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1. RESUMEN

Se realizo el estudio prospectivo, longitudinal, observacional y comparativo de
la utilidad de los marcadores bioquimicos de remodelacion 6sea en el estudio
de la osteoporosis posmenopausica. Los marcadores de formacion dsea
estudidos fueron la osteocalcina (OC), la fosfatasa alcalina especifica de hueso
(BSAP), y la deoxipiridinolina (DPD) y el telopéptido C-terminal de la colagena
tipo I (ICTP) como marcadores de resorcion dsea. Los marcadores bioquimicos
de remodelacién dsea son Utiles para medir la actividad metabdlica del hueso.
Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto, la importancia de los
marcadores bioquimicos de remodelacion dsea para el estudio de la
osteoporosis posmenopausica, ya que permiten valorar la pérdida de hueso y
en consecuencia el riesgo de fractura. La osteocalcina y la fosfatasa alcalina
especifica de hueso tienen una sensibilidad y especificidad capaz de reflejar los
cambios que se presentan en la menopausia como resultado del
hipoestrogenismo, principal causa del metabolismo negativo del hueso. Sin
embargo puede decirse que los resultados de este estudio revelan que la
osteocalcina es un mejor indicador de la formacion dsea que la fosfatasa
alcalina especifica de hueso. La deoxipiridinolina, marcador de resorcion osea
también manifiesto elevada sensibilidad y especificidad para evaluar la actividad
de los osteoclastos. Por el contrario el telopéptido C-terminal de la colagena no
mostro especificidad, ni diferencias significativas entre los grupos estudiados,
por lo que puede decirse que no es un marcador confiable. Se sugieren a los
siguientes marcadores (OC, BSAP y DPD) como métodos confiables para
evaluar el tratamiento de la osteoporosis.



2. INTRODUCCION

La osteoporosis afecta a millones de personas en todo el mundo, debido al
aumento de la edad promedio de vida. En México se estima que existen
alrededor de 4 a 5 millones de personas que padecen osteoporosis, lo cual
afecta a 1 de cada 3 mujeres posmenopausicas y a la mayoria de las mujeres
ancianas. ! Esta enfermedad se caracteriza por la pérdida de masa Osea,
deterioro en la microarquitectura del hueso, en mayor proporcién que la
observada en la poblacién normal de igual edad y sexo.’ La disminucién de la
masa 0sea es caracteristica del envejecimiento, esta determinada por factores
genéticos, hormonales, mecanicos, y nutricionales.’* La pérdida acelerada de

hueso en la mujer es consecuencia de la deficiencia de estrégenos circulantes.’

La osteoporosis posmenopausica es resultado de un desequilibrio en la
remodelacion del hueso, con predominio de la resorcién 6sea, desmineralizacion
y fragilidad de los huesos, que predisponen a una mayor ocurrencia de
fracturas;® por lo cual la deteccion temprana de  alteraciones en la
remodelacion dsea es importante para la prevencién de fracturas causadas por
la osteoporosis. Los marcadores de recambio 6seo permiten diagnosticar la
pérdida de hueso y el riesgo de fractura, ademas de tener utilidad para
monitorear la terapia de reemplazo hormonal y el tratamiento farmacoldgico.>’



3. ANTECEDENTES

3.1. Generalidades de la anatomia del hueso

El hueso es un tejido altamente especializado con una rigidez y dureza especial
que junto con el cartilago forma el sistema esquelético,® proporciona soporte a
las extremidades, fijacién muscular para la locomocidn, proteccién de érganos
vitales y formacion de células sanguinaes en la médula dsea. Ademas, el
esqueleto es un gran reservorio de iones calcio, fésforo, magnesio y sodio,
fundamentales para la vida, que pueden movilizarse de acuerdo a las

necesidades organicas o cuando el ambiente externo falla en proporcionarlos.’

El esqueleto tiene dos formas principales de hueso; de forma plana, que se
encuentra en el crdneo y la escépula, y los huesos largos o cilindricos
localizados en el fémur, tibia y himero. Los huesos largos estan constituidos de
una region terminal denominada epifisis cubierta de una fina capa de cartilago
articular que permite el movimiento con minima friccién, la parte media o
diafisis que contiene en su interior la cavidad medular y la medula dsea,
asimismo una zona de transicion donde se unen la didfisis y epifisis llamada

metafisis lugar donde el cartilago es sustituido por hueso. ' ( Figura 1).

La superficie externa del hueso esta cubierta por periostio (excepto en las
articulaciones), el cual esta compuesto por una capa externa de fibras de
colagena, dispuestas en forma longitudinal e irregular con elevada
vascularizacion, y una capa interna de células osteoprogenitoras. Recubriendo
la cavidad medular se encuentra el endostio formado de una monocapa de

células osteoprogenitoras y osteoblastos. '’

En el esqueleto se encuentran principalmente dos tipos de hueso: cortical o
compacto y trabecular o esponjoso. El hueso cortical es un tejido solido y

denso, forma la parte externa de todos los huesos del cuerpo, constituye



alrededor del 80% de la masa 6sea; '’ esta compuesto por placas de coldgena
mineralizada, proporciona rigidez y permite que los huesos largos resistan la
tension del peso que gravita sobre ellos.’ La unidad funcional del hueso cortical
se denomina osteona, formada de capas concéntricas, que rodean al conducto
central o conducto de Havers, conectadas entre si por medio de los conductos
de Volkmann, dispuestos en sentido oblicuo o perpendicular al conducto de
Havers."® El hueso trabecular forma la estructura interna de la metafisis de los
huesos largos y cuerpos vertebrales, compuesto de una intrincada cadena de
trabéculas interconectadas disefiadas para resistir las fuerzas de compresion.
Aunque sélo representa el 20% del esqueleto, constituye el 80% total del area

de superficie 6sea, y es metabolicamente mas activo que el hueso cortical.'®

cartilago articular

epifisis

m etafisis

hueso cortical

diafims

periostio

Figura 1. Anatomia ésea
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3.2. Células oseas

En el tejido 6seo existen cuatro tipos de células: células osteoprogenitoras,
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.!® Las células ostoprogenitoras derivan
de la célula mesenquimatosa-estroma pluripotencial de la medula dsea,
posteriormente se replican y diferencian en osteoblastos o células formadoras
de hueso,” '® que mediante distintas etapas de diferenciacion adquieren
caracteristicas morfoldgicas, fenotipicas y biosintéticas diferentes.”” Se
caracterizan por presentar reticulo endoplasmico rugoso y complejo de Golgi
desarrollados. Estas células sintetizan y secretan las proteinas de la matriz
organica, principalmente coldgena tipo I y proteinas no coldgenas, como
fosfatasa alcalina y osteocalcina, que es sintetizada uUnicamente por los
osteoblastos; estas dos Ultimas proteinas se utilizan como marcadores de
formacion dsea. Cuando el osteoblasto termina su fase secretora se convierte
en una célula plana u osteocito, con reducida actividad funcional, sin una
pérdida metabdlica completa.'®

Los osteocitos quedan atrapados dentro de la matriz 6sea mineralizada, en
pequefias lagunas osteociticas, establecen comunicacion con otros osteocitos,
osteoblastos y células quiescentes de la superficie del hueso en espacios de
formacion osea, a través de largas prolongaciones que forman una red de

pequefios canales o canaliculos que suministran nutrientes.'®

Los osteoclastos son células multinucleadas formadas por la fusion de
progenitores mononucleares de la familia monocito-macréfago, especializadas
en la destruccion o resorcion del hueso;' expresan como marcador especifico
fosfatasa acida resistente al tartrato (TRACP) y receptores para calcitonina.
Ultraestructuralmente el osteoclasto tiene numerosos lisosomas, mitocondrias
pleomdrficas, y complejo de Golgi desarrollado, se caracteriza principalmente
por presentar un “borde rugoso” compuesto por finas proyecciones

citoplasmicas, rodeado de proteinas contractiles que le sirven para unirse a la



superficie 0sea y sellar el compartimiento de resorcién o6sea, denominada

también zona de sellado.?®
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Figura 2. Mecanismos de regulacién de la osteoclastogénesis. Las células del
estroma y osteoblastos expresan el RANKL y M-CSF, regulan la osteoclastogénesis
a través de la interaccién con receptores especificos presentes en los precursores
de osteoclastos o macroéfagos, ademas sintetizan el OPG, inhibidor de formacion de
osteoclastos. El exceso de PTH estimula la expresion de RANKL y M-CSF, que
aceleran la osteoclastogénesis.



