1 |

[t i |
L et

TESI DEL TREBALL DE DOCTORAT
SOBRE INTOXICACIO MALONICA | LA
SEVA REPERCUSSIO SOBRE EL

REMODELAMENT OSSI DEL CONILL
(ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

Presentat per xavier miquel i padro

Igualada, gener del 2000



Als pares

amb perenne recordanga
i a l’esposa i fills
pel seu imponderable
suport.



Han sigut consultats:

Harold De Luca (vit.D-citrat) MADISON

Albert Lehninger (fosfocitrat-mitocondris) BALTIMORE
Aaron Posner (ACP-hidroxiapatita) NEW YORK
Harold Krebs (malonat-TCA) OXFORD

Pierre Cartier (fosforilacié6-ATP) PARIS

Harold Fullmer (deshidrogenases—-citric) BETHESDA
Paul Srere (citrat-quelacid) DALLAS

Gilbert Vaes (PTH-citrat os) LOUVAIN

William Neuman (citrat-solubilitat os) ROCHESTER
F. Dickens (citric-tumors os) NEWCASTLE-upon-TYNE
B.E.C. Nordin (citrat-balang calcic) ADELAIDE
Sbigniew Szot (citric-cristal.litzacid) VARSOVIA
A. Ascensi (os lamel.lar) ROMA

I. Zipkin (citrat-fluor) BETHESDA

0.S. Atwal (ozb-paratiroides) ONTARIO

Charles Pak (citrat-shell) BETHESDA

Melvin Glimcher (col.lagen-ACP)  BOSTON

Daniéle Gautheron (CoA-fosforilacib) VILLEURBANA
A. Ruffo (citrat-glioxilat) PAVIA

Van R. POTTER (citric-fluoroacetat) MADISON

J.C. Robison (fosfatases alcalines-os) BETHESDA
Enrico Bonucci (vit.C=col.lagen) ROMA



I amb

Prof.

Prof.

Prof.

Prof.

Prof.

Prof.

Prof.

Frof.

Dr.

Prof.

Prof.

Foren

relacid personal:

Julio Sanchez Lucas Anatomia Patologica
Universitat de BARCELONA.
Un home a recordar.

Josep Trueta Nuffield Orthopaedic Center d°O0XFORD.

Qui em va despertar 1 interés per 1l os.

Stanislas De Séze Centre de Reumatologia de 1 Hospi-

tal Lariboisiére de PARIS.
Certament un Mestre.

André Lichtwitz Centre Phosphocalcique Viggo-Petersen
de PARIS.

Critic valuds gue em va emmenar a seguir

Rodolfo Amprine Amic, a qui dec les ensenyances sobre os
d"aquest treball.Anatomia Umana Normale
Universitat de BARI.

Gastone Marotti Anatomia Umana Normale, Universitat de
MODENA .Persona que va ajudar-me a pulir
les técniques fines d exnloracid ossia.

Julio R. Villanueva Facultat de Farmacia de SALAMANCA.

Gui scl.licit em va posar la micros-
copia electrdnica a 1 abast.

Jordi Gras Immunoquimica, Hospital del Mar. Universitat

de BARCELONA.

A gui preo la seva llarga acecllida, la qual
ha fet possible el sosteniment de 1 experién-
cia.

Francesc Botet i Casadesis Company de ma oberta en la
meva estada a 1 Hospital Co-
marcal d IGUALADA.

Josep M2 Adzet Doctor en Ciéncies i Director del Centre

d"Investigacid AIICA.
Qui sota la seva direccid seriocsa i ma-
gisteri ha dut a terme el resultat.

Josep Laporte De tracte excepcional i contrafort de les

estones clivellades.

persones Gniques en el transcurs de la prova:

Rosa Paratge
Teresa Miquel
Naria Tuset
Rafel Paniagua

A tots ells el més profund agraiment.



HIPOTESI



La HIPOTESI sostinguda en aquesta experiéncia
va sorgir de la coneixenga de la participacid
decisiva de 1 acid citric en la solubilitzacid
de la hidroxiapatita, component majoritari de
les sals Ossies. Admesa 1l anterior exposicid
es pot arguir que augmentant el nivell d”acid
citric a la sang, el material cristal.li de

de 170s sofrira les modificacions propies de
la solubilitzacié atribuida a dit acid.

Essent com és 17acid citric element copids a
a 17os i també, 1l intermediari més abundant
del cicle tricarboxilic, dada aquesta coinci-
déncia es va creure que aqui era el lloc idoni
per actuar.

Com a garant de la interrupcidé del cicle tri-
carboxilic amb 1l intent d acumular acid citric
fou triat 17acid maldnic inhibidor competitiu
de la deshidrogenasa succinica,enzim que regula
el pas de 17acid succinic a acid fumaric i se
1li atribueix 1 "ésser el control del cicle de
Krebs. Si es donés el condicionament presseln-—
tit, 17augment d"acid citric desmineralitzaria
l70s.



BL naneig d'wa conjectura, esgarriada pel raonament cientific, quan es troba amb la quindrioa rea-
Lifat que la matdria viva ofersix a 1a nostra obsorvactd, és pernbs usar les dses que suposen,Sol-
3 1a rigurositat avitebtica exigida, Per tant, en una otbioia poden fenir "els coneixepents” pond
10 6aber les 0gos "1es coses epresentades”, Mxt, pot haver-hi wa oibaeia do queloon del nosire
coneizenatt que no é wn saber (KUKE), 0, que 'escala do fononens observats ultrapassi les catego-
ries de 1a nostra experitncia imediata, Solasent 1'abstraceid po lenifioar aguesta malaltia sense
guari-la (WD), T tanbé e pot cogitar sobre o1 1a histdria de la flsica i la quindea, aixd con
fofes' les altres oibnoies poden baser fingudes com a sdries progressives d'aprorinacions, encara,
que wa L1ed general sigui anumeiada, Dosprds, anbuales desviaoions do la idealitsaci sl resore-.
jodss 1 observades, i usa nova i nés precisa formlacif b5 ideada eupivipement, Finalnent, les ve-
ons d"aquest excdpeional comportasent sln veconsgues 1, wa 1lei refornada deriva vers a canps
tedrica (DKL),



INTRODUCCIO



INTRODUCCIO.

