as crystallization inhibitors
both in vitro and in vivo2?-3! Pyrophosphate, another well-
known inhibitor of calcium salt crystallization, is also
reported to prevent vascular calcification2® Notably, these
molecules have structural similarities (polyphosphates),
which explains their common activity. It appears that the
action of polyphosphates (of natural origin or not) could be
mportant in protecting against vascular calcification.
These compounds, plus the action of cell modulator pro-
teins, can combine to result in both the minimization of the
size of the calcified lesions and the reabsorption of such
lesions.

Conclusion

The present study found that phytate acted as a vascular
calcification inhibitor. Thus, the action of polyphosphates
could be important in protecting against vascular calcifica-
tions.
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ABSTRACT

Background. Human arterial and valvular calcification increases progressively with aging and there
are no drugs available to prevent its occurrence. Phytate is a natural polyphosphate that has been
shown to inhibit calcium salt crystallization in urine and soft tissues. The aim of this research was to

evaluate the effect of dietary phytate on cardiovascular calcification in rats during aging.

Methods and Results. Male Wistar rats (10 weeks old) were randomly assigned to four diet groups.
The control group was fed with a balanced diet (UAR-A04) containing phytate. The AIN group was
fed with a purified diet (AIN-76A) in which phytate is undetectable. The PHY group was fed with a
purified diet (AIN-76A) enriched with phytate (phytin, as the calcium magnesium salt). The MOD
group was fed with the AIN-76A diet (phytate undetectable) enriched with MgO, inositol and
CaHPO,. At 76 weeks of age all rats were sacrificed, and the aortas, hearts, kidneys, livers and
femurs were removed for chemical analysis. The most significant differences were found in the
aorta calcium content. Phytate-treated rats (the control and PHY groups) had significantly lower

levels of calcium in the aorta compared to nonphytate-treated rats (AIN and MOD groups).

Conclusions. The present study demonstrated that dietary phytate treatment significantly reduced

age-related aorta calcification.

Key words: cardiovascular calcification, aging, phytate, diet, prevention
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INTRODUCTION

Human arterial and valvular calcification increases progressively during aging and is amplified by
vascular pathologies such as hypertension or arteriosclerosis "2 Moreover, age-linked ectopic

calcification has poor prognosis and there are no drugs available to prevent its occurrence.

Development of pathological tissue calcification requires a pre-existing injury to act as an inducer
(heterogeneous nucleus] of calcification: dead cells and/or their membranes act as important
heterogeneous nuclei for calcium phosphate (hydroxyapatite) crystallization * Another major factor
in arterial wall calcification is a deficiency in calcification repressor factors (cellular defense
mechanisms and/or crystallization inhibitors). A number of studies have documented expression of
several mineralization-regulating proteins in soft tissue calcification leading to the suggestion that
these proteins play a role in vascular calcification acting as cellular or molecular regulators. The

common characteristic of these proteins is calcium ion affinity. These proteins include osteopontin >

10-12 13-15

9 .
, osteoprotegerin
16,17

, matrix Gla protein and osteocalcin (also known as bone Gla protein)

. These cell activity-modulating proteins have also been shown to act as crystallization inhibitors
'820in vitro, but these data were obtained using protein, free calcium and phosphate
concentrations outside typical physiological ranges. Some of these proteins have also been reported

to be calcification promoters due to heterogeneous nucleation activity 2123

. Despite the reports that
these proteins have crystallization inhibitor/promoter activity, it is likely that their major role in

calcification is as modulators of osteoclast/osteoblast-like cell activity and cell differentiation.

Crystallization inhibiting substances are normally non-signaling molecules that bind to the crystal
nucleus or faces and, as a consequence, prevent or disrupt crystal development. Crystallization
inhibitors are effective at significantly lower concentrations than chelating agents, which act by
decreasing target ion supersaturation. Some molecules have been reported to inhibit crystallization

24-26

associated with cardiovascular calcification, including pyrophosphate , bisphosphonates (e.g.

27-30 31,32

etidronate, alendronate and ibandronate) and phytate (myo-inositol hexakisphosphate)
We recently showed that phytate significantly inhibited calcification in the aorta and heart of male
Wistar rats treated with vitamin D and nicotine >'. Phytate has also been shown to act as a vascular
calcification inhibitor in male Sprague-Dawley rats treated with high doses of vitamin D, and the

effect was clearly superior to that of etidronate 2,

The aim of the present study was to evaluate the role of dietary phytate in cardiovascular

calcification in rats during aging.
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MATERIAL AND METHODS

Animals and diets

Sixty male Wistar rats of approximately 250 g (10 weeks of age; Harlan Iberica S. L., Barcelona,
Spain) were acclimated over 7 days in our animal house. Animals were kept on a 12 h light:dark
cycle in Plexiglas cages (three animals per cage) at 21 £ 1°C and relative humidity of 60 £ 5%. After
acclimation the animals were randomly assigned to 4 groups (control, AIN, PHY and MOD) of 15
rats each. The control group was fed a balanced diet that contains phytate (UAR-A04; Panlab S.L.,
Barcelona, Spain), the AIN group was fed a purified diet in which phytate is undetectable (AIN-76A;
Ssniff Espezialdiaten GmbH, Soest, Germany), the PHY group was fed a modified AIN-76A diet
enriched by the addition of phytate at a concentration equivalent to that in UAR-A04 (AIN-76A +
12990 mg/kg phytin; Ssniff Espezialdiaten GmbH, Soest, Germany), and the MOD group was fed
with a modified AIN-76A diet in which phytate is undetectable (no added phytin) but with the
same magnesium, calcium and phosphorus concentrations as the PHY diet (AIN-76A + 1220 mg/kg
MgO + 1720 mg/kg inositol + 9050 mg/kg CaHPO,; Ssniff Espezialdiaten GmbH, Soest, Germany).
The mineral compositions of the diets are listed in Table 1.

Table 1. Mineral composition of the four diets used in the study: UAR-A04, AIN-76A, AIN-76A enriched with phytate

(AIN-76A + 12990 mg/kg phytin), and AIN-76A modified diet (AIN-76A + 1220 mg/kg MgO + 1720 mg/kg inositol +

9050 mg/kg CaHPO,). Statistics. a: p < 0.05 vs. the corresponding value for UAR-A04; b: p < 0.05 vs. the
corresponding value for AIN-76A; ¢: p< 0.05 vs. the corresponding value for AIN-76A + phytin.

UAR-A04 AIN-76A AIN-76A + phytin  AIN-76A modified
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Calcium a b b
(ma/a dry weight] 93+0.2 6.2+0.1 8.1+04 8.9+0.1
) 1.75 £ 0.05 0.69 +0.01° 1.62+0.01° 1.60 £ 0.01°
(mg/g dry weight)
IEEEETE 0.069 + 0.006 0.056 + 0.001 0.055 + 0.001 0.057 + 0.01
(mg/g dry weight)
e 0.25 + 0.03 0.056 + 0.001° 0.057 + 0.003° 0.059 + 0.002°
(mg/g dry weight)
Afs 0.051 % 0.002 0.045 + 0.001 0.040 + 0.004 0.041 = 0.003
(mg/g dry weight)
Phytate a ab ac
(ma/a dy weight 73+02 <0.01 10£03 <0.01

Experimental procedures were performed according to Directive 86/609/EEC concerning the
treatment of animals used for experimental and other scientific purposes. Permission to perform
these animal experiments was obtained from the Bioethical Committee of our University. The
present study conforms with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published by
the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).
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Echocardiographic study

At 76 weeks of age, 15 rats randomly chosen from the AIN and PHY groups (termed AIN and PHY
subgroups, respectively) were subjected to an echocardiographic examination by an experienced
echocardiographer using a Vivid-i echo platform (General Electric and Vigmed Ultrasound Systems,
Horten, Norway) with a 10 MHz sector phased array probe. The rats were sedated with 0.2 mg
intraperitoneal ketamine (Merial, Lyon, France) plus 0.02 mg medetomidine (OrionPharma, Espoo,
Finland). The aortic root wall, mitral annulus and aortic valve were analyzed, and digital file records
of the studies were reviewed to score the degree of calcification according to previously described
echocardiographic criteria 3 1-no calcification, 2 — mild calcification, 3 — moderate calcification, 4
— severe calcification. The frame rate used was at least 250 fps. The echocardiographer had no

knowledge of which animal group was being analyzed.

Monitoring and sampling

Animal weights and diet intake were monitored throughout the study. At 76 weeks of age, all rats

were sacrificed and aortas, hearts, kidneys, livers and femurs were removed.

Histological analysis

Aortas from 3 rats of each group were placed in 4% buffered (pH = 7) formaldehyde (Panreac,
Barcelona, Spain) and fixed for 24 h at room temperature. After fixation, two sections of each aorta,
one from aortic arch and one from abdominal aorta, were embedded in paraffin blocks. Histological
4 pym sections were obtained and stained with Hematoxilin Eosin and Von Kossa stain. All sections

were examined by an experienced pathologist.

Chemical analysis

Organs, tissues and diets were lyophilized and weighed, and then digested using a 1:1
HNO3;:HCIO4 mixture in a sand bath until the solution was clear. Digested samples were diluted
with distilled water to a volume of 20 ml. The concentrations of calcium, magnesium, manganese,
iron and zinc were determined using inductively-coupled plasma atomic emission spectrometry

(Optima 5300DV spectrometer; Perkin-Elmer S. L.) and a corresponding calibration curve.

Statistics

Chemical analysis values are expressed as mean = SE. A one-way ANOVA was used to determine
the significance of differences among groups. Student’s ¢ tests were used to assess differences
between means. In the echocardiographic study, Fisher's Exact test was used to determine
significant differences among groups. Conventional Windows software was used for statistical

computations. A pvalue < 0.05 was considered to indicate a significant difference.
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RESULTS

No significant differences in body weight were found among the groups throughout the study.

Figure 1 shows the body weight trajectory for each group.
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Figure 1. Animal weight trajectories for rats in the control, AIN, PHY and MOD groups.

Figure 2 and Table 2 show the results of chemical analyses (Ca, Mg, Mn, Fe, Zn|) of the aorta, heart,

kidney, liver and femur for the four groups.
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Figure 2. Chemical analysis (Ca, Mg, Mn, Fe, Zn) of the aorta for rats in the control, AIN, PHY and MOD groups.Statistics. a: p <
0.05 vs. the corresponding value for the control group; b: p < 0.05 vs. the corresponding value for the AIN group; c: p< 0.05
vs. the corresponding value for the PHY-group.
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Table 2. Chemical analysis (Ca, Mg, Mn, Fe, Zn) of the heart, kidney, liver and femur for rats in the control, AIN, PHY and
MOD groups. Statistics. a: p< 0.05 vs. the corresponding value for the control group.

Control
group
(n=15]
Heart
Calcium
_ 196 10 196 + 8 204+ 16 186+ 9
(Mg/g dry weight)
HUE G, 514+ 76 495 + 68 440 + 65 498 + 66
(pHg/g dry weight)
Manganese
_ 12+0.1 1.1+0.1 1.0+0.1 1.1+0.1
(bg/g dry weight)
Iron a a a
. 30111 266 £ 13 242 £ 11 263 7
(pg/g dry weight)
Zinc
. 64 +7 60+ 7 62+7 58+ 6
(Hg/g dry weight)
Kidney
Calcium
. 372+ 11 351+ 16 360 + 14 344 + 21
(ug/g dry weight)
BB, 706 + 22 677 + 25 660 % 19 649 + 23
(Hg/g dry weight)
METEETESE 3.0£0.2 3.0+0.1 2.9+0.1 2.6%0.1
(Hg/g dry weight)
el 673 +32 587 + 22° 564 + 22° 542+ 197
(pg/g dry weight)
Zinc
_ 786 819 74 £5 67 £3
(bg/g dry weight)
Liver
Calcium
. 158 + 7 173+ 26 168+ 12 189+ 10
(ug/g dry weight)
SUAGEIII 454 + 20 462 + 38 451 + 20 499 + 18
(Mg/g dry weight)
EIgRIESE 48+0.2 4.4+03 47+02 47+03
(p1g/g dry weight)
el 835+ 75 641 + 50° 650 + 43° 647 £27°
(Hg/g dry weight)
Zinc
. 65 + 2 63+3 67 £5 68 +2
(Hg/g dry weight)
Femur
ol 263+3 248 + 6° 246 + 5° 247+ 3°
(mg/g dry weight)
MBI ESLTT 44101 3.9+0.1° 39+02° 4.1+0.1°
(mg/g dry weight)
EngIIEE 0.61+0.03 0.77 + 0.03° 0.73 £ 0.03° 0.75 + 0.02°
(pg/g dry weight)
Iron
_ 41+3 4414 37+3 36+ 3
(Hg/g dry weight)
Zinc
. 214+ 4 210+ 3 207 £ 3 216 £ 8
(pug/g dry weight)

The most significant differences were found in the aorta chemical content (see Figure 2). Phytate-
treated rats (the control and PHY groups) had significantly lower levels of calcium and zinc in the
aorta compared to nonphytate-treated rats (AIN and MOD groups). These results clearly suggest
that dietary phytate treatment results in a significant reduction of zinc accumulation and aortic
calcification due to aging. Histological analysis revealed that aortic calcified deposits were mainly

associated with the medial elastic lamellae (Figure 3).
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p .
Figure 3. Aorta sections (original magnification x 100) after Von Kossa stain: (A) AIN group (B) PHY group. Aortic calcification
(dark purple areas, arrows) was greater for the AIN and MOD groups than for the control and PHY groups. Calcium deposits
were associated with medial elastic fibers.

No significant differences were found in the calcium, magnesium, manganese or zinc content
among groups with respect to the mineral content of the heart, kidney and liver. However,
significant differences in iron content were found between the control group and the other three
groups, which may be a consequence of the higher iron content of the UAR diet relative to the
other diets (see Table 1). Significant differences were also found in the femur chemical analysis
between the control group and other three groups, with respect to calcium, magnesium and
manganese levels. These results indicate that phytate (as calcium magnesium salt) did not affect

element bioavailability (see Table 2.

Table 3 and Figure 4 show the results of the echocardiographic study. Most rats in the PHY
subgroup had significantly less calcification in the aortic root wall and mitral annulus compared to
rats in the AIN subgroup. No differences in aortic valve calcification were detected between these

subgroups.

Table 3. Echocardiographic results (expressed as number of rats) for the AIN (n = 7) and PHY (n = 8) subgroups according to
the following criteria: 1 — no calcification, 2 — mild calcification, 3 — moderate calcification, 4 — severe calcification. Statistics. a:
©<0.05 vs. the corresponding value for the AIN subgroup.