3.3. Composicion del hueso

La matriz désea estd formada de compuestos orgédnicos e inorganicos,
denominados también como matriz organica e inorganica respectivamente. La
matriz inorgénica esta formada principalmente de calcio y fésforo, junto con
otros componentes como carbonato de calcio, citrato, magnesio, sodio y
potasio. La mayor parte del calcio y fésforo se encuentran en forma de cristales
de hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH)2], y fosfato de calcio amorfo. La
hidroxiapatita esta distribuida de manera ordenada en las fibras de colagena

tipo I, interaccién que proporciona dureza y resistencia al hueso.!!

La colagena tipo I, es la proteina 6sea mdas abundante, constituye
aproximadamente el 90% de la matriz organica u osteoide,”® es la principal
proteina estructural del hueso,” incluye pequefias cantidades de proteinas no
colagenas como la fibronectina, osteocalcina, osteopontina, sialoproteina osea,
trombospondina, biglicano y la decorina que representan el 10% del total de
las proteinas dseas, relacionadas directamente con la formacién de fibras de
coldgena, mineralizacion, unién celular y a la matriz 6sea y ademas proveen

sefiales en la remodelacién ésea.'® (Tabla 1).

La osteocalcina es la proteina no colagena mas abundante, es sintetizada
durante la mineralizacion del hueso, facilita la diferenciacion de osteoclastos y
estimula el inicio de la remodelacién dsea. La fibronectina se produce al
comenzar la formacion del hueso, tiene una secuencia de aminoacidos alanina-
acido aspartico-arginina (RDA) que sirve de sitio de adhesién para los
receptores (integrinas) de los osteoclastos;’® la sialoproteina Osea,
osteopontina, y la trombospondina también contienen secuencias RDA,*®?
participan en el inicio y control de la mineralizacion asi como en la adhesion
celular y a la colagena tipo I respectivamente, mientras la osteonectina fija

calcio idnico y lo deposita en forma de hidroxiapatita.*®



Otros componentes de la matriz 6sea son los factores reguladores del
crecimiento que incluyen el factor de crecimiento transformante B (TGF- B), el
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), los factores de crecimiento
semejante a insulina (IGFs) y las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs),
estos son liberados en forma activa durante la resorcion 6sea, y tienen gran

importancia pues regulan la formacién del hueso.”

Tabla 1. Principales proteinas no colagenas de la matriz 6sea

Nombre Peso molecular (Kd) Funcién principal
Trombospondina 450 (trimero) Adhesion celular y matriz 6sea
Fibronectina 440 (dimero) Adhesidn celular y matriz 6sea
Biglicano (proteoglicano I) 170 (mondmero) Desconocida
Decorina (proteoglicano II) 120 (mondmero) Fibrilogénesis de colagena
Sialoproteina dsea 75 (monomero) Adhesidn celular matriz 6sea
Osteopontina 50 (monomero) Adhesion celular
Osteonectina 35 (monémero) Captura Ca’* y minerales

Osteocalcina 6 (mondmero) Captura Ca**




3.4. Metabolismo de la colagena

La coldgena tipo I, esta compuesta por tres cadenas a plegadas; dos cadenas
al y una cadena 2, conforman una triple hélice que exhibe una composicion
caracteristica, con un triplete 0 secuencia repetida de aminoacidos formado
principalmente de glicina y alto contenido de lisina y prolina.’* ¥ Es una
molécula rigida e insoluble debido a la existencia de mdltiples enlaces
covalentes en su estructura molecular, que la hace diferente de la colagena de
los tejidos blandos.*

La sintesis de la colagena se lleva a cabo en dos fases: la primera fase incluye
una serie de eventos intracelulares, transcripcion y traduccion que determinan
la formacion de la procolagena. Asi la colagena se produce inicialmente como
un precursor o procolagena que contiene una secuencia de propéptidos amino y
carboxi-terminal. Al final del proceso de traduccion, las lisil y prolilhidroxilasas
hidroxilan los residuos de lisina y prolina de las cadenas o nacientes, que
proporcionan estabilidad a la molécula, ambas enzimas requieren de a-
cetoglutarato, acido ascorbico, iones hierro y oxigeno molecular. *! Antes de la
conformacion de la triple hélice de procolagena, los residuos hidroxilisina son
glicosilados por la accion de la galactosil y glucosiltransferasa formando
residuos de galactosilhidroxilisina y glucosilhidroxilisina, después inicia el
ensamble de las tres cadenas u- procoldgena y simultdneamente se forman
enlaces disulfuro intracatenarios.”’> Posteriormente la procoldgena es
transportada del reticulo endopladsmico rugoso al aparato de Golgi donde tiene

una nueva glicosilacion, y después es secretada al espacio extracelular.?’

La segunda etapa se efectta en el espacio extracelular, donde la procolagena
se convierte en colagena, por accion de amino y carboxiproteasas que
remueven los propéptidos amino y carboxi-terminal;*"** que son liberados a la

circulacion y pueden ser detectados por inmunoensayos especificos y se utilizan



como marcadores de formacién 6sea.”” Inmediatamente varias moléculas de
coldgena se ensamblan y constituyen fibras que entran en proceso de

maduracioén,* ** ¥

posteriormente se forman enlaces covalentes
(deoxipiridinolina y piridinolina) que se establecen en los residuos de lisina e
hidroxilisina.®® La accién de la lisil oxidasa une dos cadena ul en su regién no
helicoidal o telopeptidica (carboxilo y aminoterminal) con una cadena a2 de otra

1.** Cabe sefalar

molécula adyacente de colagena tipo [ en su porcion helicoida
que los enlaces de deoxipiridinolina y piridinolina son importantes pues

proporcionan estabilidad mecanica y fuerza ténsil a las fibras de colagena. *



3.5. Remodelacidn 6sea

La remodelacién o recambio éseo, es el proceso por el cual el hueso viejo es

reemplazado por hueso nuevo,'* * ¥/

comienza desde la vida fetal y continua a
lo largo de la vida,® constituye la respuesta fisioldgica del esqueleto a las
necesidades mecanicas y bioquimicas del organismo, que permiten mantener su
integridad estructural,® y bajo condiciones normales después de concluir el
crecimiento longitudinal es el principal mecanismo mediante el cual se forma

hueso nuevo.*

La remodelacién dsea se produce en pequefias zonas del hueso denominadas
unidades de remodelacion dsea.* El ciclo de remodelacién dsea tiene varias
etapas altamente reguladas por varias hormonas y factores locales circulantes,
que conjuntamente con la comunicacién entre las diferentes células dseas, son
parte integral de este mecanismo." El recambio 6seo inicia con la fase de
activacion, comprende la desaparicion de la “linea de cemento” que cubre al
hueso en reposo, que expone la superficie dsea mineralizada, ademas de la

proliferacién de vasos sanguineos necesarios para reclutar osteoclastos.*

Los osteoclastos son células méviles, que en periodos de locomocién no estan
asociados con la resorcion del hueso, solo cuando pierden movimiento. La
resorcion 6sea comienza con la adhesion de los osteoclastos a la superficie del
hueso, a través de la interaccién de los receptores (integrinas) de su membrana
celular con secuencias de aminoacidos alanina-acido aspartico-arginina (RDA)

presentes en las proteinas de la matriz sea.”®”’

Los osteoclastos sintetizan y secretan enzimas proteoliticas e hidrogeniones,
estos Ultimos generados por la anhidrasa carbodnica tipo II, son liberados
mediante una bomba de protones dependiente de ATPasa, que provee el
ambiente &cido optimo para la degradacion de los minerales de la matriz