En una experiéncia basada en 1°efecte causat per 1" acid
maldnic sobre el metabolisme de 1°0s viu, és inquestiona-
ble el coneixement d aquest.

Malgrat i voler tenir coneixenga del teixit ossi, s’ha de
dir que ara encara, molts fets del seu comportament, va-
guen per la planura de 1°embull.

També és crucial no passar de llarg, que els resultats
obtinguts en 1"animal complet pequen dels inconvenients

de 1 estadistica bioldgica. I que en tota accid experimen-
tal inductiva mai no s”obté un enllestiment total, Ans,
sempre queden uns escorcolls a fer que seran el feix de la
critica necessaria.

Les dades seguents volen aproximar els criteris d’altri al
problema.



L’os, teixit connectiu especialitsat, d’estructura dura, no solament serveix de bastiment al ocos,
sind que degut a la seva composicids orgdnica (matriu) i inorgdnica (mineral), en Intima relacit
amb la sang i els altres sistemes funcionals de 1°organisme, fa que 1°0s, al llarg de la vida man-
tingui un impetuds i apassionat metabolisme de treure i posar,

la part orginica, que constitueix la tercera part del pes de 1‘esquelet, estd formada, principal-
ment, per col.13gens de tipus I(2 (1)- 5), aix{ con tanbé, petites quantitats de proteoglicans,
1fpids i vdries proteInes no~ col.ligenes com sén la osteocalcina, la fibronectina i algunes al-
tres (ROBEY, 1988).

E1 ool.lagen é8 una escleroproteina, no exclusiva de 108, sinb que també es troba a la pell i als
cartilags, i estd composta d‘aminodcids. Un 25 per cent de glicina i a més per prolina i hidroxi -
prolina (MEISTER, 1965), S‘organitsa en forma de fibres que s’arrangen en cordons de tres oadenes
polipeptideea, Cada cadena es cargola a l°esquerra. I les tres cadenes s’enrotllen entre si, per
a formar una superhdlice retorgada a la dreta, i extremadament forta, que es manté unida gricies
als enllagos d‘hidrdgen entre una cadena 1 1°alira.

Quan les fibres del col.ldgen s’examinen al microscopl electrdnic, s’hi veuen unes bandes transver-
versals que es repeteixen a intervals de 700 angstroms. BEAR, 1968, les explioa dient, que com que
la cadena molecular de la col,ldgena consta d’unitats d’aminodoids en una seqlidnoia espeoifica,
aquesta fa que siguin repetides les bandes, De ocadenes n’hi ha de curtes i de llargues. Les cur-
tes 8‘emmetxen amb rela tiu ordre. Al contrari, les cadenes laterals que sfn més llargues no s‘a-
justen tan bé i formen trossos menys ordenats. les zones de desordre relatiu correspondrien a les
bandes, la sfntesi del col.lagen t6.1l0c en els ribosomes. I, es degrada, em viu, a baix pH(Mo GIL-
VERY), En les fibres de la col.ligena, encara no calcificada, existeix una substincia inhibidora
que ocupa els buits que en les fibres calcificades ocupa 1°apatita (CLIMCHER, 1961) que podrien
ser p-aminats, E1 col.lagen produit per cél.lules obtingudes en el sdme. de MARFAN, no difereix
del produit per cdl.lules de control (MARTIN, 1971)



la fracoié inorgdnica, o mineral, estd constituida, principalmeni per hidroxiapatita 1 com afegiment

carbonats, citrats, fluor,sodi, potasi, magnesi i una quantitat de mineral amorf (POSNER, 1969). Pe-
rd, segons QUINAUX (Tesi Dootoral, 1968, Lidge) el calci amorf a 108 no existeir en absolut. I HOU-
BEN i afegeix, que en efeote, el que passa, és que sguest mineral , dit amorf, és hidroxiapatita de
cristalls tan petits que no és possible identificar-los amb 1‘analitica aotual (1971).

I*ideal del cristall d’hidroxiapatita és imaginari, Perqud , en realitat, els oristalls tenen defec-
tes de cristalitzacid, que a la vegada augmenten la seva sol.lubilitat (ARENDS, 1977).

la férmula general de 1‘apatita és Cayo(P0y)s(0H),, |

El cristall d’hidroxiapatita és excessivament petit: 200-30-70 L. Perd, aquest petit oristall pre-
senta una superficie de besocanvi enorme. D"uns 100-200 n? gram d“os,

la distdnoia que separa dos aminodoids correspon a la longitud del gran eix del cristall de fosfat
tricdloic. GLIMCHER avisa dient, que davant 1’andmala estruotura

de la hidroxispatdta, s*ha de tenir molt en compte a
1’hora de treure coclusions experimentals, ja que 1'e~

aminoacid dat de 1’08 mineral i 1°edat de 1‘animal no sén sind-
nims (1977). LEGROS, 1986, afegeix complicacil a 1‘asse-
gurar que 1‘estruotura de 1°0s, en el que respecta la
part fina mineral, resia desconeguda.

cadena la superficie oristal.lina total del teixit ossi, és
pﬂ?‘“" de 1°ordre de 500.000 m2. I el Ca/P=1,67 es considera
t1dica nornal. Perd n’hi ha de 1,3 fins a 2.

aminoacid



L’examen amb raigs X confirma que el mineral de 1%0s cel,lular i el del os acel.lular sén hidroxi-
apatita (WEISS, 1971). Els dipdsits calgdroios, donen igual difraccié s raigs X que la hidroriapati-
ta (TUCHWEBER, 1967)s

NORDIN, oreu que la concentracié d’hidrdgen a la superficie dels oristalls és de 6,8, BEUMAN pensa
que és inferior a aquesta xifra.