Aortic root wall Aortic valve Mitral annulus
AIN PHY AIN PHY AIN PHY
subgroup subgroup? subgroup subgroup subgroup subgroup?
No or mild
calcification 0 5 5 6 2 7

(scores 1 and 2)
Moderate or severe
calcification 7 3 2 2 5 1
(scores 3 and 4)
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Figure 4. Images of the echocardiographic study (upper: long axis view, bottom: subcostal view). The degree of calcification
was scored according to previously described echocardiographic criteria (Rosenhek et al., 2004): (A) example of score 2 —
mild calcification. Echo intensity increased in small isolated spots (star) in aortic wall; (B) example of score 3 — moderate
calcification. More uniform thickening of the aortic wall extended to the posterior cusp of the aortic valve; (C) Example of
score 4 — severe calcification. Severe thickening affecting the aortic root and the aortic valve.Abreviations. Ao-. Aorta. AoV .-
Aortic valve. AoR.- Aortic root. LA.- Left atrium.

DISCUSSION

As has previously been described, the calcium content in arteries of rats increases with age ’ The

present study found that dietary phytate treatment significantly reduced aortic calcification during
aging.

It has been known since the 1930s that the presence of trace amounts of molecules including
polyphosphates can act as water softeners by inhibiting crystallization of calcium salts such as
calcium carbonate. However, the use of such compounds as regulators of calcification under
physiological conditions was not explored until the 1960s. During that decade, Fleisch et al.
showed that pyrophosphate, a naturally occurring polyphosphate, was present in serum and urine,

and could prevent calcification by binding to hydroxyapatite 343>

. However, studies using animal
models found that pyrophosphate could inhibit ectopic calcification in blood vessels and kidneys
only when injected rather than ingested. Oral administration was found to cause hydrolysis and
hence inactivation of pyrophosphate, and this led to a search for more stable analogues.
Bisphosphonates, a group of synthetic polyphosphates, were found to have a high affinity for

hydroxyapatite and to prevent calcification both /2 vitro and in vivo, even when administered orally
36

Phytate is abundant in plant seeds, and has been shown to inhibit vascular calcification and calcium

31,32,37,38

salt crystallization in urine and soft tissues , as do other polyphosphates such as

pyrophosphate and bisphosphonates ¥, Phytate is found in all mammalian organs, tissues and
fluids ***' which are dependent upon an exogenous supply, either oral ***' 4243
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Administration of phytate as a food salt (phytin, as calcium magnesium phytate) in amounts
corresponding to the so-called ‘Mediterranean diet” (1-2 g phytate/day) has not been found to
have any negative effect * and phytate is only toxic at very high doses * with an oral LD50 (as the

sodium salt) of 1.3 mmolkg" for male rats.

The present study demonstrated that phytate decreased calcification in the aorta during aging.
Histological analysis showed that calcified deposits were mainly associated with the medial elastic
lamellae (Figure 3). A striking feature of arterial aging is the progressive thinning, splitting, fraying

and fragmentation of elastic lamellae ***’

, and the intensity of calcification during aging follows the
elastin gradient, with larger arteries having proportionately higher levels of elastin and calcification
Y. Accordingly, gradual disruption of elastic fibers could act as an inducer of calcification through
heterogeneous nucleation of calcium phosphate crystals on such fibers, and so facilitate the age-
linked calcification process. The action of crystallization inhibitors which avoid hydroxyapatite
development appears to involve re-absorption of injured tissue by the immune system. With worse
injuries, re-absorption is more problematic and there is greater likelihood of high-level calcification.

4

Indeed, phagocytosis of hydroxyapatite has been observed in implants ® and basic calcium

phosphate crystals can stimulate the endocytotic activity of cells #9:50

. Hence, crystallization inhibitors
such as phytate can prevent excessive calcium phosphate precipitation, facilitating phagocytosis
and post-injury re-absorption. Phytate has also been demonstrated to have antioxidant properties as
a consequence of its capacity to avoid free radical formation > The results obtained support the
current view that whole-grain is an important dietary component associated with reduced risk of

52-54

cardiovascular events , with phytate probably being beneficially involved due to its activity as a

crystallization inhibitor and also as an antioxidant.
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CAPITULO 3. FACTORES IMPLICADOS EN LOS MECANISMOS DE FORMACION DE LAS CALCIFICACIONES CARDIOVASCULARES

ARTICULO ORIGINAL 3.1. El fitato inhibe la calcificacion de pericardio bovino

“In vitro”

» El pirofosfato y el etidronato a concentraciones de 1 mg/L (5.75 y 4.95 uM, respectivamente)
inhiben el desarrollo de calcificaciones de pericardio bovino fijjado con gluteraldehido, mientras que
en concentraciones de 0.5 mg/L (2.87 y 2.47 uM, respectivamente] ninguna de las dos sustancias

presenta efecto inhibidor.

» El fitato presenta un efecto inhibidor en las calcificaciones de pericardio bovino notablemente
superior al que presentan el pirofosfato y el etidronato. El efecto inhibidor del fitato se aprecia a
concentraciones de tan solo 0.25 mg/L (0.39 uM) y aumenta a medida que aumenta su

concentracion de 0.25 a 1 mg/L (0.39 a 1.54 uM).

» Considerando que la administracion de fitato en humanos en concentraciones que se
corresponden a la cantidad ingerida en la llamada “dieta mediterranea” (1-2 g/dia) proporciona
unos niveles plasmaticos de fitato 10° M, se concluye que una ingesta adecuada de fitato en
humanos podria disminuir la calcificacion de las valvulas bioprostéticas fabricadas con pericardio

bovino fijado con gluteraldehido.

ARTICULO ORIGINAL 3.2. Papel del fitato y la osteopontina en el mecanismo de

calcificacion de tejidos blandos

» La notable y significativa disminucion de la calcificacion en los tejidos lesionados para el grupo
tratado con la dieta con fitato (AIN-76A + 1% de fitato en forma de sal calcico-magneésica) con
respecto al grupo tratado sin fitato (AIN-76A) indican que el fitato (administrado a través de la

dieta) disminuye la formacion de depositos calcificados en tejidos blandos lesionados en ratas.

> Si se considera el punto anterior y que el grupo tratado con fitato se alimentd con una dieta que
proporciona unos niveles plasmaticos y urinarios de fitato similares a los que se obtienen en
humanos con la ingesta diaria de 1-2 g de fitato (cantidad que se corresponde a la ingerida en la
denominada “dieta mediterranea”), se concluye que una ingesta adecuada de fitato podria evitar o

disminuir la formacion de depdésitos calcificados en tejidos blandos lesionados en humanos.

» La deteccidon de la osteopontina por primera vez a los 8 dias después de la induccion a la
calcificacion en las areas calcificadas proximas a las zonas con inflamacion en las que se identifican
macrofagos, linfocitos e eosindfilos, indica que esta proteina no esta involucrada en el inicio de la
calcificacion y que su funcion en el proceso de calcificacion podria estar relacionada con la
regulacion celular de la calcificacion. Parece ser que la osteopontina es segregada por los
macrofagos a fin de sefalizar la hidroxiapatita y posibilitar su identificacion y posterior destruccion

por parte del sistema inmunitario.
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» El fitato, al retardar y disminuir el desarrollo de depdésitos calcificados en tejidos blandos, puede

facilitar la reabsorcion de los tejidos danados por parte del sistema inmunitario.

ARTICULO ORIGINAL 3.3. El fitato inhibe las calcificaciones cardiovasculares en

ratas

» La notable y significativa disminucion del contenido de calcio en aorta y corazon del grupo
tratado diariamente por via topica con fitato (4 g/dia de una crema con un 2% de fitato en forma
de sal potasica) en comparacion con el grupo no tratado con fitato, pone de manifiesto que el fitato
(administrado por via topica) es capaz de inhibir las calcificaciones aorticas y cardiacas inducidas

con vitamina D y nicotina en ratas.

» Utilizando nicotina (2 administraciones orales de 25 mg/kg) y vitamina D (1 inyeccion
intramuscular de 300000 1U/kg) como tratamiento inductor a la calcificacion en ratas, los depositos
calcificados en la aorta ocurren predominantemente en las capas mas internas de la tunica intima
mientras que en el corazon se presentan en las paredes de los vasos coronarios y en el miocardio

adyacente.

ARTICULO ORIGINAL 3.4. Efecto de los inhibidores de la cristalizacion sobre Ias

calcificaciones cardiovasculares inducidas por vitamina D

» La ligera disminucion no estadisticamente significativa en el contenido en calcio de la aorta del
grupo tratado con etidronato con respecto al grupo placebo, indica que el etidronato
(administrado por via subcutanea en dosis de 0.825 pmol/kgdia en forma de sal sodica) no es capaz
de provocar una clara inhibicion de las calcificaciones adrticas inducidas con dosis elevadas de

vitamina D en ratas.

» La notable y significativa disminucion del contenido en calcio del grupo tratado con fitato en
comparacion con el grupo placebo y el grupo etidronato, indica que el fitato (administrado por via
subcutanea en dosis de 0.825 pmol/kgdia en forma de sal sodica) es capaz de inhibir las

calcificaciones aorticas inducidas con dosis elevadas de vitamina D en ratas.

» Utilizando vitamina D (3 inyecciones subcutaneas de 500000 IU/kg) como tratamiento inductor a
la calcificacion en ratas, los depdsitos calcificados en la aorta ocurren predominantemente en las
capas mas internas de la tunica intima mientras que en el corazén se presentan en las paredes de

los vasos coronarios y en el miocardio adyacente.

» El hecho de que los valores de calcio adrtico de este estudio (tratamiento inductor con altas dosis
vitamina D: 3 inyecciones subcutaneas de 500000 IU/kg) sean menores en comparacion con los

obtenidos en el estudio anterior (tratamiento inductor con nicotina: 2 administraciones orales de 25
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mg/kg y dosis menores de vitamina D: 1 inyeccion intramuscular de 300000 1U/kg), revela que la
existencia de una lesion sobre la cual pueda desarrollarse los cristales de fosfato calcico es un factor
promotor mas importante en el desarrollo de calcificaciones cardiovasculares que un aumento en la

sobresaturacion plasmatica con respecto al fosfato calcico.

ARTICULO ORIGINAL 35. El fitato y las calcificaciones cardiovasculares

relacionadas con el envejecimiento en ratas

» La notable y significativa disminucion del contenido en calcio de la aorta para los grupos tratados
con dietas que contenian un 1% de fitato (en forma de sal calcico-magnésica; grupo control y grupo
PHY) en comparacion con los grupos alimentados con dietas sin fitato (grupo AIN y grupo MOD),
indica que el fitato (administrado a traves de la dieta) previene las calcificaciones adrticas ligadas al

envejecimiento en ratas.

> Si se considera el punto anterior y que los grupos tratados con fitato se alimentaron con una dieta
que proporciona unos niveles plasmaticos de fitato similares a los que se obtienen en humanos con
la ingesta diaria de 1-2 g de fitato (cantidad que se corresponde a la ingerida en la denominada
“dieta mediterranea”), se concluye que una ingesta adecuada de fitato podria evitar o disminuir las

calcificaciones aorticas ligadas al envejecimiento en humanos.

» La calcificacion adrtica ligada al envejecimiento en ratas ocurre principalmente en las fibras
elasticas de la tunica media, con lo que la disrupcion gradual de éstas fibras con la edad puede tener
un papel clave en la calcificacion ligada al envejecimiento al proporcionar nucleos heterogéneos
sobre los cuales, en ausencia o déficit de inhibidores de la cristalizacion, puedan formarse y

desarrollarse cristales de fosfato calcico.

» La inexistencia de diferencias estadisticamente significativas en el contenido de calcio, magnesio,
manganeso y zinc en corazon, rifidn e higado entre los diferentes grupos, indica que el fitato (como

fitina, sal calcico-magnésica) no afecta a la biodisponibilidad mineral.

» Las diferencias estadisticamente significativas encontradas en el contenido de hierro en corazon
rindn e higado entre el grupo control y Ios otros tres grupos pueden ser consecuencia del alto

contenido en hierro de la dieta UAR en comparacion con las otras tres.
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CAPITULO 4. INHIBIDORES DE LA CRISTALIZACION Y OSTEOPOROSIS

1. EL HUESO. ESTRUCTURA Y COMPOSICION

El tejido 6seo es un tejido conectivo altamente especializado que, junto al cartilago, compone el

sistema esquelético. Dicho sistema tiene tres funciones:
- Mecanica, soporte muscular para la locomocion.
- Protectora, de 6rganos vitales y médula osea.

- Metabdlica, reserva de iones para todo el organismo, especialmente de calcio y fosforo.

1.1. COMPOSICION DEL HUESO

En la composicion del hueso, podemos distinguir entre matriz dsea y células éseas.

1.1.1. MATRIZ OSEA

La matriz 6sea esta compuesta por el conjunto de las sustancias intercelulares que componen el

tejido 6seo. Para su estudio, esta matriz se puede dividir en: matriz organica y matriz inorganica.

La matriz organica, también llamada osteoide, representa entre el 30-40% del peso seco. El principal
componente organico del hueso es el colageno (predomina el tipo 1) el cual constituye
aproximadamente el 90-95% de la matriz organica. También se encuentran glicosaminoglicanos
(condroitin-sulfato, queratan-sulfato, acido hialurénico) y algunas proteinas no colagenosas
dependientes de vitamina D y practicamente exclusivas del hueso (como son la osteocalcina (2% de

la matriz organica), la osteopontina y la osteonectina).

La matriz inorganica representa aproximadamente el 60-70% del peso seco de la matriz 6sea. Los
iones mas abundantes son el fosfato y el calcio aunque también contiene agua (representa
aproximadamente el 20% del hueso) y pequenas cantidades de otros iones como el bicarbonato, el
magnesio, el potasio, el sodio y el citrato. El calcio y el fosfato forman cristales de fosfato calcico
(hidroxiapatita, Cao(PO4)6(OH]2) de unos 3 nm de espesor y hasta 60 nm de largo. Los cristales se
sitian paralelamente de manera regular y periodica a lo largo de las fibras de colageno. Los iones de
la superficie de los cristales de hidroxiapatita estan hidratados de manera que esta capa de

hidratacion facilita el intercambio de iones entre el cristal y el liquido intersticial.