37

dsea; '™ posteriormente  los componentes organicos del hueso
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desmineralizado son degradados por enzimas que incluyen colagenasas,
metaloproteinasas y catepsinas.'* % * Normalmente la resorcién désea se
realiza en 10 dias,”’ y los productos de la degradacion son endocitados,
transportados y liberados por los osteoclastos en la superficie del hueso no
remodelado.* Durante la degradacién del hueso, el TGF-B es liberado, inhibe la

resorcion y promueve la apoptosis de los osteoclastos,? 3¢ 37 45

que
posteriormente son fagocitados al inicio de la etapa de reversion, fase
intermedia entre la resorcién y la formacién dsea.’® En esta etapa los
osteoclastos son reemplazados por células mononucleares, importantes en la
preparacion de la superficie del hueso reabsorbido, ** el cual es cubierto de
proteoglicanos y glicosaminoglicanos que forman la denominada “/inea de
cementd’ donde se adhieren los progenitores de los osteoblastos, y sirve de
limite entre el hueso viejo y el recién formado.* También los precursores de
osteoblastos proveen sefales que incluyen el TGF-B, PDGF, fragmentos de
colagena tipo 1 y osteocalcina para la atraccion de los osteoblastos hacia la
superficie 0sea erosionada. ** * En la proliferacion de los osteoblastos
participan el IGF-I, IGF-II, TGF-B y PDGF, posteriormente el IGF-I y la BMP-2
estan implicados en la diferenciacion de los osteoblastos a células maduras.?

La formacion de tejido dseo se lleva a cabo en dos etapas; en la primera etapa
los osteoblastos sintetizan los componentes de la matriz dsea, que sufren
modificaciones prostrasduccionales *® como la hidroxilacién de los residuos de
lisina y prolina en la colagena, o la carboxilacion de residuos de acido glutamico
en la osteocalcina antes de ser secretadas por los osteoblastos. La colagena

tipo 1, es depositada en forma de laminas o capas,'*'°

a los que se incorporan
proteinas no colagenas necesarias para la mineralizacion.'® Después de un
periodo de maduracion de 5 a 10 dias,* inicia de segunda etapa; la
mineralizacion, que consiste en el depdsito de sales de calcio y fosfatos sobre la
matriz 6sea. La fosfatasa alcalina es esencial en la mineralizacién vy

26,47

calcificacion regula el transporte de fosfato, pues la hipofosfatemia produce

mineralizacion anormal. ¥ Ademas la 1,25-dihidroxivitamina D, la sialoproteina
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Osea, la osteopontina, la osteonectina y la osteocalcina intervienen en el

proceso de mineralizacién ¢sea.’® Al terminar la sintesis y mineralizacion del

hueso una parte de esta poblacion de osteoblastos se transforman en células

planas u osteocitos,'® y otra proporcidn entra en proceso de apoptosis después

de rellenar la cavidad del hueso erosionado.” En condiciones normales la

cantidad de hueso formado es exactamente igual a la cantidad de hueso

reabsorbido en la remodelacién.'*

1. Quiescencia

2. Activacion

3. Resorcion

4. Regresion

5. Formacion

6.Quiescencia

: Hueso nuevo

CR
WVA
POC
O @©
o @ o © <O
=
oC

OB

e~

CR

7

Hueso viejo Osteoide

Figura 3. El ciclo del remodelado 6seo. CR =célula de revestimiento,

POC = preosteoclasto, OC

=osteoblasto.

osteoclasto, LC = linea de cemento, OB



3.6. Metabolismo del calcio

En el esqueleto se encuentra el 99% del calcio, solo el 1% circula en el suero
en tres formas: 50% ionizado, 40% unido a albiumina y 10% formando
complejos con citrato y fosfato. Las concentraciones séricas del calcio iénico, la
forma activa, se regulan dentro de limites fisiologicos estrechos; es necesario
para el adecuado funcionamiento de varios tejidos, como la excitacion y
contraccion del corazén y los misculos, la transmision sindptica, las funciones
del sistema nervioso, la agregacion plaquetaria, la coagulacién y la secrecion de

hormonas en procesos como la exocitosis.’

Las funciones metabdlicas del esqueleto estan controladas por tres hormonas
calciotropicas; la hormona paratiroidea (PTH), la 1,25 dihidroxivitamina D3
(1,25 OH), o vitamina D y la calcitonina,*® mediante efectos concertados sobre
sus principales érganos blanco, hueso, intestino y rifién. *° La PTH es el principal
estimulante de la resorcion dsea, ** libera calcio y fosfato a la circulacion,
estimula la reabsorcion de calcio e inhibe la reabsorcion de fosfato en los
tubulos renales, estimula la sintesis renal de 1a- hidroxilasa, responsable de la
conversion de 25- dihidroxivitamina D a 1,25 (OH);D3.*° La concentracién de
PTH se eleva con la edad, inhibe la sintesis de coldgena, aumenta la tasa de
remodelaciéon y pérdida de masa dsea; no obstante, de acuerdo a recientes
estudios la administracion intermitente incrementa la formacion odsea, sin
embargo esta accion anabdlica aln se investiga.33 La vitamina D es necesaria
para la absorcién intestinal de calcio y fosfato,” estimula la diferenciacién de
los osteoblastos, participa en la mineralizacion de la matriz 6sea y acelera la
maduracion de los osteoblastos.” * La calcitonina, principal inhibidor de
resorcion 6sea, disminuye la concentracidn de calcio sérico,*® reduce el tamafio
del osteoclasto, que retrae su borde rugoso y posteriormente se desprende de

la superficie del hueso.”



3.7. Hormonas sistémicas en la remodelacion 6sea

Los estrégenos son muy importantes para mantener el recambio 6seo normal,*!

la deficiencia de estrégenos aumenta la tasa de remodelacion y la resorcion
excede a la formacién ésea.*” El efecto estimulador de los estrégenos en la
matriz dsea se ha demostrado en distintos trabajos que demuestran que la
terapia de reemplazo hormonal disminuye la resorcion dsea en mujeres
menopausicas, sin embargo el mecanismo mediante el cual actian no ha sido
determinado con exactitud, aunque parece deberse a su accion sobre la sintesis
de proteinas 6seas, como la coldgena y factores de crecimiento.>® En cambio las
hormonas tiroideas tienen un efecto adverso en el hueso, reclutan y activan los
osteoclastos, son potentes estimulantes de la resorcion dsea, particularmente
cuando se producen en exceso como en el hipertiroidismo.”* La hormona de
crecimiento (GH) que tiene efecto directo en la remodelacién ésea, aumenta la
concentracién del IGF-I el cual estimula la proliferacién de osteoblastos.> Los
glucocorticoides disminuyen la sintesis de proteinas en los osteoblastos, asi
como su proliferacion, accion que se realiza a través de su receptor, el cual
regula un numero importante de genes que codifican la sintesis de colagena
tipo I, osteocalcina, fibronectina, osteopontina, osteonectina, sialoproteina 0sea
y fosfatasa alcalina.”® La insulina estimula la sintesis de coldgena tipo I, tiene
efecto similar al IGF-I, y no parece influir en la resorcidn dsea.”’



3.8. Reguladores de la remodelacion 6sea

Las células oOseas sintetizan una gran variedad de factores de crecimiento y
citocinas.”® Los factores de crecimiento semejante a insulina (IGFs), son los
mds abundantes e importantes reguladores del metabolismo 6se0.’® Los
osteoblastos sintetizan IGF-I e IGF-II , que tienen efectos similares, sin
embargo IGF-I es el estimulante mas potente de los osteoblastos. Los IGFs
incrementan la replicacién y diferenciacion de los osteoblastos, estimulan la
sintesis de colagena tipo I, y proteinas no colagenas de la matriz del hueso,
importantes para mantener la masa 6sea, las alteraciones en la actividad y
sintesis de los IGFs son relevantes en la patogénesis de la osteoporosis y otras
enfermedades metabdlicas del hueso.”® *° La sintesis de IGF-I, esta regulada
por la GH, los estrégenos, PTH, las hormonas tiroideas y el factor de
crecimiento epidérmico (EGF).*® La concentracion de IGF-I sérica disminuye con
la edad, en mujeres premenopausicas su concentracion es baja, y en mujeres
posmenopausicas disminuye aun mas, disminucién que se correlaciona con el