I’aigua que estd unida al cristall ho és a raé de o,8 gr. per gram de mineral,

E1 oaloi de 1°0s estd distribuit en tres grans fraccions: idnica, oristal.lina i 1ligat a les pro-
tolnes, Les tres estan en equilibri, i el trasbals de qualsevol d’elles afecta a les alires, de tal
forsa que canvia 1’estructura quimica i morfoldgica de 1%0s (LEKAN, 1960).

Mentre dura la vida, hi ha un anar i venir d’ions i anions ben regulat pel procés de formacid i des-
trucoid dssia. Durant el oreixement la formaci6 excedeix a la reabsorcié, Entre els 20-Jo anys 8°as-
soleix 1’acmé, Dels quaranta als oinquanta la reabsorcié guanya instaurani-se un remodelament, pe-
1, que intenta frenar la pbrdua sobtada.

Entremig d’aquest fer, desfer i remodelar, s’hi poden intercalar unes quantes dades que ratllen
1’al.legoria, A 1’Helix Pomatia 1i succeix un fet curis en la formacié dels cristalls de la seva
closcas durant la regensraci6 sén de fosfat de calei, més tard es transformen en oarbonat (BIEDER-
MAN, 1902), Certes closques sén d’sragonita pura, que in vitro, no es pot obtenir per dessota dels
909G, temperatura, evidentment incompatible amh la vida (KERVRAN, 1903).

Segons KERVRAN, en els animals i les plantes el caloi t6 tres orfgens: K39-H1=Caf0 Mg24-016=Cad0
§128-€12=Ca40,

En o] mastodont, la taxa mitjana de formaci dssis és iddntica a la de:1‘home (SCHUBECK, 1970)



A la visié del mioroscopi elactrbnin, els cristalls minerals de 1°cs, sfn unes petites agulles apla-
nades. Hi ha una considerable variacié en les dimensions de 1°hipotdtica hidroxispatita, perd el que
81 és cert, en tots els casos, és que una dimensif és mée petita que les dues, la mesura més llarga
correspdn a 1’eix o, i estd orientat paral.lelament a la fibra de la col.ligena.

Aquest cristall de 1°0s estd compost d’un gran nombre de petites mol.ldcules de fosfat tricileio.
les quals tenen incorporats OH i H, o sigui aigua d’estructura.

En la sona externa del oristall es troba la corona hidratant ionitzada: a) hidratant, perqud els
jons de superficie retenen una proporcis, no menyspreable, d’aigua 1ligada a ells; b) ionitsada, ja
que en aquesta sona perifirica es mouen els ions Ca, POy, €03, Mg, 1 també, el oitrat que m entra
en ol retiole del oristall ossi, perd que juga un rol molt important en el desplagament dels ions
cdloios. Entre la corons hidratant ionitzada i els 1fquids interticials hi ha un dmbit, 14bil, on
els ions de la perifdrie perden tota cohesis entre ells i entren en contacte amb els 1iquids exira-
cel, lulars, ( LICATITZ, 1959).

la formaoif, reabsorci6 i el remodelament ossi va a odrrec, principalment, de dues oel.lulest 1°0s-
teoblast i 1°osteoolast. A 1°osteoblast se’l fa responsable de la sintesi de la matriu orgdnica i
de 1a caloifioaoib. Aix{ com també, de 1’inici de la reabsorcié, que és ultimada per 1°osteoclast.
L’osteblast té receptors per a 1 PTH, 1.25[DH}2D3, gluoocorticoids i fosfatasa aloalina, També sin-
tetitsa viries substincies reabsorbents com la interleuquina-6(Mc SHEEHY, 1987)1 la PGE2,

Es una cel.lula monomuclear rica, en estat actiu, en reticle endoplasmitio i ribosomesj aparell de
Golgi ben desemvolupat. Sén abundants les mitoodndries i la fosfatasa aloalina. E1 seu origen és
mesenquimal (OWEN, 1980), E1 mecanisme exacte de com 1°0steoblast transmet el seu missatge a 170s-
teoclast perqud comenci la reabsorcif, no estd elucidat.



Quan comenga la nucleaoi6 del cristall, 1 hidroxiapatita i 1’aigua obren reciprocanent en la matriu
de 1’08, la interacoié entre oristall i el fluid que 1’envolta és més aviat embrollada. Quan el mine-

ral ossi 8’instal.la, desplaga un volun d’aigua igual al seu, Alshores 1‘aigua que estd entre els
oristalls, o bé, entre els cristalls i les fibres adjscents del col,lagen, esdevé tan escasa que els

fons 10 68 poden espargir (NEUNAN, 1956) ls mineralitsacié nai s del loof. Ceneralment es para el
Bo-5% (RUBIHEUH, 1964), L'edat de 1’08 1 la seva reactivitat quimica, queden determinades pel con-
{ingut d‘aigua (TINNINS, 1977), Aixd, també ho diu MUELLER, 1966

Distints métodes han intentat mesurar 1‘aigua de 1°0s, Cao é8 dpiim, Amb limitacions i limitacions,
en goesos joves, 1’aigua de la cortical és d’un 12-22 per cents i la de 1708 esponjls, d‘un Jo-)2
per oent (BEB.EBEH, 1966) E m que 1°aigua is un dipolo permanent que presenta varies formes idni-
quest By 10 (0,04%) - By 1% (0,20% - H) 160 (0,03%), 1a cosa encars es complica més a 1’hore de
ls 1eotura experinental de la oristal,litsaoi de la hidroxiapatita.