1.1.2. CELULAS OSEAS

Se consideran celulas oseas las células osteoprogenitoras o preosteoblastos, los osteoblastos, los

osteocitos, las células de revestimiento o tapizantes del hueso y los 0steoclastos Geneser 2000; Junaueira 2005;

STEVENS 1996]-
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1.1.2.1. Células osteoprogenitoras o preosteoblastos

» Caracteristicas generales. Son unas células no especializadas,
derivadas del mesénquima que pueden experimentar mitosis y

transformarse en osteoblastos.

» Geénesis. Ocasionalmente y bajo la influencia de factores de

. . . . . Figura 4.1. llustracion de una célula
crecimiento, algunas células hematopoyeéticas de la meédula 6sea  geoprogenitora o preosteoblasto.

pueden diferenciarse a células osteoprogenitoras.

» Funcion. Estas células cuentan con potencial para diferenciarse a osteoblastos. Los osteoblastos y
los osteocitos carecen de capacidad mitotica, por lo que a medida que disminuye la poblacidon de
osteoblastos durante los procesos de remodelacion continua del hueso, las células
osteoprogenitoras que proliferan y se diferencian proveen nuevos osteoblastos para el tejido. Por
este motivo, las células osteoprogenitoras son mas activas durante el crecimiento de los huesos y la

reparacion de lesiones oseas.

1.1.2.2. Osteoblastos

» Caracteristicas generales. Son las células responsables de la formacion y la

organizacion de la matriz extracelular del hueso y de su posterior
mineralizacion. Contienen abundante reticulo endoplasmatico rugoso, un
aparato de Golgi muy desarrollado, numerosas vesiculas y un nucleo, con
nucléolo unico, situado con frecuencia en el extremo de la célula mas

distante de la superficie 0sea. Parte de su membrana se encuentra en

contacto con el borde osteoide, llamandose asi el area donde esta teniendo

- -, Figura 4.2. llustracion
lugar la calcificacion. de un osteblasto.

» Génesis. Proceden de células osteoprogenitoras que son inducidas a la diferenciacion

osteoblastica a través distintos factores de crecimiento.

» Funcién. Su funcion es la formacion de la matriz 6sea. El principal producto de los osteoblastos
maduros es el colageno de tipo I, aunque también producen otras proteinas como la osteocalcina,
la proteina Gla de matriz, la osteopontina y la osteonectina. La mayoria de osteoblastos, una vez
han ejercido su funcion, desaparecen a traves de un proceso de apoptosis o muerte celular
programada. Sin embargo, algunos quedan rodeados y enclaustrados por la matriz que han
sintetizado y de esta manera, cesan su actividad anabdlica y se convierten en osteocitos. Otros

quedan retenidos en la superficie 0sea y se convierten en células de revestimiento o tapizantes.
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1.1.2.3. Osteocitos

» Caracteristicas generales. Estas células se encuentran en
cavidades de la matriz 6sea, denominadas lagunas osteocitarias u
osteoplastos. A diferencia de los osteoblastos, los osteocitos
quedan conectados entre si y con el resto de células oseas,
mediante prolongaciones citoplasmaticas y uniones comunicantes.

El sistema de conexion que poseen es el adecuado para poder

llevar a cabo un intercambio entre ellas, ya que son incapaces de

Figura 4.3. llustracion de un
osteocito.

moverse en la matriz mineralizada que las rodea. En el citoplasma,
tienen poco desarrollados el reticulo endoplasmatico rugoso y el

aparato de Golgi.

» Genesis. Son células que se forman a partir de la diferenciacion de los osteoblastos, que a su vez

derivan de las células osteoprogenitoras.

» Funcion. Parece ser que modulan las sefiales procedentes de los estimulos mecanicos y regulan la

apoptosis de las células oseas.

1.1.2.4. Células de revestimiento o tapizantes

» Caracteristicas generales. Son unas células planas muy delgadas, similares a las células

endoteliales, que recubren la superficie inactiva del hueso.
» Génesis. Derivan de los osteoblastos.

» Funcién. Desempenfan un papel clave en el inicio de la remodelacion osea.

1.1.2.5. Osteoclastos

» Caracteristicas generales. Son células polinucleadas de gran
tamano que se localizan en las superficies Oseas firmemente
asociadas a la matriz 6sea. Los osteoclastos se caracterizan por
disponer de una porcion arrugada de su membrana, en forma de

cepillo, rodeada de un citoplasma libre de organulos, llamada zona

clara con la que se adhiere a la superficie del hueso.
Figura 4.4. llustracion de un

> Génesis. Se forman por la fusion de varias células mononucleares ~ °steeclasto.

derivadas de una célula madre sanguinea de la médula Osea, las cuales son precursoras
hematopoyéticas que también dan origen a los monocitos y macrofagos. Es por ello que los

osteoclastos presentan caracteristicas similares a los macrofagos.

» Funcion. Son las células responsables de resorcion de la matriz 6sea.
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1.2. TIPOS DE TEJIDO OSEO

De acuerdo a su funcién y localizacion dentro del esqueleto, el hueso varia en tamafo, forma y
consistencia. Si consideramos su morfologia 6sea podemos distinguir entre: huesos largos, huesos
cortos y huesos planos. A su vez, los huesos largos se dividen en tres partes: epifisis (los extremos),

diafisis (la parte cilindrica alargada) y metafasis (la zona de union de la epifisis y diafasis).

A parte de esta clasificacion morfoldgica, el tejido dseo puede clasificarse en varios tipos en funcion
de la disposicion de las fibras de colageno (clasificacion histologica) o en funcion de su estructura

macroscopica (clasificacion macroscopica) punauera 2005)-

1.2.1. CLASIFICACION HISTOLOGICA

Histoloégicamente, atendiendo a la disposicion de las fibras de colageno, el hueso puede clasificarse
en dos tipos: hueso reticular y hueso laminar. Los dos tipos poseen las mismas células y los mismos

constituyentes de la matriz osea.

El hueso reticular se caracteriza por estar constituido por fibras de colageno dispuestas al azar sin un

orden especifico. Es mecanicamente débil y se considera tejido inmaduro.

El hueso laminar se caracteriza por una alineacion ordenada de laminas de colageno. Es
mecanicamente fuerte y es el que, en condiciones normales, reemplaza al reticular de manera que

practicamente todo el hueso adulto sano es laminar.

El hueso reticular se forma cuando los osteoblastos producen matriz 6sea rapidamente. En estas
condiciones, las fibras de colageno se depositan de forma irregular entrelazadas con laxitud. Esto
ocurre inicialmente en todos los huesos fetales, aunque con el tiempo el hueso reticular es sustituido
gradualmente por remodelacion y deposito de hueso laminar mas resistente. En el adulto se forma
hueso reticular cuando la formacion de nuevo hueso es muy rapida, como en la reparacion de una
fractura o en la enfermedad de Paget. Tras una fractura el hueso reticular es remodelado y se
deposita hueso laminar, pero en la enfermedad de Paget el hueso reticular persiste provocando

debilidad mecanica y deformidades 6seas.

1.2.2. CLASIFICACION MACROSCOPICA

En el hueso adulto, si se realiza un corte transversal, se reconocen a simple vista dos disposiciones
estructurales diferenciadas del tejido oseo. Asi, se puede observar que esta constituido por zonas
que no presentan cavidades visibles (hueso cortical o compacto) y por zonas que muestran
numerosas cavidades intercomunicadas (hueso esponjoso o trabecular). Esta clasificacion es
macroscopica y no histolégica, dado que el tejido compacto y los tabiques que separan las

cavidades del hueso esponjoso presentan la misma estructura histoldgica basica.

El hueso cortical o compacto representa el 80% del volumen total de hueso y el 30% de la superficie
disponible para la remodelacion. Este tipo de hueso aparece en la superficie externa como una

masa solida y continua. Presenta Iaminas dispuestas en paquetes cilindricos concéntricos, adosados
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unos a otros entre las cuales se ubican las lagunas osteocitarias. También, presenta una red de finos
canales longitudinales (canales de Havers) y transversales (canales de Volkmann) que transportan
los nervios y los vasos que posibilitan su nutricion. Esta cubierto por el periostio, una membrana de
tejido conectivo denso que contiene células osteoprogenitoras. El hueso cortical o compacto forma
un escudo rigido externo resistente a la deformacion y tiene fundamentalmente funciones de

sostén y proteccion (Figura 4.5A).

El hueso esponjoso o trabecular representa el 20% del volumen total de hueso y el 70% de la
superficie disponible para la remodelacion. Este tipo de hueso aparece en la superficie interna y
posee una red de laminas con configuracion aplanada y forman trabéculas que se entrecruzan y
que limitan los espacios ocupados por la meédula osea y los vasos sanguineos. El hueso esponjoso o

trabecular es mas flexible y resistente que el compacto.

En los huesos largos, las extremidades o epifisis estan formadas por hueso esponjoso con una fina
capa superficial de hueso compacto. La diafasis esta constituida casi totalmente por hueso compacto
con una pequena cantidad de hueso esponjoso en su zona mas profunda, que delimita el canal

medular (Figura 4.5B).

Los huesos cortos muestran una parte central esponjosa y estan recubiertos en toda su periferia por

una capa compacta.

Los huesos planos, como los que forman la boveda craneal muestran dos capas de hueso compacto

(tablas interna y externa) separadas por hueso esponjoso.

Hueso
esponjoso

. @ Hueso
- __ compacto
. Cavidad
\ medular

Figura 4.5. llustracion de la estructura osea: A. llustracion de los componentes del hueso: 1.
Hueso compacto o cortical. 2. Hueso esponjoso o trabecular. 3. Sistema haversiano (tiene un
canal central que contiene un paquete neurovascular). 4. Colageno. 5. Canal de Havers. 6.
Canal de Volkmann 7. Periostio. 8. Revestimiento o6seo. 9. Vasos del periostio. 10.
Osteoclastos. 11. Osteoblastos. 12. Osteocitos. B. llustracion de la disposicion del hueso
cortical o compacto y trabecular o esponjoso en el féemur.
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2. REMODELACION OSEA

El hueso es un tejido dinamico que sufre procesos de crecimiento, reparacion, modelado y
remodelado, siendo éste ultimo de gran relevancia ya que la mayoria de patologias oseas son
consecuencia de alguna alteracion en este proceso. La remodelacion del hueso es un proceso muy
activo que consiste en la renovacion osea mediante la accion sucesiva de osteoclastos (resorcion
0sea) y osteoblastos (formacion 6sea) en diminutos focos por todo el esqueleto, denominados
unidades de remodelacion 6sea. Anualmente se renueva el 25% del hueso trabecular y el 3% del
cortical y en un periodo de 10 afos, se ha renovado la totalidad de los huesos por lo menos una

vez.

2.1. ETAPAS DE LA REMODELACION OSEA

En cada ciclo de remodelacion se pueden distinguir las etapas de activacion, resorcion,

acoplamiento, formacion, mineralizacion y reposo (Figura 4.6) (manotasas 2000; Parsirr 1984)-

Preosteoclastos

Osteoclastos activos Preosteoblastos
Osteoblastos

Osteocitos
t..*) \.J
Células p : \EJ % PP T N T
taplzantes eposo

esorcmn coplamlento \Farmacmn| |Mmera||zacmn|

IO S —

Figura 4.6. llustracion del ciclo de remodelado 6seo, en el cual se pueden distinguir las etapas de activacion, resorcion,
acoplamiento, formacion, mineralizacion y reposo.

2.1.1. ETAPA DE ACTIVACION

En esta etapa, parece ser que las células tapizantes se retraen y mediante sefales quimiotacticas
atraen a los preosteoclastos, los cuales se fijjan en la superficie 6sea y desplazan a las células

tapizantes del hueso. Posteriormente, estas células son activadas dando lugar a los osteoclastos.

2.1.2. ETAPA DE RESORCION

Los osteoclastos, una vez en contacto con el hueso, lo resorben dando lugar a una cavidad de
forma y dimensiones caracteristicas. En el hueso trabecular forman una cavidad en forma de laguna
(laguna de Howship) mientras que en el hueso cortical la cavidad tiene forma de tunel (cono
penetrante). Este periodo dura entre 1 y 3 semanas. Se cree que la resorcion 6sea tiene lugar a

partir de los siguientes procesos (Figura 4.7):
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- Los osteoclastos aislan la zona del hueso a la cual se han unido y liberan enzimas lisosomicas que

hidrolizan la matriz organica.

- La acidez local provocada fundamentalmente por el transporte de protones mediante la bomba de
protones ATP-dependiente, el intercambio Na+/H+ y la anhidrasa carbonica, aumenta la solubilidad

de los cristales de hidroxiapatita, liberandose los iones calcio y fosfato.

- Los osteoclastos resorben por endocitosis algunos de los productos de degradacién solubles de Ia

desmineralizacion y de la hidrdlisis proteica.

Osteoclasto

O ~ Lisosomas
€O, + H,0 — H"+ HCO,

Borde
\ rugoso

Microambiente con pH acido y

enzimas lisosomicas
Figura 4.7. llustracion de la resorcion o¢sea. Las enzimas contenidas en los
lisosomas originados en el complejo de Golgi, junto con los iones hidrégeno
también producidos por el osteoclasto, se transfieren hacia el microambiente
cerrado correspondiente a la zona clara, en donde actuan separados del resto
de tejidos. La acidificacion facilita la disolucion de la matriz inorganica y
mantiene un pH ideal para la accidon de las enzimas hidroliticas de los lisosomas.
Asi se elimina la matriz, que es atrapada por el citoplasma de los osteoclastos
donde posiblemente continua la digestion y cuyos productos son transferidos
hacia los capilares sanguineos.

2.1.3. ETAPA DE ACOPLAMIENTO

En el periodo de tiempo entre el cese de la etapa de resorcion e inicio de la etapa de formacion se
deposita en la superficie 6sea excavada una capa con escaso contenido de colageno, que atrae a
los osteoblastos mediante factores locales liberados por los osteoclastos. Este periodo de

inactivacion dura aproximadamente dos semanas.

2.1.4. ETAPA DE FORMACION

En esta etapa, los osteoblastos atraidos a la superficie de excavacion inicial cubren el hueso
socavado con componentes organicos de la matriz 6sea (osteoide] que se depositan como

laminillas o bien cilindricas concéntricas (hueso cortical) o bien paralelas y aplanadas (hueso
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trabecular). Una vez finalizada esta etapa, aproximadamente el 65% de los osteoblastos sufren

aPOPLOSIS [ 19984 Mientras que el otro 35% se transforma en osteocitos o en células tapizantes.