decremento de la masa dsea.”®

El factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y las proteinas morfogénicas
del hueso (BMPs) pertenecen a la misma familia de polipéptidos, tienen accion
compleja sobre el metabolismo del hueso. El TGF-B es sintetizado y almacenado
en la matriz dsea, liberado durante la resorcién del hueso, estimula la formacion
e inhibe la resorcion 6sea.’® Las BMPs estimulan la replicacion de las células
dseas e inhiben la resorcién 6sea.®’ El factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), tienen un
papel importante no solo en la remodelacion, ya que también estan asociados

con el desarrollo y regeneracion de fracturas ¢seas.®

Varias citocinas y factores hematopoyéticos tienen un efecto complejo en la
remodelacion dsea, entre los mas importantes factores osteotropicos se

encuentran la interleucina (IL) la y B, el factor de necrosis tumoral (TNF) a y B,
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el factor estimulante de colonias (M-CSF), el factor estimulante de colonias de
macréfagos y granulocitos (GM-CSF),®* el ligando de osteoprotegerina
(TRANCE/RANKL/OPGL), la IL-6 e IL-11.*! Los monocitos-macréfagos sintetizan
la IL-1 y el TNF qa, potentes estimulantes de resorcion e inhibidores de
formacion dsea, promueven la resorcion /n vitro, causan pérdida de hueso e
hipercalcemia cuando se administran /7 vivo,%> ambas citocinas tienen efecto
mitogénico en los osteoclastos, e indirectamente inducen a las células del
estroma-osteoblastos la secrecion de M-CSF, GM-CSF, IL-6, IL-11 * y
TRANCE/RANKL/OPGL.®* La IL-6 aumenta la osteoclastogénesis aunque no
activa su diferenciacién,®® la deficiencia de estrégenos aumenta la IL-6 y
favorece la activacion de la resorcion dsea,® ® ® |a IL-11 es importante en la
osteoclastogénesis de manera independiente de la concentracion de estrogenos
circulantes,” en conjunto la IL-6 e IL-11 actian de forma autocrina en el
osteoblasto, estimulan sintesis de TRANCE/RANKL/OPGL y M-CSF, combinacién
implicada en la diferenciacion de los precursores de osteoclastos.® ** El
interferon (INF) y, la IL-4, IL-10, IL-13, IL-18 y el GM-CSF forman un grupo de
citocinas que inhiben la osteoclastogénesis.* ** % La IL-18, expresada por los
osteoblastos, estimula la produccidn INF y, y el GM-CSF por parte de los
linfocitos T, no obstante que representan entre el 2-3% de las células de la
médula o6sea, son capaces de inducir la diferenciacién de osteoblastos y
osteoclastos. Otras citocinas que derivan de los linfocitos T son la IL-4, IL-13,
IL-17 %y la IL-10.%°



3.9. Osteoporosis posmenopausica

La osteoporosis posmenopausica es el trastorno déseo mas comdn, es causada
por la deficiencia de estrégenos que aumenta la tasa de remodelacion con
predominio de la resorcion Osea, acelera la pérdida de hueso después de la
menopausia. El hipoestrogenismo en la mujer es el principal factor para

desarrollar osteoporosis.”® !

La pérdida de masa dsea inicia alrededor de la cuarta década de la vida en la
perimenopausia, etapa en la que se pierde entre el 5-15% de hueso; " 3
durante los primeros 5-10 afios de la posmenopausia la pérdida de hueso es
mas acelerada, posteriormente disminuye, sin que se conozcan las causas de
este cambio. Durante la posmenopausia se pierde mayor cantidad de hueso
trabécular, lo que aumenta la predisposicién a fracturas en sitios especificos del
esqueleto con elevada cantidad de este tipo de hueso, principalmente en

vértebras, la cadera y el antebrazo.*

Otros cambios que se presentan en la posmenopausia incluyen el aumento en
la concentracion de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante
(LH), mientras que la GH, el IGF-I y la calcitonina disminuyen. ”? La deficiencia
de estrogenos disminuye la absorcion de calcio en el intestino y rifién, aumenta
la secrecion de PTH que estimula la resorcion 6sea, y regula la produccion de
citocinas osteotropicas como la IL-1, IL-6 y el INF-o..”® Los marcadores de
formacién y resorcion Osea aumentan entre un 50-100% a 50-150%

respectivamente.>”



3.10. Terapia de reemplazo hormonal

El estudio de la menopausia ha alcanzado gran relevancia en la actualidad,
debido a que cada dia se conocen mejor las acciones de los estrégenos, asi
como las numerosas alteraciones que resultan de la deprivacion estrogénica. Si
se considera que la menopausia se presenta entre los 45-50 afos y que la
esperanza de vida para la mujer ha alcanzado un promedio de 75 afos,
significa que la mujer pasard cerca de la tercera parte de su vida en la
posmenopausia, en un estado de hipoestrogenismo persistente.’® Esto pone de
manifiesto la importancia de la terapia de reemplazo hormonal, para tratar de
disminuir las alteraciones somaticas, del cerebro, cardiovasculares y cambios
metabdlicos en especial la osteoporosis,”” como tratamiento preventivo de la
pérdida de hueso,’® proporcionando a la mujer una mejor calidad de vida.”

A pesar de los numerosos beneficios de la HRT, existe resistencia entre las
mujeres para aceptar el tratamiento, algunas mujeres que inician su
tratamiento pronto lo abandonan, probablemente por la falta de informacién,
ademas de los efectos indeseables como la reanudacion del sangrado menstrual
o irregularidad de este o por el temor al céncer mamario, tedricamente
relacionado con los estrégenos; son algunas de las causas de resistencia por las

cuales abandonan el tratamiento.”’

Los estrogenos que se utilizan en la terapia de reemplazo hormonal se clasifican
de acuerdo con su estructura quimica: en naturales y en estrégenos sintéticos.
Los estrégenos naturales incluyen; el estradiol (E,), la estrona (E>), el estriol
(E3),°® sus conjugados, asi como estrégenos de origen equino, siendo estos
ultimos los mas utilizados en la HRT; se obtienen de la orina de yegua prefiada
y constituyen una mezcla de E;, E; y Es, sulfato de estrona E;-SO4 ademas de
otros estrégenos.



4, MARCADORES BIOQUIMICOS DE RECAMBIO OSEO

Los marcadores bioquimicos de remodelacion o recambio 6seo, generalmente
se clasifican en: a) marcadores de formacion y b) marcadores de resorcion
Osea, que reflejan la actividad de los osteoblastos y osteoclastos
respectivamente. Para considerarse como un marcador especifico, un
compuesto tiene que relacionarse Gnicamente a la formacion o resorcion dsea,

pero no ambos procesos y ser producido de forma especifica en los huesos.

4.1. Marcadores de formacion osea

Los marcadores de formacion dsea, son productos de la actividad directa e
indirecta de los osteoblastos, durante sus distintas etapas de desarrollo, y
reflejan diferentes aspectos de su funcién en la sintesis del hueso. Todos los

marcadores de formacidon se miden en suero o plasma.