Tenps ha, que estd acceptat pels fisics, que la superficie d’un sdlid, quan estd en contacte amb un
1{quid, aquesta es cobreix d’una capa fina de solvent. E]1 gruix d’aquesta capa no es coneir amb cer-
titud, perd s’estisa pels voltants dels loo A, A les superficies dels cristalls d’hidroxiapatita,
con é6 natural, els hi passa el mateix, estan emvoltats per dita capa capag de dissoldre, i per a-
quest fet, s’hi desenvolupen unes foroes fisiques dependents de la carga assimbtrica de la selucié
interfase,



L'estructura de 1°0s a nivell macroscdpic mostra dues fornes predominants: os cortical i os trabecu-
lars E] priner es troba a les didfisis dels ossos 1largs i a les superficies dels ossos plans i curts
E1 trabecular estd a les metdfisis 1 a 1’interior dels ossos plans i curts, L'os cortical apareix
dens 1 amb cobertes primes: endosti i periosti, E1 trabecular estd format per moltes espicules d‘os
que 8’entrellacen i, que a 1a vegada 1i donen aspeote d’esponja. Mioroscdpicament, és necessari dis-
tingir, tanbé, dos ordres diferemts d’organitsacif estruoturals os plariforne 1 os lanel.lar;a 108
plexiforne les fibres de ool,lagen es disposen a 1’atsari 1’apatita no estd orientada al llarg de la
renglera de fibres, con pasea & 1°0s lanel.larEls osteocits, aqui, ooupen una cavitet de parets mal
definides i canvien molt de forma i orientacié. El nombre d’osteocits és major que a 1708 lamel.lar,
Aquest tipus d’0s , solanent es troba en animals joves i en oreixement. En la meduresa s resmplacat
per 08 lasel,lar, Els osteocits d’aquesta mena d’0s sén molt mée actius que en el lamel.lar, Aquf és
on 68 déna 1°osteolisi ostecitica,

’0s lanel.lar es carecteritsa pel seu arranjament ordenat. Tant pel ool.1agen com per les fibres,
lee fibres col.ldgenes estan disposades en diferents estrats, entre els quals hi viuen els osteocits,
L'os baversid predonina en 1a cortical, I mai,és e] prier de formar-ge, I sempre 65 ol resultat d‘una
invasid vascular,



Els osteoolasts adn cel.lules directament responsables de la reabsorcié. D‘origen hematopoidtic,
provenen de la fusid de oel.lules monomiolears de la medul.la dssia (ROODMAN, 1987). Durant la re-
absorci6, a la membrana citoplasmatica se 1i formen uns plecs que sén la superficie on es desenvo-
lupa 1°activitat lftica, la cavitat que deira 1’osteoolast és el 1loo on 1°osteblast hi deixa os
nou, Una 8ola ronda entre reabsoreid osteoclistica i formscid osteobldstioa, dura aproxinadament
uns vuit mesos (PARFITT, 1980),

Afegit6: les cel.lules del odnoer de pulmd sén capaces de reabsorbir, independentment, de 1‘actua-
0i6 dels osteoolasts (MUNDY, 1978). Les cel.lules del sarcons de WALKER segreguen un factor que es-
timla la reabsoroié, in vitro. Aquest fenomen podris explicar la propensié del tumor a metastitsar
1’0s (POWIES, 1955),

Quan 1°osteblast esdevé menys actiu en 1a formacié de matriu orginics, s’aplana, la fosfatasa alca-
lina declina i queda empotrat dins de la mateira matriu mineralitsaday esdevenint osteocit. L’os-
tedoit assentat en la seva llaouns i, envoltat d’os msdur, continua contribuint a la dissolucif
del mineral vel, Une sltres osteoblasts inactius, estan en contacte amb els ostedcits, vis sinoi-
tal, i folren els canals ossis. la superficie de 1°0s recoberta per aquest folre d’osteoblasts, o-
oupa o1 B0% de 1‘esquelet i estd quieta, respecte a la remodelscis (PARFITT, 1967)., Quan 1‘esque-
let ha de corretgir wna desviacid cdleica del sdrum, la regulacié instantinia, de moment & moment,
és dirigida per 1°extensa superficie fins ara quiescent i, no per 1’activitat dels mecanismes de
renodelsoié (VEBUMAN, 1971). s un procés ripid i de gran magnitud. Mou de 50-loo mal. de caloi
diaris, Ia solubilitzaoié del mineral s la sona pericanicular, feta probablement pels osteooiis,
deixa anar caloi, que de 1’interior a 1’exterior de 1°0s va a parar al plassa (TALMAGE, 1977).

En oanvi, el procés de remodelacif és lent i de petita quantitat (5-lo mml, per dia). Els osteo-
olasts tn]un receptors per a la calcitonina. En contrast, no tenen resposta direota a la PTH( NIN-
KIN, 1966).