2.1.5. ETAPA DE MINERALIZACION

Entre el inicio del depdsito de osteoide y el inicio de su mineralizacion, existe un tiempo de demora
de unos diez dias. Para que tenga lugar la mineralizacion del osteoide, los osteoblastos deben
producir previamente vesiculas de matriz (las cuales son redondeadas y estan limitadas por una
membrana). Durante la formacion del osteoide, estas vesiculas se separan del oteoblasto por
gemacion (derivan muy probablemente de la membrana celular) y pasan a la matriz, donde
constituyen el nido para la formacion inicial de cristales de fosfato calcico. Actualmente se cree que
las vesiculas de matriz derivadas del osteoblasto son el factor mas importante en el inicio de esta
etapa, ya que una vez formados los primeros cristales de hidroxiapatita, éstos crecen y se producen
mas rapidamente |auoerson 2005)- L& mineralizacion se inicia en la interfase entre el osteoide y el hueso

mineralizado preexistente y avanza hacia la superficie a lo largo de un plano de barrido (Figura 4.8).

T o T oY% . %G %
e _® OF &9 e 53— o e

: (5] @ @
Mineralizacién precoz de las vesiculas de matriz (zonaB) —— ¢ &
I —_— o W
Bam R e s L . [ vl A e
& —_ o TV R W
Aumento de la mineralizacion alrededor de las vesiculas (zona C) —- .

:,é.

Y

& aew @aw wd

Figura 4.8. llustracion de la mineralizacion o6sea. En las inmediaciones de la
superficie irregular de los osteoblastos existe una zona A de colageno y
glicosaminoglicanos recién depositados (osteoide) con vesiculas de matriz recién
formadas. A continuacion, hay una zona B en las que se estan formando cristales de
hidroxiapatita sobre las vesiculas ligeramente mas “viejas”, y después existe otra
zona C en la cual los focos de mineralizacion crecen con rapidez. En la zona D los
focos separados de mineralizacion han confluido casi por completo y en la zona E Ia
mineralizacion es completa.

Si las concentraciones locales de iones calcio y fosfato son normales, esta etapa tiene lugar poco
después de la formacion del nuevo osteoide. Sin embargo, en situaciones de recambio elevado, los
osteoblastos producen una gran cantidad de matriz organica en poco tiempo y la mineralizacion se

retrasa, completandose solo si disminuye la velocidad de produccion del osteoide nuevo. Durante

una fase de retraso pueden observarse claramente capas de osteoide no mineralizado entre la capa
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de osteoblastos activos y el hueso previamente mineralizado. Esto se pone de manifiesto en las fases
de rapido crecimiento 6seo de la vida fetal y también en la vida adulta durante periodos de
remodelacién activa del hueso, como por ejemplo, después de una fractura o formando parte de

algunos procesos patoldgicos (osteomalacia).

2.1.6. ETAPA DE REPOSO

Finalizada la formacion 6sea, existe una etapa de reposo que se mantendra hasta el inicio de un

nuevo ciclo de remodelado.

2.2. REGULACION DEL REMODELADO OSEO

El proceso de remodelado 6seo es un proceso complejo controlado por toda una serie de factores
que actuan conjuntamente a fin de preservar la masa 0sea [cavaus 1983; rasz 1983 EN lineas generales, se

halla sometido a dos tipos de controles: local y sistémico.

2.2.1. CONTROL LOCAL

El control local esta constituido por factores de naturaleza fisica y, fundamentalmente, de

naturaleza humoral.

Los factores de naturaleza fisica se basan en la existencia de un mecanismo que regula la cantidad

de masa osea en funcion de la sobrecarga que el hueso tuviera que soportar.

Los factores de naturaleza humoral son los mas importantes y tienen una accion directa sobre el
metabolismo celular y modifican la replicacion, la diferenciacion y/o la actividad de células de
estirpe osteoblastica u osteclastica. Estos factores son generalmente sintetizados por células oseas

[MANoLAGAS 2000; Munoy 1994]- ENtre ellos encontramos:

» Factores de crecimiento. Destacan los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF |y IGF i)
y el factor de crecimiento transformativo beta (TGF-B), los cuales inducen la formacion de hueso
estimulando la proliferacion de los preosteoblastos, asi como la actividad de los osteoblastos peay
1994; Hock 1988)- También cabe considerar las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP), las cuales
estimulan la diferenciacion de los osteoblastos y podrian desempenar un papel importante en el

acoplamiento entre osteoclastos y osteoblastos.

» Las citoquinas. En particular, las interleuquinas IL-1, IL-6, e IL-11 y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0) son potentes agentes promotores de las resorcion osea. Estas citoquinas estimulan la

maduracion de los osteoclastos [suoa 1997]-

» Prostaglandinas. La mayoria de los autores defienden que las prostaglandinas juegan un papel
importante en la resorcion osea. Entre ellas destacamos la prostaciclina y las prostaglandinas E1 y
E2, las cuales han demostrado ser potentes estimuladores de la resorcion 0sea ya que pueden

activar la proliferacion de los osteoclastos jacarsu 1989; sre 1986; Yawasak 1980]-
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2.2.2. CONTROL SISTEMICO

El control sistémico esta constituido por diversas hormonas que actuan sobre los osteoclastos y los
osteoblastos de forma directa o indirecta. Estas hormonas regulan la sintesis, activacion, efecto y

union a proteinas de los factores locales [rzzou 1997)- ENtre ellas destacan:

» Parathormona. Su secrecion depende inversamente de los niveles de calcio idnico plasmatico que
existan. Aumenta la absorcién intestinal y Ia reabsorcion renal de calcio. Y en el hueso, estimula la
funcion osteclastica aumentando la resorcion. Sin embargo, si la accion es intermitente y a dosis
bajas tiene una accién anabdlica al aumentar la sintesis de ciertos factores de crecimiento (IGF-l y

TGF-B) que estimulan la proliferacion y actividad de los osteoblastos [ omun 2002: Partrinae 2006]-
» Calcitonina. Inhibe la resorcion mediada por los osteoclastos.

» Vitamina D. La forma activa de la vitamina D (calcitriol) aumenta la absorcion intestinal y la
reabsorcion renal de calcio. En el hueso, la accion del calcitriol es menos conocida. Algunos autores
han demostrado la presencia de receptores de vitamina D en los osteoblastos, donde promueve su
diferenciacion y regula la produccién de sustancias tales como el colageno, la fosfatasa alcalina y la
osteocalcina. A la vez, induce en las membranas celulares el RANKL. De esa manera, el calcitriol

regula tanto la formacion como la resorcion 0seas (van Lesuwen 2001]-
» Insulina. Estimula la sintesis de matriz 6sea y es necesaria para que la mineralizacion sea correcta.
» Hormona del crecimiento. Favorece la formacion osea a través de la estimulacion de IGF-.

» Glucocorticoides. A dosis fisioldgicas modulan la remodelacion 6sea, y a suprafisiologicas inducen
la pérdida osea. Inhiben directamente la actividad de los osteoclastos y parte de su efecto esta

mediado por la parathormona y la vitamina D.
» Hormonas tiroideas. Estimulan la actividad osteoclastica y aceleran el recambio 6seo.

» Hormonas sexuales. Tienen un papel fundamental en la prevencion de la pérdida 6sea. En
cuanto a los estrogenos, se sabe que su déficit implica un predominio de la resorcion sobre la
formacion murozTorees 1999 Algunos autores indican que existen receptores para los estrogenos tanto
en los osteoclastos [oursier 19914) COMO para los osteoblastos gxsen 198g)- ASi, parece ser que promueven
la apoptosis de los osteoclastos (kaweoa 1997), disminuyen la sintesis de citoquinas y prostaglandinas
que promueven la resorcion 0sea |awwan 1997; Jika 19985 Y aumentan la produccion de factores de
crecimiento que incrementan la formacion 6sea (ousier 19915 Hay estudios que evaluan su efecto en
el metabolismo del calcio e indican que aumentan la absorcion intestinal y disminuyen su
eliminacion renal vckane 1995; risss 1998- EN cuanto a los androgenos, existen receptores para ellos en los
osteoblastos (cowaro 1989 Y Provocan una proliferacion de los osteoblastos y un aumento de la sintesis

de proteinas de Matriz (vaoerscrueren 1995
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2.3. MARCADORES DEL REMODELADO OSEO

Los marcadores bioquimicos de remodelado 6seo son sustancias liberadas a la circulacion durante
el proceso de formacion y/o resorcion que reflejan la actividad metabdlica del tejido 6seo en un
momento puntual. Diversos autores han demostrado que los valores medios de los marcadores del

remodelado 6seo varian significativamente en pacientes con osteoporosis con respecto a individuos

sanos [BETTICA 1996; EBELING 1992; MCLAREN 1992; SCHNEIDER 1997; SEIBEL 1993; SEIBEL 1994]-

Los marcadores de remodelado 6seo se clasifican en dos grupos: los que reflejan la tasa de
formacion y los que reflejan la tasa de resorcion. Cuando ambos eventos estan acoplados, cualquier
marcador puede reflejar Ia tasa global de remodelado 6seo. Los marcadores bioquimicos de
formacion osea suelen determinarse en sangre mientras que la mayoria de los de resorcion osea se

analizan en orina (Tabla 4.1} ouna 2003)-

Tabla 4.1. Principales marcadores del remodelado 6seo.

Orina Suero

Hidroxiprolina Fosfatasa alcalina total (ALP)

Piridinolina (Pyd) y deoxipiridinolina (Dpd) Fosfatasa alcalina especifica del hueso (BSAP)
Suero Osteocalcina (OC)

Fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) Péptido C-terminal del procolageno tipo | (PICP)
Telopéptido C-terminal del colageno tipo | (ICTP) Péptido N-terminal del procolageno tipo | (PINP)
Suero y orina

Telopéptido C-terminal del colageno tipo | (CTx)

Telopéptido N-terminal del colageno | (NTx)

2.3.1. MARCADORES DE RESORCION OSEA

La mayoria de estos marcadores son resultado de la destruccion del colageno tipo I. Entre ellos

encontramos:

» Hidroxiprolina. Es un aminoacido no esencial derivado de la prolina. Se encuentra
fundamentalmente en el tejido conectivo y 0Oseo constituyendo el 13% del contenido de
aminoacidos de la molécula del colageno. Con las limitaciones pertinentes, se considera que la
excrecion de hidroxiprolina es un marcador de resorcion osea debido a que la mitad del colageno
corporal es 0seo y a que no se reutiliza para la sintesis de nuevas cadenas de colageno. Su
excrecion urinaria esta fuertemente influenciada por el aporte dietético de hidroxiprolina exdégena,
por lo que la recolecta de orina para la determinacién de hidroxiprolina como marcador de la
resorcion osea requiere un régimen previo con ausencia del aminoacido (el dia previo al examen no

consumir carne roja o de ave, ni gelatina).

» Piridinolina y deoxipiridinolina. Estas moléculas forman los enlaces estabilizadores del colageno
maduro (cross-link). La piridinolina se encuentra principalmente en bajas concentraciones en el
colageno tipo Il del cartilago y en el colageno tipo | del hueso. En contraste, la deoxipiridinolina se
encuentra casi exclusivamente en el colageno tipo | del hueso (también se encuentra en la dentina),
siendo de esta manera un buen marcador de pérdida 0sea [rosn 1994 La piridinolina y la
deoxipiridinolina son liberadas cuando la matriz 6sea se degrada por accion de los osteoclastos, no

son reutilizadas para la sintesis de nuevas cadenas de colageno y se excretan por la orina en forma
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libre (40%) o ligada a péptidos (60%]. Diversos estudios han demostrado que los niveles urinarios de
piridinolina y deoxipiridinolina se correlacionan bien con otros marcadores de resorcion o6sea,

confirmando su utilidad como marcador (g 1992

» Telopéptidos de colageno. Los telopéptidos con carbono terminal (CTx) y nitrogeno terminal
(NTx) son también fragmentos liberados durante la actividad de los osteoclastos y sus niveles en
orina y sangre aumentan en la resorcion. Estos telopéptidos son marcadores mas especificos que la
piridinolina y la deoxipiridinolina debido a que estas ultimas también se pueden encontrar

estabilizando enlaces en otras proteinas distintas al colageno, como la elastina.

» Fosfatasa acida resistente al tartrato. Los osteoclastos segregan una fosfatasa acida que es
resistente a la inhibicion por acido tartrico. Los niveles plasmaticos de esta fosfatasa acida resistente
a tartrato (TRAP) aumentan durante la resorcion. La TRAP es el unico marcador de remodelado que
evalua la actividad directa del osteoclasto ya que el resto de marcadores de resorcion son

indicadores del grado de destruccion de la matriz 6sea.

2.3.2. MARCADORES DE FORMACION OSEA

» Fosfatasa alcalina en suero. Las fosfatasas alcalinas son enzimas liberadas por los osteoblastos y
también por células de otros o6rganos como higado, placenta y rindn. Asi, existen diversas
patologias no esqueléticas que pueden producir niveles muy elevados de la fosfatasa alcalina, como
es el caso de enfermedades hepaticas. Es por ello que la determinacion de la fosfatasa alcalina total
en el suero es un pobre indicador de la formacidn osea. Sin embargo, en ausencia de enfermedades
hepaticas, existe una buena correlacidon entre los niveles séricos de fosfatasa alcalina y la actividad

osteoblastica (peiwas 1990)-

» Osteocalcina. Es la proteina no colagenosa mas abundante en el hueso y es sintetizada por los
osteoblastos. La mayor parte de la osteocalcina se incorpora a la matriz extracelular del hueso,
aunque una pequena parte es liberada al torrente sanguineo. Los niveles séricos de osteocalcina

son un buen indicador de la formacion 6sea peuwnas 1993;-

» Péptidos de procolageno. Durante la sintesis de colageno, fragmentos de péptidos amino (PINP)
y carboxiterminales (PICP) de una molécula precursora (pro-colageno] son liberados a la circulacion.