Tabla 2. Marcadores bioquimicos de formacion ésea (suero)

Fosfatasa alcalina total

Fosfatasa alcalina especifica de hueso

Osteocalcina nativa o total

Osteocalcina descarboxilada

Propéptido amino terminal de la procolagena tipo I (PINP)

Propéptido carboxi- terminal de la procolagena tipo I (PICP)




4.1.1. Fosfatasa alcalina especifica de hueso

La fosfatasa alcalina total es el pardmetro mas antiguo utilizado como marcador
6seo,” consiste en una mezcla de isoenzimas codificadas por cuatro genes;
tejido no especifico, intestino, placenta y células germinales. El gene del tejido
no especifico codifica las isoformas de hueso, higado y rifén, siendo mas
relevantes las isoformas del hueso y la hepética con diferencias que radican en
el patrén de glicosilacion postraslacional.”” ® En la circulacion en adultos sanos,
la fosfatasa alcalina 6sea o especifica de hueso constituye aproximadamente el
50%, al igual que la isoenzima hepdtica y sélo se han encontrado pequenas
cantidades de las isoformas intestinal y placentaria, esta ultima aumenta en los

primeros tres meses de embarazo.” &

La fosfatasa alcalina especifica de hueso es una glicoproteina formada por dos
subunidades idénticas, con peso molecular de 160 kDa, unida covalentemente a
la membrana de los osteoblastos,’® a través del glicofosfatidilinositol (GPI), es
liberada a la circulacion por accién de fosfolipasas especificas para GPI,
posteriormente actlia como ectoenzima in sitt.”” Su funcién no esta bien
definida, pero es importante en la formacién y mineralizaciéon del hueso,®!
hidroliza estéres de fosfato, y suministra fosfato que es depositado en la
hidroxiapatita. Tiene varias ventajas con respecto a otros marcadores de
formacion dsea: destaca su prolongada vida media, no es afectada de forma
significativa por variacion diurna, (en contraste con la osteocalcina que muestra
variacion diurna del 30%) es mas sensible a los cambios que ocurren en la
remodelacion 6sea durante la menopausia, con un aumento del 77%
comparado con el 24% de la fosfatasa alcalina total. ® Enfermedades con alto
recambio 6seo como el hiperparatiroidismo, la enfermedad de Paget y la falla
renal crénica presentan niveles aumentados, que disminuyen luego del

tratamiento con antagonistas de la resorcion 6sea.”
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4.1.2. Osteocalcina

La osteocalcina, conocida también como proteina Gla, es la mas abundante de
las proteinas no colagenas de las matriz dsea, es una proteina pequeiia de 49
aminodcidos, con peso molecular de 5,800 Da, sintetizada principalmente por
los osteoblastos y en pequefia cantidad por los odontoblastos.” La mayor
cantidad de osteocalcina sintetizada se incorpora dentro de la matriz dsea,
constituye el 15% de las no colagenas y aproximadamente entre un 10 y 30%
se libera a la circulacion, fraccién detectada por inmunoensayo.’® La funcion de
la osteocalcina no esta bien definida, pero su estructura quimica le confiere alta
afinidad para unirse a la hidroxiapatita,”’ también es importante en el
acoplamiento de la formacién y resorcién ésea.”® La caracteristica principal de
su estructura primaria es la y-carboxilacion postraslacional en los residuos 17,21
y 24 de acido glutdmico, dependiente de vitamina K. La osteocalcina en el
hueso no se encuentra completamente carboxilada, y el nivel de su forma
descarboxilada en el suero aumenta con la edad, principalmente en mujeres,
por lo cual el aumento de la forma descarboxilada es el mejor indice para medir
el riesgo de fractura.'” ”* Se ha reportado que aumenta en la fase litea y

durante los tres primeros meses del embarazo.”’

La osteocalcina es considerada marcador especifico del osteoblasto, sus niveles
en la circulacion correlacionan con la tasa de formacién, sin embargo este
péptido es una mezcla de 6 diferentes fragmentos identificados en la
circulacion;  fraccibn  aminoterminal  (1-43), carboxiterminal (44-49),
aminoterminal (1-19), parte media de la molécula (20-43), carboxiterminal (20-
49), y la molecula completa (1-49),"* que corresponde sélo el 36% de la

osteocalcina circulante, ademds de la fraccion descarboxilada.®!

La principal
desventaja que presenta este marcador es la variacion diurna, pues alcanza su
pico madximo por la noche y disminuye en la mafana, ademas de la rapida
degradacion y presencia de las distintas fracciones de osteocalcina en el suero

con diferente grado de inmunoreactividad.”’



4.1.3. Propéptidos de procolagena tipo I

Los propéptidos de la procolagena, el propéptido aminoterminal (PINP) y
carboxiterminal (PICP), son precursores derivados de la sintesis de la colagena
tipo 1,° la procoldgena es secretada al espacio extracelular donde tiene
modificaciones postraduccionales que incluyen la degradacion de ambos
propéptidos, amino y carboxiterminal por accion de amino y carboxiproteasas,
mismos que son liberados a la circulaciéon durante el proceso de conversion de
procolagena a coladgena.® Estos fragmentos son medibles por inmunoensayos y

se utilizan como marcadores de formacion dsea.

El PINP es un pequefio polipéptido con peso molecular de 70 kDa, con elevada
cantidad de prolina e hidroxiprolina, es eliminado de la circulacién por
receptores para desechos de las células endoteliales. El PICP pesa 115 kDa,
tiene enlaces disulfuro que le proporcionan estabilidad a la molécula, y de la
circulacion es capturada por receptores de manosa de las células endoteliales
del higado.®*

El PINP es mas sensible que el PICP, se ha encontrado aumentada en la
circulacion durante el crecimiento acelerado de la pubertad, la menopausia y la
enfermedad de Paget’s, con valores significativamente mayores que el PICP y
también se ha comprobado su disminucion después de la terapia de reemplazo
hormonal (HRT) un 40% del PINP comparado con el 20% de PICP.”
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4.2, Marcadores de resorcion osea

La mayoria de los marcadores de resorcion dsea, son productos de la
degradacién de la colagena madura del hueso, excepto la fosfatasa acida
resistente al tartrato (TRACP).

__ Tabla 3. Marcadores bioquimicos de resorcién ésea

Orina

Hidroxiprolina

Deoxipiridinolina

Piridinolina

Galactosilhidroxilisina

Glucosilhidroxilisina

Telopéptidos amino-terminal de colagena tipo I

Telopéptidos carboxi-terminal de colagena tipo I

Suero

Fosfatasa alcalina resistente al tartrato
Telopéptidos carboxi-terminal de colagena tipo I




4.2.1. Hidroxiprolina

La excrecion de hidroxiprolina en la orina ha sido la medida del indice de
recambio ¢seo mas utilizado, a pesar de tener varias desventajas.®’ La
hidroxiprolina se forma por la hidroxilacion postraduccional de la prolina,
constituye aproximadamente el 12-14% del total de aminoécidos que contiene
la colagena madura del hueso. El 90% de hidroxiprolina es liberada a la
circulacion durante la degradacion de la colagena, sin que sea reincorporada a
la sintesis de nueva colagena, es metabolizada en el higado y posteriormente
excretada en la orina, donde se encuentra en dos formas; libre y unida a
péptidos.®!

La hidroxiprolina es un marcador de resorcion dsea poco especifico, tiene varias
desventajas: a) parte de la hidroxiprolina excretada en la orina deriva de
fuentes no oseas; b) es absorbida en la dieta principalmente de la carne y las
gelatinas por lo cual deben ser restringidos estos alimentos 2-3 dias antes de la
recolecta de muestras de orina; c) proviene de la fraccién C1q del complemento

y la elastina,”® &

por lo que esta siendo sustituida por nuevos inmunoensayos.

La excrecion de la hidroxiprolina muestra ritmo circadiano, alcanza su pico
maximo después de la media noche, por lo cual se recomienda recolectar
muestras de orina de 24 horas para ser estandarizadas y obtener los valores de

este marcador.”’



4.2.2. Fosfatasa acida resistente al tartrato

Las fosfatasa 4cida constituye un grupo de 5 isoenzimas, que son inhibidas por
el tartrato, a excepcion de la secretada por los osteoclastos, de aqui el nombre
de este marcador.®’ La fosfatasa 4cida resistente al tartrato es expresada en
varios tejidos y células que incluyen el hueso, plaquetas, eritrocitos,
macrofagos, la prostata y el bazo. Es posible distinguir las diferentes isoenzimas
a través de la movilidad electroforética en gel de poliacrilamida. Mediante esta
técnica se encontraron dos subisoformas de la fosfatasa dcida resistente al
tartrato la 5a y la 5b, esta (ltima ha mostrado ser especifica de los
osteoclastos. Sin embargo la funcion exacta de este marcador de resorcion dsea
no esta bien definida.”” ® Los inconvenientes para la medicién rutinaria son su
gran inestabilidad térmica, ademas que la hemdlisis de eritrocitos en los sueros
interfiere y eleva los niveles de la fosfatasa &cida resistente al tartrato de forma

importante.®
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4.2.3. Glicosidos de hidroxilisina

Los glicésidos de hidroxilisina se forman durante la glicosilacilacion de la
hidroxilisina e hidroxiprolina, en la etapa la sintesis de la coldgena tipo I se
incorporan dentro de la matriz del hueso, y existen en dos formas:
galactosilhidroxilisina (Gal-Hyl) y la glucosilhidroxilisina (Glc-Gal-Hyl). Ambos
compuestos son liberados a la circulacion durante la degradacion de la
colagena, y excretados en la orina. La ventaja de las formas glicosiladas de la
hidroxilisina sobre la hidroxiprolina como marcador de resorcion ésea, radica en
que no son metabolizadas, y los alimentos que se ingieren en la dieta no

aumentan los niveles de ambas formas glicosiladas.®!