El fosfat de aaloi amorf é8 un dels principals components de 1°esquelet, TERMINE i POSNER sugge-
reixen que el fosfat cdloic amorf és la primera forma de mineral que es diposita en el ours de ls
caloificacié, resultant ésser un precursor metabdlic aotiu metastable de 1°apatita cristal.lina.
Sembla, també, que aqueet oaloi amorf pugui existir en forma , no tan sols metastable siné,estable.
BEGKER (1974) descobreix una substinoia en el mitocondri de les oel.lules del fetge de rata, que
inhibeix 1a caloificacié del cart{lag, HOWARD (1975) trobe a 1°orina normsl humans un factor que
priva la caloificacié dels tendrums i la formacié de odlouls remals., FEW i MAHLE, demosiren, cro-
natogrificament que el factor mitocondrial i 1%urinari sén iddntics i que es tracta del fosfooitrat.
LEANINGER, (1980) el proposa com & ptotagonista, d’extensas ramificacions, en la caloificacié bio-
1dgica.

El fluor estd probat que s’insorpora, en viu, a 1’interior del reticle cristal.lf de 1”apatita(BAUD,
1962). Bl fluor paralitsa 1’aconitasa i impideir la metabolitsacis subseglient del citrat en el ci-
ole de KREBS (LEIMBRUGER, 1959). A ocanvi, SHEARER (1971) va administrar en el menjar d“unes rates,
6oo pum. de fluor durant 14 dies i, no va trobar cap efecte sobre 1‘aconitasa. A 1°0s, hi ha una
relaci6 inversa entre la conoentracié de fluor i la de oitrat, E1 perqud, no estd clar (HAC, 1967)
E1 fluor substitueix 1%hidroxil de la xarra cristal.lins (WEATHERELL, 1970). El fluorur sddic aug-
menta el nombre d’osteoblasts i la fosfatass alcalina, en viu (PARIEY, 1963),

1’osteogbnesi 1 1a fosfatasa van sempre juntes (ROBINSON, 1929). RASMUSSEN i BORDIER (1974) han
demostrat que existeir un fort 1ligam entre la fosfatasa alealina i la pirofosfatasa en el moment
de 1s caloificacid, la fosfatasa alcalina (ortofosfdric-monoester fosfodidrolasa -EC 3.1.3.1- és
una fosfomonoesterasa ubicua, sintetitsada per moltes cdl.lules dels vertebrats, la prednisolona
estimla 1a produceid de fosfatasa aloalina, Fosfatases aloalines: os t':'iﬁ fetge 25% i intest! B%
(PLONTEUX, 1980).



la gran oapaoitat del citrat per a quelar el calei, deixa espeoular sobre si la formacié i la reab-
sorcié estan implicades en la, dita, quelaci$ del calei pel citrat (SRERE, 1965). NEUMAN(1956) ex-
posa que la PTH augmenta 1’acumulacié d‘dcid cftric a la superficie de 1°0s, i aquest i aquest dis-
sol el mineral per 1’efecte de 1a quelsoib. Tan sols una petita quantitat de caloi estd en forma
quelads en la sang, perd, aixd s’explica perqué els quelats produlis per 1°0s, sén rdpidament oxi-
dats extrassqueleticament, deizant 1liure el caloi idnic a l1a oirculacié (MEUMAN, 1958). El citrat
per sota de pH 6,0 estd menys ionitsat 1 el seu poder de quelacié dismimedx (NARTELL, 1952), El
oitrat competeix amb la tetraciolina, en els llocs de preoipitacif de oristalls d’hidroxiapatita,
(IBSEN, 1964) E1 oitrat presents una gran afinitat per & quelar Ca, Sr, Mn, i Fe (SRERE, 1965).
Entre les substdncies que poden actuar com a quelants hi hat 1‘ésteracetil salioflic, 1°adrenalina,
s cortisona i la terramioina (SCHUBERT, 1966). Bs oert, que el citrat pot desmineralitsar 1'os
nitjangant 1a quelaoid del caloi, perd és meoessari que aquest es produeiri en gran quantitat (KO-
LINSKY, 1969). Encara, que el oitrat inhibeiri fortament 1’agregacié de ls hidroxiapatita, ho fa
gense wna significant dissoluoid dels oristalls, L'efecte, aparentment, no sembla degut a la que-
laci6 del calei (HANSEN, 1976).

Dels components fosforats1’ATP és el millor inductor de la caloifioacid (CARTIER, 1995). El

1-8% estd on els dipdsits de fosfat cdloic amorf, al mitocondri, prevenint que aquest material es

converteixi en apatita (BLUENTAL, 1975). BETOS, BLUMENTAL, POSNER, BECKER i LEHNINGER, sostenen

que 1°ATP inhibeix la conversif, in vitro, del fosfat de caloi amorf en hidroxiapatita. Les oi-

’[cmt pintases isolades dels mitocondiris de fetge de rata i de la 1linoma sén inhibides per 1°ATF,
LEE, 19617),



Ia possibilitat de que 1’ATP estabilitsi el fosfat cdloio amorf, ineinua el que la gimilitud de la
estruotura quinica amb els pirofosfats i el difosfonats vedi el pas de 1°ACP a HA (FRAKCIS, 1959).
CARTIER (1952) ocontimua dient, que 1°ATP és un dels prinoipals elements de 1’ossificacid, degut s
que quan una ATPase especifica el desfosforilitsa, fent-1i perdre el seu pirofosfat terminal aquest
es fixa a la matriu, donant-1i la propietat caloafina, En uns volia del oicle tricarboxilic, o si-
gui en 1oxidacié d‘un mol d’scetat, es produeixen 12 mols d’ATP,

L'hormona 1,25-dihidroxicolecaloiferol proours 1’absorcié intestinal del oaloi i del fésfory la mo-
bilitsaci6, tanbé del calel i del fdsfory la caloificaoié i el creixement (DeLUCA, 1976).
Ia relsoid entre la vitamina D i el metabolisme del citrat ha sigut olarament establerta per varis
investigadors: DICKENS,F. Bioohem.J. 35,10/11,1941