Sin embargo, no se han establecido correlaciones definitivas entre estos fragmentos y la formacion

0S€A [ggeinG 1992)-

» Otras proteinas no colagenosas de la matriz 6sea. Ademas de la osteocalcina, se han identificado
otras proteinas no-colagenas en la matriz 6sea. Algunas de ellas son glicoproteinas fosforiladas que
participan en la regulacion y en el mantenimiento del proceso de mineralizacion. Entre estas
proteinas no-colagenosas encontramos la sialoproteina (BSP), la osteonectina y la osteopontina, las
cuales son sintetizadas por los osteoblastos y depositadas en el nuevo tejido osteoide. Los primeros

ensayos clinicos con BSP sugieren que puede ser empleada como marcador de resorcion osea

[REINHOLT 1990]-
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3. OSTEOPOROSIS

La osteoporosis es una enfermedad multifactorial que actualmente, segun el National Institute of

Health, se define como “un trastorno esquelético que se caracteriza por una disminucion de la
resistencia osea y una mayor predisposicion a las fracturas” wmi 2001)- En esta definicion la resistencia

Osea integra dos aspectos: la densidad mineral 6sea

o~ ™
Columna

(componente cuantitativo) y la calidad Osea (vértebras)

(componente cualitativo). La densidad mineral osea

(DMO) se expresa en gramos de mineral por area de
Muiieca
volumen (cmz) y puede determinarse por una amplia |cibito y radio)

Cadera
{femur)

6

variedad de técnicas siendo la DEXA (dual-enerqgy x-ray (/ /H\

i
absorptiometry) la mas relevante jgae; 2003 La calidad Qfﬂ

osea se refiere a la microarquitectura del tejido oseo la

cual solo es posible objetivar mediante técnicas como la b ,a}
biopsia 6sea que no son aplicables en el diagnostico )@)
clinico. Es por ello que el diagndstico de la osteoporosis

" P

se basa en la determinacién de la DMO segun unos

criterios  densitométricos  establecidos  por la  Figura 4.9. llustracion de las fracturas mas

frecuentes debidas a la osteoporosis.
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

3.1. CRITERIO DIAGNOSTICO DE LA OSTEOPOROSIS

En 1994, la OMS establecio las categorias o criterios diagnodsticos de la osteoporosis basandose en

criterios epidemiologicos que tienen en cuenta la evolucion de los valores de la masa 6sea con la

edad (evaluados con densitometria 6sea como DMO) vy la ~

prevalencia e incidencia de las fracturas osteoporoticas en

mujeres posmenopausicas de raza blanca |wuo 1994 ASi,

definio la escala T que toma como referencia la DMO de la

poblacién adulta sana del mismo sexo y raza cuando se

alcanza el pico de masa osea. El pico de masa osea es el valor | )

maximo de masa ésea que presenta una persona a lo largo (g
de su vida y se suele alcanzar entre los 20 y 30 anos. En la
escala T el criterio diagnodstico se establece a partir del

numero de desviaciones estandar (DE) en que el valor de

DMO medido esta por debajo o por encima del valor de

referencia (pico de masa 6sea). En esta escala se consideran  » /

Figura 4.10. llustracion de la osteoporosis
en cabeza de fémur: A. Cabeza de fémur
con diagnostico normal. B. Cabeza de

» Normal, cuando la DMO es superior a-1 DE en la escala T. fémur con diagnéstico de osteoporosis.

cuatro categorias:

» Osteopenia, cuando la DMO se situa entre -1y -2.5 DE en la escala T.

» Osteoporosis, cuando la DMO es inferior -2.5 DE en la escala T.
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» Osteoporosis grave o establecida, cuando al criterio de osteoporosis se le anade la presencia de

fracturas.

Hasta la fecha, esta clasificacion densitométrica se considera universalmente aceptada como criterio
diagnostico, a pesar de que es una clasificacion que plantea varias limitaciones. De manera estricta,
solo es adecuada para mujeres posmenopausicas de raza blanca y no tiene en cuenta el

componente cualitativo del hueso.

3.2. EPIDEMIOLOGIA

La osteoporosis es la enfermedad 6sea mas frecuente. A partir de los 50 afos afecta a una de cada
cuatro mujeres y a uno de cada ocho varones y su incidencia aumenta de forma significativa en
mujeres después de la menopausia, hasta el punto de que al dia de hoy se estima que es la
enfermedad crénica mas prevalente en todo el mundo en mujeres de raza blanca mayores de 65

anos.

En Espana, segun criterios de la OMS, la prevalencia de osteoporosis lumbar en mujeres aumenta
progresivamente con la edad desde un 4.3% para el grupo de edad 45-50 aros hasta un 40% para
las mayores de 70 anos |piaz-Lorez 2000 Para los varones la prevalencia de osteoporosis es del 8.1% en

mayores de 50 anos (naves 2005]-

De esta manera, la osteoporosis afecta principalmente (no exclusivamente] a personas
(fundamentalmente mujeres) mayores de 50 afos y por tanto, el progresivo envejecimiento de la
poblacién es un indicador de que muy probablemente en la proximas décadas se producira un
aumento sustancial en la incidencia de esta enfermedad, convirtiendo a la osteoporosis en un

problema sanitario de primer orden.

3.3. CLASIFICACION DE LA OSTEOPOROSIS

La osteoporosis, atendiendo a las causas que la provocan, se clasifica en osteoporosis primaria y

osteoporosis secundaria.

3.3.1. OSTEOPOROSIS PRIMARIA

Constituye el grupo mas amplio e incluye los casos de osteoporosis en los que no se identifica

ninguna enfermedad que la justifique directamente. Se distinguen:

» Osteoporosis idiopatica juvenil y osteoporosis del adulto joven. Afecta a niflos o adultos jovenes
de ambos sexos con funcion gonadal normal. La osteoporosis idiopatica juvenil es un trastorno raro,
que se inicia generalmente entre los 8 y los 14 afos. Se manifiesta por la aparicion brusca de dolor
oseo y de fracturas con traumatismos minimos. En muchos casos, el trastorno remite por si solo y la
recuperacion tiene lugar de forma espontanea en un plazo de 4 6 5 anos. La osteoporosis

idiopatica del adulto joven se observa en varones jovenes y mujeres premenopausicas en las que no
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se objetiva ningun factor etiologico. En algunas mujeres, esta patologia aparece con el embarazo o

poco después.

» Osteoporosis posmenopausica. Tipo I. Ocurre en un subgrupo de mujeres posmenopausicas de
51 a 75 anos y se caracteriza por un predominio de la resorcion 6sea sobre la formacion con una
pérdida acelerada y desproporcionada de hueso trabecular debido al déficit de estrégenos. Esta
pérdida de masa osea decrece exponencialmente con el tiempo, produciéndose la mayor parte de
la pérdida entre los 4 y 8 anos primeros tras la menopausia. Tiende a asociarse con fracturas

vertebrales y del antebrazo [ragss 1990-

» Osteoporosis senil. Tipo Il. Se detecta en algunas mujeres y varones de mas de 70 afios como
consecuencia de un deficit de la funcion de los osteoblastos (bajo remodelado 6seo). Otros factores
patogénicos son: sedentarismo-inmovilizacidon, menor absorcion intestinal de calcio, menor
insolacion y trastornos nutricionales que ocasionan déficit de vitamina D e hiperparatiroidismo

secundario. Tiende a asociarse con fracturas de cadera y vertebrales (ress 1990;-

3.3.2. OSTEOPOROSIS SECUNDARIA

Se clasifican en este grupo todos aquellos casos de osteoporosis que son una consecuencia o bien
una manifestacion acompanante de algunos trastornos, enfermedades o de su tratamiento. Entre
ellas se encuentran enfermedades endocrinolégicas (p.e., hipogonadismo, hipertiroidismo, diabetes
mellitus), enfermedades gastrointestinales (p.e., cirrosis), trastornos genéticos, trastornos
hematologicos (p.e., leucemia), trasplantes de organos (p.e., médula) y determinadas drogas (p.e.,

corticoides).

3.4. FACTORES DE RIESGO DE LA OSTEOPOROSIS

Un factor de riesgo de la osteoporosis se puede definir como aquella variable, estado o condicion
asociado con un mayor riesgo de padecer la enfermedad y, sobretodo, una de sus consecuencias
determinantes: la fractura. Los valores de densidad mineral 0sea que presenta una persona en un

momento determinado dependen de:
» El valor de pico de masa 6sea que se alcanza.

» Y las pérdidas de masa 6sea que se puedan producir con posterioridad al alcance del pico de

masa osea.

Ambas situaciones estan influidas por diversos factores de manera que el pico de masa osea parece
estar mas influenciado por factores genéticos, mientras que las pérdidas que se producen tras la
consecucion del pico de masa osea parecen estar mas relacionadas con los llamados factores

adquiridos.

La lista de factores que se han identificado como factores de riesgo es larga y variable. En la Tabla
4.1l se muestran los factores de riesgo mas solidamente relacionados con la osteoporosis segun

diversos estudios epidemiol0giCos Heroso be Menboza 2003; Kanis 1997; NOF 1998]-
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Tabla 4.1l. Factores de riesgo para la 0SteOpPOrosiS [Hervoso be Menboza 2003; Kanis 1997; NOF 1998]-

Clasificacion de los factores Ejemplos

Edad - Sexo femenino - Fracturas previas por fragilidad -
Factores genéticos o constitucionales Raza caucasica o asiatica - Antecedentes familiares de
osteoporosis

Baja ingesta de calcio en la dieta - Déficit de vitamina D -
Estilos de vida y nutricion Indice de masa corporal bajo (IMC < 19) - Toxicos (tabaco y
alcohol) - Sedentarismo o inmovilizacion prolongada

Menarquia tardia (>15 afios) - Amenorrea prolongada (> 1
ano) - Nuliparidad de causa hormonal - No lactar o lactar
mas de 6 meses - Menopausia precoz - Hipogonadismo en el
varén

Déficit de hormonas sexuales

Glucocorticoides y ACTH - Anticonvulsionantes - Tiroxina
sobredosificada - Litio - Heparina - Antiandrogenos -
Quimioterapicos - Antiacidos con fosfato y aluminio -
Tamoxifeno

Tratamiento farmacolégico crénico

Enfermedades endocrinas (p.e., diabetes mellitus tipo |,
hipertiroidismo, hipogonadismo, hiperparatiroidismo) -
Alteraciones de la absorcion intestinal y hepatopatias
Patologias que afectan al metabolismo dseo cronicas (p.e., gastrectomia, sindromes de mala absorcion,
cirrosis biliar primaria) - Enfermedades renales (p.e.,
insuficiencia renal cronica) - Enfermedades hematologicas
(p-e., leucemia)

Debido a la gran cantidad de factores de riesgo que se han descrito, algunos autores proponen
clasificarlos en dos grandes grupos para poder sistematizarlos y al mismo tiempo poder estudiar su

trascendencia rass 199g)- EStOS grupos son:
- Factores obligados: menopausia y envejecimiento.
- Factores esporadicos: el resto, que en principio podrian darse o no.

De manera que, la intervencion de los distintos factores se puede resumir en la siguiente expresion:

Q =/ - [envejecimiento + menopausia + factores esporadicos)

donde <<Q >> es la masa osea actual e <</>>es el pico de masa osea.

Con esta férmula se pretende subrayar la importancia de los factores obligados frente a los
esporadicos, ademas de proporcionar una idea clara de que el déficit de masa osea es el resultado

de la actuacion conjunta de diversos y numerosos factores.

En esta misma linea estan los trabajos de otros autores que han intentado desarrollar meétodos para
identificar los factores de riesgo de baja masa dsea y medir el caracter predictivo de osteoporosis de
cada factor para facilitar el diagnostico de esta enfermedad [sos 2001 SEGUN estos autores, los
factores con mayor peso son diez afios de menopausia, antecedentes de fractura previa, historia

familiar de osteoporosis y la edad.

Se debe considerar que los factores esporadicos, si bien tienen menor peso en la mayoria de
ocasiones, tienen una gran trascendencia practica puesto que son los unicos sobre los cuales se

puede actuar mas enérgicamente a fin de corregirlos o modificarlos.
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4. TRATAMIENTOS DE LA OSTEOPOROSIS

En la actualidad existen distintos tratamientos para la osteoporosis que se pueden clasificar en
tratamientos antirresortivos y tratamientos estimuladores de la formacién osea. Entre los farmacos
antirresotivos cabe destacar los suplementos de calcio (asociados o no a la vitamina D), el
tratamiento hormonal sustitutivo, la calcitonina y los bisfosfonatos. Entre los farmacos que estimulan
la formacion osea, hay que considerar el fluor y la teriparatida. También cabe destacar el ranelato de
estroncio, que es un Nnuevo agente para el tratamiento de la osteoporosis que estimula la formacion

de nuevo hueso y ademas disminuye la resorcion.
4.1. TRATAMIENTOS ANTIRRESORTIVOS

4.1.1. CALCIO Y VITAMINA D

La adecuada ingesta de calcio es de extraordinaria importancia en la prevencion y tratamiento de la
OSteoporosis (coc 1993; Law 1991)- Parece ser que el pico de masa osea desarrollado por un sujeto viene
condicionado, en gran medida, por la ingesta de calcio desde el periodo del crecimiento hasta la
tercera década de la vida y que ya en la edad adulta, una ingesta insuficiente de calcio incrementa

la pérdida de masa 0sea (L 1991; Rises 1992

La ingesta recomendada de calcio depende de la edad y de las circunstancias individuales
(embarazo, lactancia, crecimiento, menopausia, etc.) aunque oscila alrededor de 800-1200 mg/dia.
Se suele recomendar una ingesta diaria de 800 mg de calcio durante la edad de 1 a 10 anos, 1.200
mg desde los 11 a los 18 afos, y de 800 a 1000 mg en la edad adulta. Durante el embarazo y la
lactancia debe incrementarse a 1200-1500 mg/dia jusc 19971 Y de forma especial, tras la menopausia,

debe garantizarse un aporte dietético de 1200 mg/dia (cpc 1993; msc 1992; Risas 1992]-

El calcio se puede suministrar en forma de suplementos cuando su aporte alimentario es
insuficiente. Los suplementos de calcio son frecuentemente administrados junto con otros agentes

antirresortivos (vitamina D, bisfosfonatos) para el tratamiento y prevencion de la osteoporosis (i

1991; LINDSAY 1993; WisNESkI 1992]-

La vitamina D (calcitriol) actua aumentando la absorcion intestinal de calcio y su reabsorcion en los
rinones. Durante el envejecimiento los niveles de vitamina D tienden a disminuir y por este motivo,
los suplementos de calcio y vitamina D son tratamientos frecuentes para la osteoporosis en

ancianos.