La Glc-Gal-Hyl esta presente en la colagena de la piel y en la fraccién C 1q del
complemento, mientras la Gal-Hyl, tiene mayor especifidad, ya que deriva
exclusivamente de la degradacion de la coladgena tipo I del hueso, &' se
incrementa con la edad, por lo cual se utiliza como marcador de resorcion dsea
en la osteoporosis, aunque son escasos estos datos.*® Existe un estudio
realizado en mujeres menopausicas con terapia de reemplazo hormonal (HRT),
en el que la Gal-Hyl no disminuye, por lo cual se requiere de mayor evaluacion

para ser considerado un marcador confiable de resorcién ésea.”

\ZT.
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4.2.4. Enlaces de piridinolina

Los enlaces de piridinolina de la coldgena tipo I, estan formados de
deoxipiridinolina (DPD) y piridinolina (PYR),** también denominados

27, 87, 88 ga forman

lisilpiridinolina e hidroxilisilpiridinolina respectivamente,
durante la maduracion extracelular de las fibras de coldgena.*® La
deoxipiridinolina deriva de dos residuos de hidroxilisina y uno de lisina, la
piridinolina contiene tres residuos de hidroxilisina.”” La PYR se ha encontrado en
cartilago, hueso, vasos sanguineos, ligamentos y tendones, la DPD esta
restringida a la coldgena del hueso.” La tasa de liberacion de PYR y DPD del

hueso es aproximadamente de 3:1 respectivamente,'?

aunque la DPD se
encuentra en pequefia cantidad es mas especifica y confiable como marcador

de resorcién 6sea.*

Durante la resorcion del hueso, los enlaces de piridinolina de la colagena tipo I,
son degradados, y los componentes que forman este tipo de enlace son
liberados a la circulacién y excretados en la orina. La degradacion de la
coldgena tipo I recién formada no afecta los niveles de DPD y PYR, pues los
enlaces de piridinolina reflejan de forma especifica la degradacion de las fibras
de colagena tipo I maduras, ademas los alimentos que se adquieren en la dieta

no afectan la concentracién de los mismos en contraste con la hidroxiprolina.®!

Los enlaces de piridinolina excretados en la orina, se transportan en sus formas
libres (PYR y DPD) y unidos a péptidos provenientes de las regiones amino y
carboxiterminal o telopeptidicas de la coldgena; en adultos las formas libres se
encuentran aproximadamente entre el 40-50% y unida a péptidos entre un 50-
60%."
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4.2.5. Telopéptidos unidos a enlaces piriolina de la colagena tipo I

Durante el proceso de resorcion 6sea, productos de la degradacion de la
colagena tipo I, como los fragmentos amino y carboxi-terminal son liberados
unidos a enlaces de piridinolina; estos fragmentos se denominan N- telopéptido
(NTX) y C- telopéptido (CTX)."> Ambos fragmentos derivan exclusivamente de
la degradacion de las fibras de coldgena madura del hueso, excretados en la

orina.®®

El NTX se mide por inmunoensayo empleando anticuerpos que reconocen la
secuencia glicina-valina-glicina-lisina-glicina-acido aspartico-tirosina-glutamina
(GVGKGDYQ) de la cadena a2 de la colagena, en donde K contiene un enlace
de piridinolina, sin embargo el anticuerpo reacciona con varios componentes de
la misma secuencia peptidica y la presencia de este tipo de enlace no es
esencial para que exista reactividad.? * El NTX se considera uno de los
marcadores de resorcién dsea con mayor especificidad y utilidad, su

concentracién disminuye con la HRT.?

Para cuantificar el telopéptido carboxiterminal se han desarrollado tres tipos de
inmunoensayos: el primero reconoce un framento de esta region, previamente
tratada con metaloproteinasas (CTX-MMP), denominado también telopéptido
carboxiterminal unido a enlaces piriolina de la coldgena tipo I (ICTP).”* EI ICTP,
fragmento de 9 KDa, es liberado al espacio extracelular durante la resorcién de
la coldgena madura del hueso.” El determinante antigénico del ICTP detectable
en el suero requiere enlaces piridinolina, que incluyen dos dominios con elevada
cantidad de fenilalanina de las dos cadenas al que constituyen la colagena,
localizada en los residuos derivados de lisina o piridinolina entre el triple
dominio helicoidal.” El ICTP es sensible para detectar resorcién dsea, mielomas
maltiples, enfermedades metastéasicas, y otros procesos que involucran la
degradacion de la coldgena tipo 1,*' sin embargo algunos investigadores no lo
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consideran un marcador especifico de resorcion 6sea,** pero si como marcador
de recambio dseo, ya que los niveles de ICTP en mujeres menopausicas con
HRT no disminuyen.’?

El segundo tipo de inmunoensayo del telopéptido carboxiterminal (CTX) en
orina, emplea anticuerpos que reconocen un octapéptido de la cadena a1, de la
colagena Alanina-Histidina- acido aspartico- B-Glicina- Glicina-Arginina (AHD-B-
GGR) conjunto de aminoacidos que derivan de la colagena y se encuentran en
la orina, se considera marcador especifico de resorcién 6sea,’® que disminuye
después de la HRT.8! Recientemente se ha desarrollado el tercer tipo de
inmunoensayo para medir en suero el CTX.*?



5. PROTOCOLO DE INVESTIGACION

5.1, Planteamiento del problema

No se conoce con exactitud cual es la utilidad de los marcadores bioquimicos de
remodelacion dsea en la determinacion del grado de osteoporosis durante la
posmenopausia. El presente proyecto se disefio para estudiar la relacion que
existe entre los marcadores bioquimicos de remodelacién désea en mujeres
posmenopausicas y su respuesta a la terapia de reemplazo hormonal (HRT).

5.2. Justificacion

El nimero de mujeres con osteoporosis se ha incrementado considerablemente,
al igual que el numero de fracturas, muchas de ellas suelen acarrear graves
limitaciones funcionales, deterioro en la calidad de vida con un costo elevado
por el tipo de atencion que necesitan. Esto hace prioritario encontrar
alternativas diagndsticas mas eficientes que determinen la pérdida de hueso
por lo cual los marcadores bioquimicos de remodelacion dsea tienen cada vez
mayor aceptacion como indicadores confiables en el seguimiento de la terapia
hormonal de reemplazo.

5.3. Hipotesis

Durante la posmenopausia los niveles de estrégenos disminuyen, asi como GH
e IGF-1 lo que aumenta la resorcion 6sea, asi como las concentraciones de los
marcadores de remodelacion dsea, por lo cual el metabolismo negativo del
hueso en la posmenopausia aumenta y se revierte con la terapia de reemplazo

hormonal.
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5.4. Objetivos

1.- Determinar los marcadores bioquimicos de recambio 6seo en mujeres
posmenopausicas antes y después de administrar tratamiento de reemplazo
hormonal (HRT).

2. Establecer la relacion entre los niveles de los marcadores de remodelacion

oOsea, con los niveles de Estradiol, GH, IGF-1.

5.5. Diseiio del destudio

El estudid realizado es de tipo prospectivo, longitudinal, observacional y

comparativo.

5.6. Variables

Variable dependiente: Marcadores de remodelacion désea: osteocalcina (OC),
fosfatasa alcalina especifica de hueso (BSAP), Deoxipiridinolina (DPD),

telopéptido C-terminal de la colagena (ICTP).

Variable independiente: Terapia de reemplazo hormonal (HRT).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material clinico

El estudio se realizé con 53 mujeres que fueron clasificadas en 3 grupos:

GRUPOQ I:. Mujeres jovenes 30-39 afos (Testigo) (n=20)

GRUPO 1I: Mujeres posmenopausicas sin HRT (Basal) de 50 a 62 afios (n=22).