NTCOLAYSEN,R, i NORDBO,B. Acta Physiol.Scand, 5/212,1943

HARRISON,R, i HARRYSON,H.E, Yale Biol.Med. 24/273,1952

FREEMAN,S, i CHANG,T,S. Am.Physiol. 160/341,1950

WAASJY,B, i EBG-LARSEN,N, Aota Physiol.Soand,,1951

CARLSON,A, i HOLLUNGER, G, Acta Physiol. Soand. 31/317,1954
I’exorecié urindria de citrat, tant en les rates joves com en les adultes, augmenta quan ge’1s ad-
ministra quantitats fisioldgiques de vitamina D (BELLIN, 1952). El contingut de citrat a 1°os com
al sdrun € baix en el raquitismey tractat amb vitamina D, augmenta & 1%0s (NICOLAYSEN, 1971)
Sembla que 1a vitamina D pot tremsferir caloi del teixit calcifioat a 1‘osteoid per un efecte di-
reote sobre els osteocits (BORDIER, 1970). a vitamina D i 1a PTH augmenten el calci al citosol
oel.lular, perd solament la PTH augmenta 1°ANPo (RASHUESEH, 1974). ¥s obvi, que la vitamina D i
1a PTH sn substincies diferents i amb diferents repercusions, perd, en certs aspectes, actuen
d*una panera paral,lela i sindrgica: ambdues pugen el produote Ca.HPO, en el sérun (NEUNAN, 1958)



Una interrelacié directa entre la vitamina D i la PTH no existeix. Emperd, s subtil i complicada

1’axplioacié del perqud en molts casos la seva a tuacié fisildgica és tan semblant (NEUMAN, 1958)

L'dcid caloftric ha estat identificst per ESVELT i DelUCA (1976) com el metabolit més important de
la 1,25=dihidroxivitamina D3

Les hormones tiroidees no afecten als osteooits, perd sfaugmenten la reabsoroif osteobldstica, tant
de 1’08 trabecular com del cortical (MOSEKILIE, 1978), BLAHOS i BLAHOSOVA (1971) suposen que la ti-

roxina exeroeix a 1’08 una accif similar a la parathormona; simés no, augmrnta els nivells de ci-
trat a la sang,

la produccié d’acetil Cod es fa dins del mitocondri (KORACKER, 1965). In vitro, la CoA és sotivada
pel citrat (DAKSHINAMURTI, 1969). E1 clofibrat (etil-2-(4 clorfenoxi)-2-metil propionat) puja la
concentraci6 de CoA hepatica (VOLPTI, 1969).

la membrana interna del mitocondri conté un portador espeoific pel transport del citrat (ROBINSONj
1973 - FONYO, 1976). Bl citrat és transportat a través de la membrana mitooondrial en intercanvi
aub el nalat, un per un (PALNIERI, 1977). SWIERCZYSKI (1970) estd d’acord amb CHANCE 1963, de que
el citrat acidifica 1’interior dels mitocondris.
En presencia de conoentracions de fdsfor oreirents, els mitocondris acumulen emormes quantitats de
calei (BORLE, 1970). Bl mitocondri és capag d‘acumlar calcis

ARSENTS,Ch, Biochem,Biophys,Res,Cumm, 46/1928, 1972

MARTIN,J.H, et al, Clin. Orthop. 68/273, 1970

HOHMAN,H, et al. J.Cell Biol, 3o/317, 1966

BRITTON,C, J.Biol.Chem. 240/2729, 1965

WASINTON,P.D, et al. J.Biol.Chem. 237/2670, 1962

SIATER,E.C, et al, Biochem.J, 55/566, 1953

DellCA,H, Proo,Natl.Acad.Sci. 48/1604, 1962



En aquest noment present (1972) 1eviddnoia de que el mitocondri estd involuorst directament en
la oaloifioaoi, no és molt persuasiu (HANCQX, 1972)

Analitsats els homogenat de fetge de rata, als mitooondris s’ho trobs el To% del oitrat present
8 1’honogenst (SCENEIDER, 1956). En mitocondris isolats, s’ha pogut veure que acumulen i mante-
nen grans quantitats de fosfat caleic amorf (GREENWALE, 1964). Malgrat i les diferencies quanti-
tatives, 1'sugnent de oitrat a 1’0s degut a PTH déna resultats consistents (HRTIH, 1958), L'aug-
ment de calei sbrio desprds de 1’adninistracid de PTH va precedit d‘un inorement del citrat,
(PIRSCHEN, 1959). la parathornona screix 1a produccis dels acids lictic 1 oftric en la relacit
de 201 a favor del ldotio (TATES, 1965 - VAES, 1966), WALKER,(1961) s atreveix a sostenir la
hipotesi de que la PTH, a dosis altes modifica profondament el oiole de KREBS dels osteoblastsy
ianés, {en coinciddnoia promou la coversié d’osteoblasts en osteoclasts,

la idea del oitrat-like-substdnoia que actus dissolvent les salts de 1°0s, és molt vells, Ja
CREENWAL? (1926) i KLINKE (1928) en ols seus estudis preveuen 1’eristdnoia duna substinoia que
directa o indirectanent , 1liga les glindules parstiroidees amb els citrats.