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que el tratamiento con suplementos de calcio parece
tener un ligero efecto positivo si es administrado los cinco primeros anos de Menopausia pawson-Husres
1990 EN ancianos con osteoporosis, suplementos de calcio (1.2 g/dia) y de vitamina D (800 IU/dia)
han demostrado reducir el riesgo de fracturas de cadera y no-vertebrales tras 18 meses de

tratamiento [cuaeuy 1994]-
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4.1.2. CALCITONINA

La calcitonina es una hormona polipeptidica que tiene capacidad para disminuir la resorcion osea
mediada por los osteoclastos, los cuales poseen receptores especificos para esta hormona |nicioison
1986 La calcitonina actua tanto sobre el osteoclasto activo como sobre la proliferacion y

diferenciacion de sus Precursores [cuaveers 1982: HeoLung 1983]-

Sin embargo, la utilizacién de calcitonina en el tratamiento de la osteoporosis se ve limitada por el
hecho de que las dosis y la duracion de este tratamiento no han sido claramente establecidas

debido a que existen pocos datos sobre el MisMo (wauac 1993]-

4.1.3. BISFOSFONATOS

Los bisfosfonatos son sintéticos analogos del pirofosfato con capacidad para adsorberse sobre los
cristales de hidroxiapatita del hueso e inhibir su resorcion. Asi, son potentes agentes antirresortivos
que se adhieren a la superficie 0sea inhibiendo la accion de los osteoclastos y promoviendo su

apoptosis. Muchos estudios realizados en animales de  Tabla 4.I. Potencia Relativa de los
Bisfosfonatos (P.R.B.) para inhibir la
resorcion osea en ratas [rescr 1998)-

revienen | Ardi h mentan la m 5
previenen la pérdida de hueso, aumentan la masa osea y

experimentacion han demostrado que los bisfosfonatos

mejoran las condiciones biomecanicas (gaena 1993; Ferren 1990; Seepor Etidronato 1
. Clodronato 10
1991; THowmpson 1990; Tromeson 1992; Tooan 1992)- LOS bisfosfonatos, y Tiludronato 10
concretamente el etidronato, el alendronato y el risedronato Pamidronato 100
Neridronato 100
administrados por via oral, se consideran efectivos tanto en Alendronato 100 - 1000
la prevencion como en el tratamiento de la osteoporosis y su Olpadronato 1001000
p p y Risedronato 1000 - 10000
uso se asocia con un aumento de la masa osea junto a una Ibandronato 1000 - 10000
. .. . Zoledronato >10000
disminucion del riesgo de padecer fracturas [Lnpsay 1993; Msc 1992; YH 529 >10000

RIGGS 1992]-

Tal y como se ha indicado en el capitulo anterior, a pesar de que los bisfosfonatos tienen una
estructura similar y un mecanismo de accion comun, entre ellos existen importantes diferencias en

su potencia (Tabla 4.111).

Los bisfosfonatos se administran casi siempre junto a suplementos de calcio y vitamina D, pues
muchos pacientes osteoporoticos presentan deficiencias de estas especies. Actualmente, el
alendronato y el risedronato por via oral son los bisfosfonatos de primera eleccion en el tratamiento
de la osteoporosis POSMENOPAUSICA [rizzou 2002)- El IDANAroNato aw 2003 y €l pamidronato [ruesauo 1997),
de administracion endovenosa, también han demostrado aumentar la densidad mineral osea y

pueden ser una alternativa en pacientes con intolerancia o imposibilidad para la administracion oral.

Los bisfosfonatos son farmacos en general bien tolerados cuando se administran correctamente. Los
efectos secundarios mas frecuentes son los relacionados con el aparato digestivo. La administracion
continuada de etidronato puede inhibir la mineralizacion y causar osteomalacia de ahi que se
administre intermitentemente e 1997)- Ademas, algunos estudios sugieren que los bisfosfonatos

inhiben el remodelado 6seo y que su uso prolongado puede alterar ciertas propiedades
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biomecanicas del hueso aumentando su fragilidad masqea 2000 SIN €Mbargo, no hay evidencia clinica
de que ello ocurra con la administracion de bisfosfonatos a las dosis habituales por via oral. De
hecho, diversos estudios en animales de experimentacion indican, que si no son administrados en
exceso, los bisfosfonatos mejoran las propiedades biomecanicas del hueso [gaena 1993; Ferrern 1993; Toowan
19921 ¥ que incluso con los bisfosfonatos mas potentes no se anula por completo el proceso de
remodelado, sino que persiste con una menor frecuencia de activacidon de las unidades de

remodelado y una menor velocidad de recambio.

4.1.4. TERAPIA HORMONAL SUSTITUTIVA

La terapia sustitutiva con estrogenos y progestagenos en mujeres posmenopausicas ha demostrado
aumentar la DMO vy disminuir el riesgo de fractura cauer 2003, PEro la asociacion de su empleo con
aumento de incidencia de cancer de mama, eventos cardiovasculares y enfermedades
tromboembolicas venosas [aonso 2004; cuswan 2004) hACEN que en la actualidad su empleo sea muy

reducido con este fin.

4.2. TRATAMIENTOS ESTIMULADORES DE LA FORMACION OSEA

4.2.1. FLUOR

Se conoce que el fluor tiene efecto osteoformador y que es capaz de endurecer los huesos. Sin
embargo, desde que comenzase a utilizarse en el tratamiento de la osteoporosis sus resultados han
sido muy contradictorios. Algunos autores han sefialado los beneficios de su empleo |mavewe 1988; Pac
1995: Ruain 2001] CON MiNimMos efectos secundarios, fundamentalmente de tipo digestivo. Mientras que
otros autores han comunicado la ausencia de beneficio significativo o la presencia de importantes

efectos adversos asociados al tratamiento |Gumeroce 2002; Meunier 1998]-

4.2.2. PARATHORMONA

Los efectos de la parathormona (PTH) como estimulador de la formacion 6sea son conocidos desde
los afnos 70, aunque no fue hasta 1990 cuando se iniciaron los ensayos con este farmaco. La PTH,
cuando actua de forma continuada sobre el hueso, induce efectos catabdlicos (resorcion osea)
estimulando a los osteoclastos. Y por el contrario, es anabdlica (formacion o6sea) cuando se
administra intermitentemente, en concreto una dosis al dia. Numerosos estudios han demostrado
que la PTH intermitente estimula la diferenciacion y la actividad de los osteoblastos. Tras estos
hallazgos, los efectos de esta hormona intacta y de sus fragmentos se han estudiado a fin de

encontrar la secuencia o cadena con mayor efecto estimulador sobre los osteoblastos.

Actualmente, la cadena 1-34 de la secuencia de la PTH humana es la que ofrece un mejor perfil de
afinidad con el receptor, mayor potencia anabolica y limitada o inapreciable induccion de

hipercalcemia tras la administracion intermitente diaria. Asi, actualmente el empleo de fragmentos
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de PTH humana recombinante (1-34 o 1-84) esta autorizado o se encuentra en fases finales de
experimentacion [Lwe 2004 La teriparatida (1-34 rh-PTH) estimula la formacion de nuevo hueso
durante los primeros meses de tratamiento, resultando en un aumento de la fortaleza del hueso y
disminuyendo el riesgo de fracturas Lwosar 1997; Neer 2001)- S€ han llevado a cabo diversos estudios de
combinacion con teriparatida y bisfosfonatos intentando conseguir un efecto sinérgico aunque no
se ha observado ningun aumento significativo de la DMO comparado con el que se obtiene con el
tratamiento de teriparatida aislada g ac« 2003; Finkesten 2003)- ES por ello, que algunos autores propugnan
el empleo de la teriparatida antes del tratamiento con bisfosfonatos |cuwwnes 2003 NO obstante, la
necesidad de empleo por via subcutanea de forma diaria y el hallazgo de un incremento en la
incidencia de osteosarcoma en algunos animales de experimentacion hacen que su empleo solo se

recomiende en pacientes con alto riesgo de fractura jquarocr 2004}-

4.3. OTROS

4.3.1. RANELATO DE ESTRONCIO

Se trata de un nuevo agente para el tratamiento de la osteoporosis que posee un doble mecanismo
de accion: por un lado estimula la formacion de nuevo hueso y ademas disminuye la resorcion.
Estudios “in vivo” e “in vitro” han indicado que el ranelato de estroncio inhibe la actividad de los
osteoclastos y favorece su apoptosis y que al mismo tiempo es capaz de favorecer la formacion de
hueso aumentando la replicacion de los osteoblastos y la sintesis de colageno |mage 2006 Hasta la
fecha, diversos estudios han demostrado que aumenta la DMO y disminuye el riesgo a sufrir
fracturas en mujeres con osteoporosis POSMENOPAUSICA meunier 2002; Meunier 2004]- D€ €Sta manera, el
ranelato de estroncio parece ser un agente terapéutico prometedor aunque es preciso profundizar

en el mecanismo dual de accion de este farmaco [rernanpez-Garcia 2005)-
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CAPITULO 4. INHIBIDORES DE LA CRISTALIZACION Y OSTEOPOROSIS

En este capitulo de la tesis se ha estudiado algunos de los factores implicados en la osteoporosis asi
como el efecto de diferentes inhibidores de la cristalizacion sobre dicho proceso a través de dos

trabajos diferentes:

ARTICULO ORIGINAL 4.1. Un trabajo “in vitro” a fin de estudiar y evaluar el efecto de diferentes
inhibidores de la cristalizacion (fitato, alendronato y etidronato) sobre la disolucion de

hidroxiapatita.

ARTICULO ORIGINAL 4.2. Un trabajo “in vivo” en animales de experimentacion que permite
estudiar el efecto del fitato sobre la osteoporosis. En este estudio, dos grupos de ratas
ovariectomizadas (uno alimentado con una dieta sin fitato y el otro alimentado con una
dieta con un 1% de fitato) fueron sacrificadas a las 14 semanas de la ovariectomia para
realizar las correspondientes determinaciones en orina, suero, huesos femorales y vértebra
L4.
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Articulo original 4. 1.

E/ fitato inhibe la disolucion de
hidroxiapatita






PHYTATE (MYO-INOSITOL HEXAKISPHOSPHATE) INHIBITS HYDROXYAPATITE DISSOLUTION
Short title: phytate inhibits hydroxyapatite dissolution
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ABSTRACT

Crystallization inhibitors bind to crystal nuclei or crystal faces and disturb crystal development.
The adsorption of such inhibitors to crystal faces can also inhibit crystal dissolution. The current
study compared the effects of phytate and two bisphosphonates (etidronate and alendronate)
on /n vitro dissolution of hydroxyapatite (HAP) in order to evaluate the possible use of phytate

to inhibit bone resorption.

Incubation of HAP with phytate reduced subsequent acid-driven HAP dissolution. The effect of
phytate was similar to that of alendronate and greater than that of etidronate. These data
suggest phytate may have a role in osteoporosis prevention, and that /7 vivo studies may be

warranted to further elucidate such a potential role.

Key words: crystallization inhibitors, hydroxyapatite dissolution, bone resorption, phytate,

bisphosphonates.
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INTRODUCTION

It has been known since the 1930s that the presence of trace amounts of molecules such as
polyphosphates can act as water softeners through their inhibition of the crystallization of
calcium salts such as calcium carbonate. However, the use of such compounds as natural
regulators of calcification under physiological conditions was not explored until the 1960s.
During that decade, Fleisch et al showed that pyrophosphate, a naturally occurring
polyphosphate, was present in serum and urine and could prevent calcification by binding to
hydroxyapatite (Fleisch and Bisaz [1], Fleisch and Neuman [2]). However, studies in animal
models found that pyrophosphate could inhibit ectopic calcification in blood vessels and
kidneys only when injected rather than ingested. Oral administration was found to cause
hydrolysis and hence inactivation of pyrophosphate, resulting in a search for more stable
analogues. Bisphosphonates, a group of polyphosphates, were found to have a high affinity for
hydroxyapatite and to prevent calcification both /7 vitro and in vivo, even when administered

orally to animals (Fleisch et al. [3]).

Crystallization inhibitors bind to crystal nuclei or crystal faces and disturb crystal development.
The adsorption of such compounds to crystal faces can also inhibit crystal dissolution. The
observations that bisphosphonates could inhibit hydroxyapatite crystal dissolution (Fleisch et al.
[4], Russell et al. [5]) and could be administered orally resulted in studies examining their
potential use as inhibitors of bone resorption (Fleisch et al. [4], Russell et al. [5], Fleisch [6]). To
date, many studies with a variety of bisphosphonates, experimental systems and clinical assays
have shown that this class of compounds can inhibit osteoclast-mediated bone resorption

(Fleisch [6], Fleisch [7], Fleisch [8]).

Phytate (myo-inositol hexakisphosphate) is found in abundance in plant seeds. While phytate is
also found in all mammalian organs, tissues and fluids, the levels are low (Grases et al. [9],
Grases et al. [10]) and are dependent upon exogenous supply either orally (Grases et al. [9],
Grases et al. [10]) or topically (Grases et al. [11], Grases et al. [12]). Phytate has been shown to
inhibit calcium salt crystallization in urine and soft tissues (Grases et al. [13], Grases et al. [14]),

similar to other polyphosphates such as pyrophosphate and bisphosphonates (Grases et al.
[15]).

The current study examined the effects of phytate and two bisphosphonates (etidronate and
alendronate) on in vitro dissolution of hydroxyapatite. Inhibition of hydroxyapatite dissolution

by phytate would suggest it may be useful clinically as an inhibitor of bone resorption.
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MATERIALS AND METHODS

Adsorption of phytate, alendronate and etidronate to hydroxyapatite

A suspension was prepared consisting of 130 mg hydroxyapatite (HAP; Fluka) in 400 mL Trizma
buffer (Sigma) at pH 7.4. The HAP suspension was then incubated with either nothing (control),
1 or 3 uM phytate (as sodium salt; Sigma), 1 or 3 uM alendronate (as sodium salt; Sigma) or 1 or
3 uM etidronate (in acid form; Fluka) under stirred conditions for 8 h at 37°C in a thermostatic
bath. The incubation suspensions were then filtered through a 0.45 um pore filter and the

incubated HAP dried at room temperature in a desiccator.

Inhibition of hydroxyapatite dissolution

Hydroxyapatite dissolution was determined as previously described (Van Gelder et al. [16]).
Briefly, the dry incubated HAP was resuspended in 200 mL 0.15 M acetate buffer (pH 5.0) to
initiate dissolution. Aliquots were withdrawn at various times over a 24 h period and
immediately filtered through a 0.45 um pore filter. Dissolved calcium was determined using
inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (Perkin-Elmer Optima 5300DV

spectrometer). Experiments were performed three times.

Statistics

Values in the table and figures represent mean + SE. One-way ANOVA was used to determine
any significant differences between groups. Student’s £test was used to determine significant
differences between means. Conventional Windows software was used for statistical

computations. A pvalue < 0.05 was considered to indicate a significant difference.