GRUPOQ III: Mujeres posmenopausicas de 50 a 62 afos, tratadas con 0.625 mg
de estrogenos conjugados (HRT), (n=11).

6.2. Criterios de inclusion

Las mujeres jovenes, con ciclos menstruales regulares ovulatorios y niveles
hormonales normales. En el caso de las mujeres posmenopausicas se
incluyeron aquellas con niveles elevados de FSH (< de 50 mUI/mL) y estradiol
bajo (> a 30 pg/mL).

6.3. Criterios de exclusion

Se excluyeron pacientes con enfermedades de origen renal y hepatico, diabetes
mellitus, con riesgo de cancer mamario, trastornos endocrinos, y aquellas con
alguna contraindicacion para recibir estrégenos, asi como alteraciones

menstruales en el caso de las mujeres jovenes.
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6.4. Toma de muestras

En un horario de 7:00 a 8:00 h se tomaron a todas las mujeres muestras de 20
mL de sangre venosa, con ayuno de 10 horas. Cabe sefialar que la toma de
muestra en las mujeres jovenes, se realizd a la mitad del ciclo menstrual} a
diferencia de las mujeres posmenopausicas en las que la muestra se tomo
antes y después de 3 meses de tratamiento. El suero fue separado por
centrifugacion a 4°C a 1500 rpm durante 10 minutos. Los sueros fueron
fraccionados y congelados de inmediato a —35° C hasta el momento de realizar
las determinaciones hormonales y de los marcadores de remodelacion dsea. En
el caso de la osteocalcina se requiere una muestra de plasma, para lo cual
parte de la sangre se colectd en un tubo con heparina que después de agitarse
fue sumergido en hielo. El plasma obtenido se congelé a —35 °C hasta el
momento de su determinacion. Para el ensayo de la deoxipiridinolina se utilizé
una muestra de la primera orina de la mafnana que también se congeld a — 35

°C hasta el momento de la medicion.



7. TECNICAS ANALITICAS

Para las determinaciones hormonales y de los marcadores de recambio dseo se
utilizaron diferentes métodos denominados inmunoensayos, que se basan en
una reaccién antigeno (Ag) anticuerpo (Ab) en la cual para cuantificar la
reaccion, cambia unicamente el marcador empleado; radioisétopo (RIA),
enzima (ELISA), quimioluminiscencia (QLA). Se utilizaron los inmunoensayos
debido a su alta especificidad, sensibilidad, reproducibilidad, y precision,
dificilmente alcanzada por otras técnicas. Cabe sefialar que los diferentes
ensayos se realizaron con estuches comerciales de acuerdo al protocolo
proporcionado por los respectivos fabricantes.

7.1, Quimioluminiscencia (QLA)

Las determinaciones de FSH, GH, LH, Deoxipiridinolina y Osteocalcina, se
realizaron por quimioluminiscencia en el inmunoanalizador automatizado
Immulite de Diagnostics Products Corporation (Los Angeles, CA., U.S.A.),

empleando estuches comerciales de la misma marca.

La quimioluminiscencia es el fendmeno en el cual se obtiene energia luminosa a
partir de una reaccion quimica. En las determinaciones realizadas la reaccién
se lleva a cabo entre la fosfatasa alcalina y el sustrato Dioxetano-PQa4, sustancia
organica con caracteristicas luminiscentes cuando se encuentra en un estado

electrénicamente excitado.”

Los ensayos quimioluminiscentes son de dos tipos: competitivos o©
inmunométricos. El ensayo competitivo se lleva a cabo entre el marcador dseo

a medir en el suero que compite con un marcador 6seo marcado con fosfatasa
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alcalina, por los sitios de fijacion a su anticuerpo especifico unido a una fase
solida. Después de llevarse a cabo la reaccion inmunoldgica queda incorporada
la enzima al complejo Ag-Ab en la fase solida por lo que al adicionar el
Dioxetano-PO4 se lleva a cabo la degradacion del mismo emitiendo luz.(Fig.7)
En este inmunoensayo la cantidad de luz emitida es inversamente proporcional
a la concentracién del analito presente en la muestra. Mediante esta técnica se
cuantificé la Deoxipiridinolina.

ocC l Fosfatasa OCH
alcalma
-—b LUZ

OPO; HPO“

Figura 6. Reaccion por QLA.

En el analisis inmunomeétrico la hormona o marcador 6seo a medir se fija a un
anticuerpo especifico que esta unido a una fase sélida y después a un segundo
anticuerpo también dirigido al analito marcado con la fosfatasa alcalina.
Posteriormente al adicionar el Dioxetano-PQOa se lleva a cabo la degradacion del
mismo emitiendo luz. La cantidad de luz emitida es directamente proporcional a
la cantidad de hormona o marcador 6seo a medir. Las determinaciones

realizadas mediante este analisis fueron: FSH, GH, LH, y osteocalcina

Sensibilidad Precision
Limite de deteccidon  intraensayo CV interensayo
LH 0.7 mIU/mL 57 9.6
FSH 0.1 mIU/mL 6.4 7:5
GH 0.03 ng/mL 59 5.8
Deoxipiridinolina 4.4 nM 9.7 9.7
Osteocalcina 0.1 ng/mL 3.2 4.7

Tabla 4.- Control de calidad de las determinaciones por QLA.
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7.2. Radioinmunoanalisis (RIA)

Se cuantificaron estradiol y telopeptido carboxi-terminal tipo I unido a enlaces
piridinolina (ICTP) por radioinmunoanalisis. El estradiol se determiné por RIA de
fase solida empleando estuches comerciales de Diagnostics Products
Corporation (Los Angeles, CA., U.S.A.). El ICTP se determind por RIA de doble
anticuerpo utilizando estuches comerciales de (DiaSorin Stillwater, MN., U.S.A.).

El Radioinmunoanalisis RIA emplea moléculas marcadas con radioisotopos que
permiten medir cantidades extremadamente pequefias de antigenos,
anticuerpos y complejos antigeno- anticuerpo. La concentracién de las
moléculas marcadas esta determinada por la medicién de la radiactividad mas
que por analisis quimico, que hace la deteccién y sensibilidad se incremente
varios ordenes de magnitud. El desarrollo de este método analitico altamente
sensible tiene una amplia gama de aplicaciones en la cuantificacion de
hormonas, y deteccién de numerosas sustancias de importancia bioldgica,*
razon por cual Solomon A. Berson y Rosalyn S.Yallow recibieron el premio nobel
por cuantificar por primera vez la insulina humana, utilizando anticuerpos anti-

insulina humana.”’

El principio del RIA se basa en la elevada especificidad y afinidad de los
anticuerpos por la hormona a medir, que se mezclan en pequefa cantidad con
el liquido que contiene la hormona a determinar, y una cantidad apropiada de
hormona radiactiva. Por lo tanto la hormona natural y la hormona marcada
compiten por los sitios de union sobre el anticuerpo. Después de alcanzar el
equilibrio de esta reaccion, el complejo antigeno-anticuerpo se aisla del resto de
la solucion y, mediante técnicas de recuento radiactivo se cuantifica la
radiactividad *® (Figura 8). La cantidad de radiactividad emitida es inversamente
proporcional a la concentracion de la hormona contenida en la muestra. A la

vez se prepara una curva estandar que relaciona el grado de unién de la
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hormona marcada al anticuerpo en funcidén de la concentracion de la hormona
en los estandares de concentracion conocida. La concentracion de la hormona

en las muestras se obtiene al relacionar el porcentaje de union de la hormona

0 W0

Antigeno No Marcado Antigeno Marcado

marcada. (Figura 9).

Incubacion

Complejos Ag-Ab

Sistema de separacién

D\

& X0

Fraccion unida Fraccion libre

Figura 8. Reaccion general del RIA.

En el RIA de fase sdlida una cantidad determinada de anticuerpo se encuentra
adherido a la superficie del tubo. El anticuerpo inmovilizado se unird a una
cantidad finita del antigeno marcado radiactivamente que se ha ahadido.
Cuanto antigeno marcado presente en la muestra y del antigeno unido,
dependera de la concentracién del antigeno y de la afinidad del anticuerpo.”
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Otra variante del radioinmunoanalisis es el denominado de doble anticuerpo en
este tipo de ensayo a diferencia del IRMA, el sequndo anticuerpo se une al

primer anticuerpo, para la precipitaciéon del complejo antigeno-anticuerpo.