31 augnenta la funoif paratiroides es produeir un augment del contingut d‘dcid citrio a la sang,
(STUSTREM, 1937), ALKALL & 1'any 1944, va demostrar que després de la injecoid intramsoular
de PTEx & gossos, hi havia wn correlatiu augment de calei i eftric al sdrun. Els nostres estudis
en rates, n0 han pogut demostrar que el citrat del plasma es mogui abans de que ho faci el calci
oom & resposta & la PTH (G{GTELIH, 1970), Bn viv, la vitanina A puja el nivell de parathornons
sbrica (CHERTUN, 1977),



la sucoinodeshidrogenasa conté 4 dtoms de Fe, 4 sulfurs inorginios i FAD, i és un exemple de pro-
teIna fdrrica no hdmica. Aquest ensim es diferencia dels altres del cicle trioarbox{lic, en que
ée una part integrant de la membrana interna del mitocomdri, SHHt 1.3.9.9.1.. L’activitat de la

succinodeshidrogenasa estd present a totes les odl.lules serdbiques (SINGER, 1966). L’cid oxal-
acdtic, in vitro, és un inhibidor competitiu de 1a SDH (PAPA, 1964). LOFRUMENTO (1967) afegeix
que, no tan sols és un inhibidor siné que és el més potent.

El mineral de 1‘0s aferra un 0.9 % de oitrat (WHEELER, 1981).

Totes les reaccions del cicle tricarboxflic sén reversibles, excepte la descarboxilacid oxidativa
de 19-cetoglutdric, Aixd signifioa que el sentit del ciole no es pot invertir, encara que ei-
guin reversibles alguns dels passos per separat: d’oxalat a succinat o de L-cetoglutarat a ci-
trat.

Les dones excreten molt més citrat que els homes, almenys en els grups de persones sanes (TISELI-
US, (1981). E1 oitrat imhibeix la fosfofruotoquinasa, enzim olau de la glucolisi (TOPTEGAARD,1976
E1 99,69% del citrat filtrat a nivall glomerular és reabsorbit (PELIET, 1973).

la part d’dcid eftrio ddbilment 1ligat a 1°0s, és la fracoié absorbida mitjangant foroes de VAN
der WAALS, I el cftrio fortament 1ligat ho en forma de sals odloiques (SZ0T, 1971). les forces
d’atracois que s’estableixen entre moldcules neutres, s’agrupen sota la demominacié de foroes de
Van der Waals. El trasplantament al.logdnic d’os de rata desmineralitsada, inioia una cadena de
reacolons, a la que responen els fibroblasts, la fosfatasa aloalina i més tard, 1°deid citric
amb un bon inorement (REDD, 1972). BAKER et al. en el laboratori de 1hospital JOHNS HOPKINS,
(1970) han viet que les preparacions de calci, que ordindriament sén von KOSSA negatives, si a-
questes es preoipitaven en presdncia d’dcid citric, es tornaven von KOSSA positives. Pel grossor
de 1a se a moldcula, és improbable que el oitrat participi en el recanvi intraoristal.lf de 1%a-
patita (MEUMAN, 1969). L‘dcid oftric administrat intravenés desapareix rdpidament de la ciroula-
cié (FRICK, 1970). Totes les odl.lules de 1’08 posseizen el total funcional del oicle tricarbox{-
lioj del cicle de les pentoses; a més, de la capacitat de metabolitsar els doids grassos i els
oarbohidrats (FULLMER, 1964).



1*dcid naldnic augmenta la exreoié uriniria de 1'deid cftric (XREBS, 1937 - KRUSIUS, 1940 -
FORSSHAN, 1941), E1 malonat no es metabolitsa en els teixits animsls (KREBS, 1938). Quan la suc-
oinndeshidrogenasa és blocads pel malonat, el quocient oxigen/piruvat bs a1, 1 1'acetil Cok b
utilitsads fora del oiole tricarbox{lic. Durant aquest temps, el succinat s’acumla, perd a par-
tir de certa conoentracié, aquest suocinat tendeix a esborrar 1'efecte oompetitiu del malonat so-
bre la SDH, ja que el succinar, via malonil CoA és utiliisat, progressivament per a la formacid
d"aceto-acetil Coh (CAVTHERON, 197o)
I’d0id naldnio inhibeix l1a sucoinodeshidrogenasa, gricies a una analogia estructural amb el subs-
trat: Ba10NiCs 4y evees s COH=-CHY=COOH

BUCOLNI0k ¢4 4 vaves oOO0H=CHp=CHy=CO0E  aquesta similitud permet, per engany,
que 1°80id maldnio ocupi el centreactiu de la deshidrogenasa sucofnios i & 1’ensems bloquegi la
seva accld (CADJOS, 1967), K0OK (1968) exposa,que els seus experiments asb malonat marcat, indi-
quen que 1°dcid maldnic pot convertir-se en citrat al ronyd del gos 1 ésser excretat per 1°orina,
NENON i STEIN (1960) demostraren que el ronyé de la rata metsbolitss ripidament el malonat, via
malonil=CoA que entrs en el ciole tricarboxilic i, esdevé preoursor de varis dels seus membres.

E1 nalonat sddic, en viu, es comporta com es preveia en els estudis in vitro, E1 primer que fa
és interrompre el cicle $ricarbox{lic, en el punt de comversif del sucoinat en fumarat(Van der
POTTER, 1951).,



la caloitonina inhibeix la reabsorcié dssia aotuant sobre 1osteoclast (ZICHNER, 1971 - KALLIO, 1972)
la caloitonina no traspassa la barrers placentdria (GAREL, 1968). Perd, WESERMAN diu, que segons els
resultats la caloitonina, sf pot travessar les membrames fetals i alterar els nivells de calci en el
que ha de neixar (1969). FRANKLIN (1973) i ool.lsboradors han demostrat que 1a calcitonina té una ao-
616 directa de sentit hipocitrémic, ja que redueir la produceil de ciirat d’origen esqueldtio, com
a oonseqlidncia de la dismimucié de la reabsoroif dssia, I d’sltra banda favoreix 1’eliminsoid del ci-
trat per 1’orina (VERRIEA, 1981). la caloitonina remou el fosfat dintre de 1°0s (TALNAGE, 1961). Ia
1a caloitonina disminueix la sintesi del col.lagen (IRANE, 1973). la caloitonina no altera la oriste-
1.1itsa0i6 de les hepatites (MUZENBERG, 1970).