RESULTS

HAP was incubated with either nothing (control), phytate, alendronate or etidronate. This
incubated HAP was then subjected to acid-driven dissolution, and calcium levels were
measured. Kinetic analysis over the 24 h dissolution period showed that HAP incubated with

phytate, alendronate or etidronate showed less dissolution than control HAP (Figure 1).
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Figure 1. The effect of phytate, alendronate and etidronate on hydroxyapatite (HAP) dissolution. HAP was incubated
with either nothing (control), phytate, alendronate or etidronate (1 or 3 uM), and then subjected to dissolution under
acidic conditions. Aliquots were withdrawn over the 24 h dissolution period and the levels of dissolved calcium were
determined: (A) phytate; (B) alendronate; (C) etidronate

Analysis of the calcium content in filtered aliquots at 24 h showed that for each compound,

greater protection against dissolution was achieved at 3 pM compared to 1 uM (Table 1).

Table 1. The effect of 0, 1 or 3 uM phytate, alendronate or etidronate on calcium
content (mg/L) in filtered aliquots after 24 h hydroxyapatite dissolution. Data are
expressed as mean + SE. Statistics: a: p < 0.05 vs. the value for the corresponding 0 uM
incubation; b: p< 0.05 vs. the value for the corresponding 1 uM incubation.

INHIBITORY SUBSTANCE
Phytate

Etidronate

Alendronate

CONCENTRATION

83.7+0.1 83.7 0.1 837 +0.1
0O uM
(n=3) (n=3) (n=3)
726 +05  742+22* 751 +05°
TuM
(n=3) (n=3) (n=3)
61303 643+12%°  715+0.6"
3 uM
(n=3) (n=3) (n=3)
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The dissolution inhibitory effects of phytate, etidronate and alendronate are represented

graphically in Figure 2.
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Figure 2. Percent inhibition of hydroxyapatite dissolution by phytate, alendronate and etidronate. Inhibition was
calculated for both 1 and 3 uM compound concentrations. Percent inhibition = [mg calcium in filtered aliquot at 24 h for
0 uM - mg calcium in filtered aliquot at 24 h for 1 or 3 pM]/[mg calcium in filtered aliquot at 24 h for 0 pM] *100.
Statistics: a = p < 0.05 vs. the value for the corresponding phytate concentration; b = p < 0.05 vs. the value for the
corresponding alendronate concentration.

At 1 uM, phytate inhibited hydroxyapatite dissolution by 13.2 + 0.6 % compared to control HAP
dissolution. This level of inhibition was greater than that by 1 uM etidronate (10.3 = 0.7 %), and
similar to that by 1 uM alendronate (11.4 + 2.6 %). At 3 uM, phytate inhibited hydroxyapatite
dissolution by 26.7 + 0.4 % compared to control HAP dissolution. This effect of phytate was
greater than that of 3 pM etidronate (14.6 £ 0.7 %) and similar to that of 3 uM alendronate (23.2
1.4 %).

DISCUSSION

The present study found that pre-incubation of HAP with phytate was able to inhibit acid-driven
HAP dissolution in a concentration-dependent manner. The effect of phytate on inhibiting HAP

dissolution was similar to that of alendronate, and greater than that of etidronate.

The present data suggest that phytate may play a role in osteoporosis prevention. The data are
consistent with the recent finding that osteoporotic patients consumed lower amounts of

phytate-rich products compared to a control population (Lopez el al. [17]). Animal studies have
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found that when phytate was supplied via the diet the levels in bone reached consistent levels,
but that once phytate was removed from the diet the bone concentration decreased

dramatically to undetectable levels (Grases et al. [9], Grases et al. [10]).

In 1949, Mellanby demonstrated in dogs that the addition of high levels of phytate (as sodium
salt) to diets resulted in reduced calcium absorption and induced rickets (Mellanby [18]). Since
that time, a number of studies have attributed ‘anti-nutrient” properties to phytate (Reddy et al.
[19], Davies et al. [20], Forbes et al. [21], Forbes et al. [22], Lonnerdal et al. [23], Khokhar et al.
[24], Zhou et al. [25]). However, recent studies indicate that phytate (mainly found as the
calcium-magnesium salt phytin) amounts to approximately 0.1% of a balanced diet, has no
adverse effect on mineral bioavailability (Grases et al. [26], Grases et al. [27]). Studies using
humans reported that a phytate intake of 2 g per day did not affect mineral balance when
mineral intake levels were sufficient (Walker et al. [28], Cullumbine et al. [29]). Interestingly, the
so-called Mediterranean diet, known for its healthy properties, results in an intake of

approximately 1 g of phytate per day.

CONCLUSIONS

From the presented study it can be concluded that phytate inhibits HAP dissolution in a
concentration-dependent manner. The effect of phytate on inhibiting HAP dissolution was
similar to that of alendronate and greater than that of etidronate. These data suggest that
phytate may have a role in osteoporosis prevention although /n vivo studies may be warranted

to further investigate this potential role for phytate.
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ABSTRACT

Objective. The aim of this study was to evaluate the influence of dietary phytate consumption
on the bone characteristics of ovariectomized rats, an animal model for postmenopausal

osteoporosis.

Material and methods. Twenty ovariectomized female Wistar rats with weights of approximately
240 g were randomly assigned to two groups. The non-phytate group was fed a purified diet
(AIN-76A) in which phytate is undetectable, and the phytate group was fed the same diet
enriched with 1% phytate (as the calcium magnesium salt, phytin). After 12 weeks of feeding
the rats were sacrificed, and both femoral bones and the L4 vertebra were removed from each
rat. Bone mass, length, width, volume and mineral density were measured, and the phosphorus,
calcium, magnesium and zinc contents of bones were determined. Deoxypyridinoline (a bone
resorption marker] was measured in urine and osteocalcin (a bone formation marker) was

measured in serum.

Results. The calcium and phosphorus content, and bone mineral density, were significantly
higher in both femoral bones and the L4 vertebra for phytate-treated rats in comparison to rats
in the non-phytate treatment group. Deoxypyridinoline was significantly increased in rats in the

non-phytate treatment group.

Conclusions. The results indicated that phytate consumption reduces bone mineral density loss
due to estrogen deficiency. Phytate is a natural polyphosphate that occurs in significant
amounts as a calcium magnesium salt in common foods including legumes, whole cereals and
nuts, and exhibits effects similar to bisphosphonates on bone resorption. Thus, phytate may be
of use in the primary prevention of osteoporosis if larger studies in humans confirm these

findings.

Key words: phytate, bone resorption, ovariectomized rats, osteoporosis.
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INTRODUCTION

Osteoporosis is the most prevalent bone metabolic disease of humans. It is characterized by loss
of bone mass and deterioration of the architecture of bone tissue, which results in increased
bone fragility and susceptibility to fractures, especially of the hip, spine and wrist"?. The
etiology of osteoporosis is multifactorial, and among the most important risk factors are old

(3)

age”™ and estrogen deﬁciency(‘”, although a range of other factors including genetic

disposition‘s’ and those related to Iifestyle‘(” (such as nutritional imbalance, inadequate exercise

and smoking) appear to be important risk factors'’®.

Of the therapeutics agents developed for osteoporosis treatment, the bisphosphonates are a
group of synthetic polyphosphates that are among the most important anti-resorptive agents
for the prevention and treatment of osteoporosis. Bisphosphonates have been demonstrated to

(9-11)

prevent or disrupt calcium salt crystallization and dissolution'” " ", and many studies involving

experimental systems and clinical trials have shown that a variety of bisphosphonates can also

inhibit osteoclast-mediated bone resorption“z"‘”.

In contrast to bisphosphonates, phytate (myo-inositol hexaphosphate) is a naturally occurring

(15-17)

polyphosphate which has also been shown to inhibit calcium salt crystallization and

hydroxyapatite dissolution in a concentration-dependent manner''®'”.

Phytate occurs in
significant quantities in diets rich in whole grains, legumes and nuts. In plant seeds phytate is
associated with divalent ions including calcium and magnesium (the so-called phytin salt),
where it acts as a phosphate and ion store. Phytate is concentrated in the germ of aleuronic
layers of the kernel and in the bran or hull*®?"_ For this reason large amounts of phytate are
found in whole cereals and in other edible vegetable seeds such as legumes and nuts. However,
due to cereal refinement processes, the removal of seed bran and hulls, and consumption of low
fiber foods, human diets in developed countries are gradually becoming poorer in phytate. In
1949 Mellanby‘zz’ demonstrated that dogs fed diets high in phytate (as the sodium sait) had
reduced calcium absorption and increased incidence of rickets. Since that time a number of

(23,24)

papers have attributed “anti-nutrient” properties to phytate , and its capacity to induce

dl#>%, However, recent studies indicate that

osteoporosis has even been postulate
approximately 0.1% phytate (mainly as phytin) in a balanced diet has no adverse effects on
mineral bioavailability'”’*”. Studies in humans have indicated that a phytate intake of 2 g per
day does not affect mineral balance when mineral intake levels are adequate‘3°'3”. Interestingly
the so-called Mediterranean diet, known for its healthy properties, results in an intake of

approximately 1 g of phytate per day.

The aim of this study was to evaluate the influence of dietary phytate consumption (as the
calcium magnesium salt) on bone properties in an animal model of postmenopausal

osteoporosis (ovariectomized rats).
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MATERIALS AND METHODS

Animals and diets

Female Wistar rats (20) with weights of approximately 240 g (Harlan Iberica S. L., Barcelona, Spain)
were subjected to bilateral ovariectomy at the International Microsurgical Training Center, Lelystad,
Holland. The animals were transported to our animal 7 days after surgery, and acclimated for 7
days in Plexiglas cages (three animals per cage) on a 12 h light:dark cycle at 21 =+ 1°C and relative
humidity of 60 * 5%. Two weeks after ovariectomy the rats were randomly assigned to either a
non-phytate group or a phytate group (10 ovariectomized rats per treatment). The non-phytate
group was fed a purified diet in which phytate is undetectable (AIN-76A; Ssniff Espezialdiaten
GmbH, Soest, Germany), and the phytate group were fed the same diet enriched by the addition
of phytate at a concentration equivalent to a standard rat diet (AIN-76A + 12.99 g/kg phytin, as
the tetracalcium dimagnesium phytate salt). The mineral composition of the diets is listed in Table
1.

Table 1. Composition of the AIN-76A and phytin-enriched AIN-76A diets.

AIN-76A AIN-76A + phytin*

(g/ig‘;s,‘;,_“v‘;;‘;;m, 6.7+0.1 8.2+0.1
(g/kgcgsl\jvrzight) 6.2+0.1 8.1+04
(g/ﬁﬂgaggej:}ight, 0.69 £ 0.01 162001
(g/’,l"gag?ya;’v‘;ﬁght, 0.056 + 0.001 0.055 + 0.001
(a/ka c;r,;)r\’,veight) 0.056 £ 0.001 0.057 £ 0.003
(g/kg dZé? \(/:veight) 0.045 £ 0.001 0.040 + 0.004
(g/k;2¥yta\/t\feight) <0.01 10.0+0.3

* tetracalcium dimagnesium phytate salt.

Experimental procedures were performed according to Directive 86/609/EEC with respect to
treatment of animals used for experimental and other scientific purposes. Permission to perform

these animal experiments was obtained from the Bioethical Committee of our University.

Monitoring and sampling

Animal weights and dietary intake were monitored throughout the study. After 4, 8 and 12 weeks
on the allocated diet, samples of urine collected from each rat over a 24 h period were analyzed.
Urines samples were collected using metabolic cages (Tecniplast, Gazzada, s.a.r.l, Italy). After 12
weeks on the allocated diet, all rats were anesthetized by intraperitoneal injection with 0.2 mg
ketamine (Merial, Lyon, France) plus 0.02 mg medetomidine (OrionPharma, Espoo, Finland) and
sacrificed by exsanguination. The total rat blood was collected by heart puncture and centrifuged

to separate the serum. The right and left femoral bones and the L4 vertebra of each rat were
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excised, cleaned to remove soft tissues, and weighed. All samples were frozen at —20°C until

analyzed.

Measurement of bone size, mass and mineral density parameters

Femur length and width were measured using vernier calipers. The bone mineral density (BMD) of
the femoral bones was determined by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA Pixi Lunar, USA). To
obtain reference values of bone mineral density for healthy individuals the femoral bones of 6 non-
ovariectomized female Wistar rats of 250 g were analyzed. This reference group of animals was fed
with a standard rat diet (UAR-A04, Panlab S.L., Barcelona, Spain) and subjected to the same

sampling and measurement procedures as the other two groups.

Bone volumes were calculated with a pycnometer using Archimedes’ principle‘32’. To ensure that
air trapped in the bones was removed, the femoral bones and the L4 vertebra were placed in
unstoppered glass vials filled with deionized water, and the vials were held under vacuum in a

dessicator for 15 min. All bones were subsequently lyophilized and weighed.

Determination of urinary and serum bone markers

The levels of urinary deoxypyridoniline (DPD) were measured as a bone resorption marker by
enzyme-immunoassay using the Pyrilinks-D kit and a creatinine assay using the Metra Creatinine

kit (Metra Biosystems Inc., San Diego, CA, USA).

The levels of serum osteocalcin (OC) were measured as a bone formation marker by enzyme-
immunoassay using the Rat Osteocalcin EIA kit (Biomedical Technologies Inc., Stoughton, MA,
USA).

Determination calcium, phosphorus, magnesium and zinc levels in bones

The femoral bones and the L4 vertebra were mineralized at 620 °C for 48 h, dissolved in 12 M HCI,
and diluted with distilled water to a volume of 20 mL. The concentrations of calcium, phosphorus,
magnesium and zinc were determined using inductively-coupled plasma atomic emission
spectrometry (Optima 5300DV spectrometer; Perkin-Elmer S. L.) and a corresponding calibration

curve.

Statistics

Values are expressed as mean = SE. A one-way ANOVA was used to determine the significance
of differences among groups when three groups were compared. Student’s £tests were used to
assess differences between means. Conventional Windows software was used for statistical

computations. A pvalue < 0.05 was considered to indicate a significant difference.
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RESULTS

No significant differences in body weight and diet intake were found among the groups

throughout the study. Table 2 shows the body weight trajectory for each group.

Table 2. Animal weight trajectories for rats in the non phytate-treated and phytate-treated groups.

Non-phytate grou Phytate grou
Week p(ny: 10)9 i y(tn = 190) i
0 (Ovariectomy) 242+3 245+3
1 254+ 4 254+ 4
2 (Start corresponding diet treatment) 2707 268=*5
6 306t 11 305+ 10
10 345+ 11 342+ 11
14 388t 10 382+ 15

Effects of phytate on bone characteristics

The concentrations of calcium, phosphorus, magnesium and zinc in femoral bones and the L4

vertebra are shown in Figure 1.

I Non-phytate group (n = 10)
1 Phytate group (n = 10)
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Figure 1. Phosphorus (A), calcium (B), magnesium (C) and zinc (D) concentrations in the right and left femur and the L4
vertebra for the non-phytate and phytate groups. Statistics. *: p < 0.05 vs. the corresponding value for the non-phytate
group.
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Relative to the rats in the non-phytate group the calcium and phosphorus content was
significantly higher in both femoral bones and the L4 vertebra of rats in the phytate group. No
significant differences were observed in the magnesium and zinc concentrations between the

groups.
The effects of phytate on bone size, weight and BMD of femoral bones and the L4 vertebra are

summarized in Table 3.

Table 3. Bone size, mass and mineral density for the non-phytate, phytate and reference groups. Statistics. a: p < 0.05 vs.
the corresponding value for the non-phytate group. b: p < 0.05 vs. the corresponding value for the phytate group.

Non-phytate Reference
group group
(n=10) (n=26)
Right femur 684+ 17 679+ 18 740+ 13°7°
Bone mass (mg) Left femur 694+ 18 680+ 18 750+ 22°
L4 vertebra 174+ 16 181 £18
Length (mm) Right femur 34702 34403 34702
Left femur 34603 345+0.3 34704
. Right femur 4.14 £ 0.05 4.07 £0.03 4.16+0.02
Width (mm
(mm) Left femur 4.06+0.03 3.98 £ 0.05 4.10£0.03
Right femur 439+ 16 433+ 12 500 + 142"
Volume (pl) Left femur 456 + 14 439+ 13 502+ 142"
L4 vertebra 106+ 9 115+15
Bone mineral density Right femur 117.9+0.5 119.6£0.5° 121.8+2.1°
(mg/cm®) Left femur 116.0£0.8 120.7+£0.6° 121.2+27°

* Reference group rats were not ovariectomized, were fed a standard diet (UAR-A04), and were subjected to the
same sampling and measurement procedures as the other two groups.

A significant decrease in BMD in the non-phytate group relative to the phytate and reference
groups was observed after 12 weeks of treatment, while no statistically significant difference
was found between the phytate and reference groups. No differences were found between the

phytate and non-phytate groups for bone mass, length, width or volume.

Effects of phytate on bone biomarkers

In the process of bone degradation, DPD is released into the blood and cleared by the kidneys.
Hence, urinary DPD has been shown to be a biochemical indicator of bone resorption.
Osteocalcin is manufactured by osteoblasts during bone formation, and increased levels of this

protein are associated with bone diseases characterized by increased bone turnover.

The levels of urinary DPD at 4, 8 and 12 weeks, and the serum osteocalcin at 12 weeks are
shown in Figure 2 for the phytate and non-phytate groups. At 12 weeks, the urinary DPD was
significantly increased in the non-phytate group relative to the phytate group, but no significant

differences were observed in serum osteocalcin levels between the two groups.
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Figure 2. Urinary DPD (A) and serum osteocalcin (B) levels in the non-phytate and phytate groups. Statistics. *: p < 0.05
vs. the corresponding value for the non-phytate group.

DISCUSSION

Recently, phytate has demonstrated to have an important capacity to inhibit hydroxyapatite
dissolution in /nn vitro studies and these results suggest that phytate may have a role in
osteoporosis prevention although /nn vivo studies are necessary to further investigate this
potential role for phytate. In this study, such effect is evaluated /n vivo, using an animal model of
postmenopausal osteoporosis. The standard rat diet is rich in maize and whole grains and
contains large quantities of phytate (around 1% w/w|. For this reason the phytate treatment
group was fed a modified AIN-76A diet enriched by the addition of phytate (as calcium
magnesium salt] to a concentration equivalent to the standard diet, giving maximum blood
phytate levels (0.19 mg/L)‘33’. It has been found that phytate is present in the blood, urine, and
interstitial and intracellular fluids of mammals, and the levels in urine, blood and rat tissues

clearly depend on the dietary intake!*>>*.

This study clearly demonstrated that dietary phytate consumption had protective effects against
bone loss due to estrogen deficiency. The results showed that the calcium and phosphorus
content and the BMD of bones were significantly higher (between 3% and 9%) for the phytate-
fed rats than for non-phytate fed rats, and urinary DPD (a biochemical marker of bone
resorption) was also significantly increased in the non-phytate fed rats. These data are consistent
with reports that phytate can inhibit hydroxyapatite dissolution in a concentration-dependent
manner, similar to that seen for alendronate and to a greater extent than etidronate!'®'”. An

(15,16)

important effect of phytate is as a crystallization inhibitor of calcium salts in urine and soft

tissues''”).

Crystallization inhibitors bind to crystal nuclei or faces and disturb crystal
development. The adsorption of such compounds on crystal faces can also hinder crystal

dissolution. Bisphosphonates, a group of polyphosphates that may include phytate, have been
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found to have a high affinity for hydroxyapatite, to prevent calcification /7 vitro and in vivd”, to

(10,11)

prevent or disrupt hydroxyapatite crystal dissolution , and to inhibit osteoclast-mediated

bone resorption“z""”.

In contrast to synthetic bisphosphonates, phytate is a natural product found in mammalian
tissues and organs at levels dependent on dietary intake, but above a maximum intake level
(20.9 mg/kg/day for Wistar rats)‘34’ no further increase in absorption occurs. When extrapolated
to humans of 70 kg weight, the minimum phytate intake necessary to obtain maximum
absorption is 1.463 g phytate/day, which corresponds to the phytate consumption typical in the
so-called “Mediterranean diet” (1- 2 g phytate/day). When phytate is eliminated from the diet, its

(33,35)

levels in fluids and organs decrease notably , and consequently regular consumption of

phytate-rich foods is necessary to maintain elevated tissue values.

In conclusion, phytate is a natural product that occurs in significant quantities as a calcium
magnesium salt in common foods including legumes, whole cereals and nuts, and has similar
properties to bisphosphonates. In fact, phytate can be considered a natural bisphosphonate-like
compound with analogous bone resorption properties. The possibility that phytate
consumption may reduce bone mineral density loss suggests that this compound may be useful
in the primary prevention of osteoporosis. Larger studies in humans will be necessary to assess
this possibility.
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CAPITULO 4. INHIBIDORES DE LA CRISTALIZACION Y OSTEOPOROSIS

ARTICULO ORIGINAL 4.1. El fitato inhibe la disolucion de hidroxiapatita

» La preincubacion de cristales de hidroxiapatita con fitato, alendronato y etidronato a
concentraciones de 1 y 3 uM provoca la adsorcion de estas especies sobre la superficie de dichos

cristales y ésta adsorcion inhibe la disolucion de hidroxiapatita.

» El efecto del fitato como inhibidor de la disolucion de hidroxiapatita es similar a la que muestra el

alendronato y mayor a la que exhibe el etidronato a las concentraciones estudiadas.

» Considerando los puntos anteriores, se concluye que el fitato, al igual que el alendronato y el
etidronato, podria tener una aplicacion en el tratamiento y prevencion de las enfermedades 6seas
debidas a una excesiva resorcion 6sea (p.e., osteoporosis). No obstante, son necesarios estudios “in

vivo” a fin de establecer y profundizar en este posible efecto del fitato.

ARTICULO ORIGINAL 4.2. Efecto del fitato sobre el hueso en ratas

ovariectomizadas

» El mayor contenido en calcio y fosforo y la mayor densidad mineral dsea de los huesos estudiados
para las ratas ovariectomizadas alimentadas con una dieta con fitato (AIN-76A + 1% de fitato en
forma de sal calcico-magnésica) con respecto a las ratas ovariectomizadas alimentadas con una dieta
sin fitato (AIN-76A), indican que el fitato (administrado a través de la dieta) es capaz de disminuir la

pérdida de masa osea debida a una deficiencia en estrégenos en ratas.

» ElI menor contenido urinario de deoxipiridolina para las ratas ovariectomizadas alimentadas con
una dieta con fitato en comparacion con las ratas ovariectomizadas alimentadas con una dieta sin
fitato, también indica que una ingesta adecuada de fitato es capaz de disminuir la pérdida de masa

6sea debida a una deficiencia en estrogenos en ratas.

» Si se consideran los dos puntos anteriores y que el grupo tratado con fitato se alimento con una
dieta que proporciona unos niveles plasmaticos de fitato similares a los que se obtienen en humanos
con la ingesta diaria de 1-2 g de fitato (cantidad que se corresponde a la ingerida en la denominada
“dieta mediterranea”), se concluye que una ingesta adecuada de fitato podria tener una aplicacion

en la prevencion y el tratamiento de la osteoporosis en humanos.
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CAPITULO 2. El &cido Urico como inductor de la litiasis oxalocalcica

1. Se ha desarrollado un método rapido, sencillo, sensible y selectivo por cromatografia liquida de
alta resolucion con deteccion por espectrometria de masas para la determinacion de acido urico en

orina, saliva y corazon de calculos de oxalato calcico.

2. La capacidad del acido urico para actuar como nucleante heterogéneo en los calculos de oxalato
calcico monohidrato es muy notable y puede ser atribuida a que sus cristales presentan una
estructura similar a los cristales de oxalato calcico monihidrato. En las mismas condiciones, esta
capacidad es superior a la que presentan la mucina (glicoproteina) o el detritus celular pero inferior

a la que presenta el fluoruro calcico.

3. La capacidad de los fragmentos de calculos de acido urico para actuar como nucleantes
heterogéneos en la litiasis renal oxalocalcica aumenta con la porosidad de los mismos. Los
fragmentos de calculos de acido urico dihidrato poroso son los que provocan un mayor crecimiento
de cristales de oxalato calcico monohidrato sobre su superficie, seguidos por los de acido urico
dihidrato compacto, los de acido urico anhidro poroso y los de acido urico anhidro compacto, por

este orden.

4. El fitato, el pirofosfato y el condroitin sulfato a concentraciones urinarias fisiologicas presentan un
efecto inhibidor de alrededor del 50% en la formacion y el crecimiento de cristales de oxalato
calcico monohidrato sobre cristales de acido urico, mientras que la mucina solo presenta un ligero

efecto inhibidor.

5. El acido urico puede estar implicado en el mecanismo de formacion de los calculos de oxalato
calcico monohidrato de cavidad cuyo corazén esta constituido por oxalato calcico monohidrato y
materia organica (en los que el acido urico es indetectable por microscopia electronica de barrido
acoplada a microanalisis de energia dispersiva de rayos X), actuando como nucleante heterogéneo
sobre el cual los cristales de oxalato calcico monohidrato puedan formarse y desarrollarse. No
obstante, el acido urico no participa en el mecanismo de formacion de los calculos de oxalato
calcico monohidrato papilares con el corazon constituido por oxalato calcico monohidrato y
materia organica, los calculos de oxalato calcico monohidrato papilares con el corazon constituido
por hidroxiapatita, los calculos de oxalato calcico dihidrato con pequenas cantidades de materia
organica y los calculos de oxalato calcico dihidrato con pequenas cantidades de materia organica e

hidroxiapatita.
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CAPITULO 3. Factores implicados en los mecanismos de formacion de las

calcificaciones cardiovasculares

6. El fitato presenta un efecto inhibidor en las calcificaciones de pericardio bovino fijado con
glutaraldehido notablemente superior al que presentan el pirofosfato y el etidronato. El efecto
inhibidor del fitato se aprecia a concentraciones de tan solo 0.25 mg/L (0.39 uM) y aumenta a

medida que aumenta su concentracion de 0.25a 1 mg/L (0.39 a 1.54 uM).

7. El fitato (por via oral; dieta con un 1% de fitato en forma de sal calcico-magnésica) disminuye y

retarda la formacion de depositos calcificados en tejidos blandos lesionados en ratas.

8. La osteopontina no esta involucrada en el inicio de la calcificacién y su funcion en el proceso de
calcificacion podria estar relacionada con la regulacion celular de la calcificacion. Parece ser que la
osteopontina es segregada por los macrofagos a fin de sefalizar la hidroxiapatita y posibilitar su

identificacion y posterior destruccion por parte del sistema inmunitario.

9. El fitato, al retardar y disminuir el desarrollo de depdsitos calcificados en tejidos blandos, puede

facilitar la reabsorcion de los tejidos dafados por parte del sistema inmunitario.

10. El fitato (por via topica; 4 g/dia de una crema con un 2% de fitato en forma de sal potasica) es

capaz de inhibir las calcificaciones aorticas y cardiacas inducidas con vitamina D y nicotina en ratas.

11. El fitato (por via subcutanea; 0.825 umol/kgdia en forma de sal sodica), es capaz de inhibir las
calcificaciones aodrticas inducidas con dosis elevadas de vitamina D en ratas. Sin embargo, el
etidronato (por via subcutanea; 0.825 umol/kgdia en forma de sal sédica) no es capaz de inhibir las

calcificaciones aorticas inducidas con dosis elevadas de vitamina D en ratas.

12. El fitato (por via oral; dieta con un 1% de fitato en forma de sal calcico-magnésica) previene las

calcificaciones aorticas ligadas al envejecimiento en ratas.

13. La disrupcion gradual de las fibras elasticas de la tunica media con la edad puede tener un papel
clave en la calcificacién ligada al envejecimiento al proporcionar nucleos heterogéneos sobre los
cuales, en ausencia o déeficit de inhibidores de la cristalizacion, puedan formarse y desarrollarse

cristales de fosfato calcico.
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CAPITULO 4. Inhibidores de la cristalizacion y osteoporosis

14. El fitato, alendronato y etidronato a concentraciones 1y 3 UM son capaces de adsorberse sobre
la superficie de los cristales de hidroxiapatita y provocar la inhibicion de la disolucion de la misma. El
efecto del fitato como inhibidor de la disolucion de hidroxiapatita es similar a la que muestra el

alendronato y mayor a la que exhibe el etidronato.

15. El fitato (por via oral; dieta con un 1% de fitato en forma de sal calcico-magnésica) es capaz de
prevenir la pérdida de masa osea debida a una deficiencia en estrédgenos en ratas ovariectomizadas,

por lo que el fitato puede tener una aplicacion en la prevencion y el tratamiento de la osteoporosis.
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