L‘hormona del oreixement 6s inhibida pel cortisol i 1‘estradiol (SHARMA, 1975). Ele glucocorticoids
enprats extensivament en terapdutica olfnica i en investigacié animal, frenen el oreixement longitu~
dinal dels ossos (HULTA, 1963). Durant la maduracié del minerel ossi de la granota tempordria, els
canvis observats sén molt semblants als dels ocells i els manifers (PILKINGTON, 1967)

Es conegut el dramdtio efecte inhibitori del fosfocitrat em la vitro-muoleacié del cristall d’apatita.
Aixd ena & 1a proposta de creure que el fosfocitrat deu tenir un cert rol en la caloificacis (TEN,
1980), L’estruotura del fosfooitrat (P-0-C) és similar a ls dels bifosfonats (P-C-P) i dels pirofos-
fats (P-0-P) 1 tots in vitro, inhibeiren 6] creirement del cristall d’hidroxiapatita (KRUG, 1993),
CARTIER (1968) ha demostrat que una part del fésfor de 1°0s hi és en forma de pirofosfst cdlcic. I
que ol dipdeit de fosfat tricdleic va precedit de la fosforilacid de la matriu proteica a la qual

1i déna les propietats caloafines, També és CARTIER (1968) qui es queixa, que moment no hi hagi cap
explicaois bioquimica que justifiqui la fixaci6 massiva del calei i el fdsfor a la matriu, Tempoe ars
(1996) existeir un aclarinent satisfactori, D “una fais§ genersl, els carbonats sén secretats pels
invertebrats, mentre que, els fosfats ho sbn pels vertebrats ( BRECEVIC, 1979)



Es una pura espeoulsoid, aixd de que el citrat facilita s desmineralitzaci6 de 1’0s per quela-
oi6 del caloi (MECCA, 1963), E1 contingut de oitrat a 1°0s ma és floil d’entendre, si 8'agrupen
els raonaments del perqud estd relaoionat amb: la vitamina B'[DICIEIB, 1941 - CARLSON, 1954y
anb 1a PTH PIRSCHEN, 1959); amb el caloi (HARPIES,1961) 1 aub el fluor (ZIPKIN, 1963).

["d0id cftric a baixa concentracid intensifica la calcificaoi6, mentre que a altes , inhibeix
squest prooés (HABTLES, 1961),les cdl,lules roges dels manifers contenen molt poo citret, ja que
és rudinentdria 1’activitat del oicle de KREBS (NOLLISON, 1958) = DAJANI, 1958). Els tres grups
carbox{lics del citrat, a pi fisioldglo, estan ionitsats (NEUMAN, 1958), L’exoreoié de oitrat per
1orina, pot variar sense cap camvi en el oitrat plasmitic (HARRISON, 1956). En la cortical de
1’08 de conill, 8] percentaige de oitrat és alt (DIXON, 1952), L'dcid oitric es pot observar, no
solanent en espdoinens d’os fresc, sind també, en 0ssos que han estat enterrats durent centenes
d’anys i exposats, com és natural als factors de descomposicid (HIUHBERG, 1947)- El citrat no es-
td distribuit unifornement per tota la substdnoia dssia, sin§ que la seva concentraci és, espe-
cialnent alta, en les parts dures (DICKENS, 1947).

Nalgrat i la miltiplicitat de funcions enconanades al citrat, és sorprendent la poca informacié
il sobre el seu fer (SRERE, 1968)

El alonat inhibeir, competitivament, la succinodeshidrogenasa, en viu (KREBS et al. 1938). 0 sia
que el grau d’inhibici§ no depbn, ten sols de 1°abeolute concentraoi6 del malonat, i sf, de la

relacid succinat/nalonat, ORTEN (1937) fou el primer en dir que la infusié de malomat en el gos
produfa una marcada citraturia,



les primeres consideracions a fer sobre 1“efecte del citrat a 1°os, provenen
de si ho fia direatament o indirectament.
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JoTs IRVING, Calcium and Phosphorus Metab. p. 69, 1973,
WelLs JGHGEBIBED’ P.Jq van den BERG‘., i J, AREI'H]S’ ﬂal&ifn Tiﬂﬁt Res. 15:1’ 1914-
S. BISAZ, Biochim. Biophys. Aota, 451:560, 1976,

demostrant que el citrat actua directament en el mecanisme bioquimic de 1°os.

Addenda: IEHMAN, d°una manera oberta diu: " durant la formacié de 1%0s el citrat
alliberat pel metabolisme cel.lular, la major part d’ell, es diposita a la fase

ingoluble; si la produccié de citrat oontimua i la concentracié creix, es formen
complexes de citrat odlcic soluble que remouen el calei idmic, cristal.lf, i les
protelnes lligades a ell; aquesta col.ligacié de relacions propicia la disgrega-

0i6 de 1’estructura dssia, LEHMAN, ENGEL i LASKIN Science, 130 (3399), 22, 1959.

Corol.lari: el rol del citrat en el metabolisme cel.lular ossi, amb igual signi-

ficat en 1°aposici6 i en la resorcid, advoca la umitat d’arranjament i funcié.