Sensibilidad Precision
Limite de deteccion CV intraensayo CV interensayo
Estradiol 8 pg/mL 53 6.4
ICTP 0.5g/L 4.8 4.7

Tabla 5.- Control de calidad de las determinaciones por RIA.
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CcT 31836 31815 31825
Bk 28.1 27.1 27.6
St cpm Conc cpm(X)
1 16316 15580 1 15948
2 14901 14796 10 14848
3 13508 13429 20 13469
4 11269 11121 50 11195
5 7752 7867 150 7810
6 5700 5510 250 5605
7 4237 4020 500 4128
18000
15000
12000
g 9000
6000
3000
0 T \
0 200 600

Estradiol {(pg/mL)

Figura 9. Representacion de la curva de calibracion de estradiol, por RIA.
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7.3. Analisis inmunoradiométrico (IRMA)

El analisis inmunoradiometrico es un ensayo no competitivo, en el que el analito
problema es atrapado entre dos anticuerpos, formando un complejo tipo
“emparedado”. El primer anticuerpo se encuentra inmovilizado en la pared
interna de los tubos en donde se lleva a cabo Ia reaccion y se une al antigeno
presente en la muestra; el sequndo anticuerpo que lleva la marca radiactiva se
une al antigeno unido a la fase sélida. La cantidad de radiactividad unida en los
tubos es directamente proporcional a la concentracién de la hormona contenida
en la muestra.'® El uso de dos anticuerpos generalmente monoclonales eleva
de manera notable la especificidad y en gran medida reduce las interferencias
de fondo, por lo cual, mejora la sensibilidad de la medicién. Mediante esta
técnica se cuantificd el IGF-I, empleando estuches de Diagnostics Systems
Laboratories (Texas, U.S.A). La curva de calibracion de IGF-I se representa en
la (figura 10).

Sensibilidad Precision
Limite de deteccion CV intraensayo CV interensayo
IGF-1 0.8 ng/mL 2.6 4.4

Tabla 7.- Control de calidad de las determinaciones por IRMA,



45

Sistema inmunoradiométrico

Tubos cpm conc.(ng/mL) cpm X
CcT 158803 154552
Bk 166 178 172
ST1 1300 1419 0 1360
2 1856 1858 45 1857
3 4939 4910 16 4924
4 16530 16786 65 16658
5 38221 33071 200 35646
6 63240 63248 400 63244
7 94913 93585 600 94249
100000 - r=0.99
60000 A
= 0000 -
o
O 40000 A
20000 A

T T T 1

0 200 400 BOD 800
IGF-l {ng/mL)

Figura 10. Curva de calibracién del factor de crecimiento insulinoide (IGF-

I).por el método inmunoradiométrico.
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7.4. Analisis enzimatico inmunoabsorbente (ELISA)

El andlisis inmunoabsorbente ELISA se realizd para la cuantificacion de
fosfatasa alcalina especifica de hueso, utilizando estuches comerciales de Metra

Biosystems (Mountain View, CA. U.S.A.).

Este inmunoensayo utiliza microplacas cubiertas de anticuerpos, que fijan al
antigeno (fosfatasa alcalina especifica de hueso), posteriormente al agregarse
el sustrato especifico (p-nitro-fenil fosfato), se une covalentemente a la enzima,
que convierte el sustrato incoloro en un producto con color, que se cuantifica
fotométricamente.”” La concentracion de fosfatasa alcalina especifica de hueso
se obtiene interpolando la lectura de la densidad dptica (DO) de los problemas
en la curva de calibracion que se elabora con cinco diferentes concentraciones
de fosfatasa alcalina especifica de hueso.

Sensibilidad Precision
Limite de deteccion CV intraensayo CV interensayo
BSAP 0.7 UL 5.0 59

Tabla 8.- Control de calidad de las determinaciones por ELISA.
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Inmunoensayo de fosfatasa alcalina especifica de hueso

Tubos Absorbancia (405 nm) DO-NSB
ST conc 0 (Bo) 0.162 0.161
(u/L)
2 0.186 0.186
20 0.583 0.577
50 1.212 1.161
80 1.924 1.733
140 3.019 2.975

= r=0.997
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Fosfatasa alcalina especifica de hueso

(UIL)

Figura 11. Curva de calibracion de fosfatasa alcalina especifica de hueso por ELISA.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los valores obtenidos se expresan como la media + desviacion estandar
(M £ DE) de los resultados. Las diferencias entre las concentraciones
hormonales antes (basal) y después de la HRT se establecieron mediante
analisis de varianza simple (ANOVA) a un nivel de significancia de 0.05 y las
diferencias entre el grupos; basal, testigo y con HRT se determinaron mediante
la prueba post- hoc de Tukey, para lo cual se utilizé el paquete SPSS 10.
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9. RESULTADOS

9.1. Estudio hormonal

Los niveles séricos de estradiol disminuyen notablemente en la menopausia (p<
0.001), pero con la terapia de reemplazo hormonal (HRT) se restituyen las
concentraciones a niveles similares un poco mas elevadas que los observados
en las mujeres jovenes del grupo testigo (Figura 12). Los valores del grupo de
mujeres menopausicas (basal) comparados con la concentracion del grupo con

HRT presentaron diferencias significativas (p< 0.05).

De manera similar la concentracion de GH (Figura 13) se encontré disminuida
en la menopausia (basal), pero con la HRT aumento su concentracién a un nivel
mayor que el del grupo testigo y la diferencia con este grupo es significativa (p
< 0.05) debiendo resaltarse que el incremento de GH en respuesta a la terapia
de reemplazo hormonal fue muy importante y la diferencia entre los grupos
basal vs HRT fue altamente significativa (p < 0.001).

La concentracion sérica del factor de crecimiento insulinoide tipo I (IGF-I) que
se muestra en la Figura 14 disminuy¢ significativamente (p< 0.05) en el grupo
de mujeres menopausicas (basal), y aumenté con el tratamiento a cifras
ligeramente menores que las de las mujeres del grupo testigo, la diferencia
entre estos dos grupos no es significativa. Sin embargo el efecto de la HRT

sobre los niveles de IGF-I (basal vs HRT) si es significativo (p< 0.05).

Los niveles séricos de LH y FSH que se presentan en la Figura 15 muestran
que en las mujeres menopdusicas (basal), ambas gonadotropinas se
encuentran muy elevadas, en comparacion con los niveles del grupo testigo (p
< 0.001) disminuyendo significativamente (p < 0.001) con la HRT. No obstante
lo anterior los niveles de gonadotropinas en el grupo con HRT son mayores que
los del grupo testigo (p < 0.05).
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La tabla 8 muestra la concentracion (M = DE) de estas 5 hormonas en las
mujeres del grupo testigo y en las mujeres menopausicas antes (basal) y

después del tratamiento (HRT) para su comparacion.
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** P<0.05 1
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Figura 12. Concentraciones séricas de estradiol en los diferentes grupos de
estudio. Se observan en la gréfica las diferencias significativas (p < 0.001)
entre los grupos testigo vs basal y basal vs HRT.

l *% p< .05 —l

51 * P< 0,001
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Figura 13. Concentraciones séricas de GH. Se observa en la grdfica la
diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos testigo vs basal y testigo vs
HRT. Sin embargo la significancia entre los grupo basal vs HRT es doblemente

significativa (p < 0.001).
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Figura 14. Niveles séricos del IGF-I1. Se observa en la gréfica la disminucion
caracteristica de IGF-I en la menopausia (basal), no obstante su aumentd con
la HRT. La diferencia significativa (p< 0.05) entre los grupos testigo vs basal y
basal vs HRT.
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Figura 15. Niveles séricos de LH y FSH. Se observa en la grafica la elevacion

caracteristica de LH y FSH en la menopausia (basal), asi como su disminucién

en repuesta a la HRT. La diferencia es significativa (p < 0.001) entre los grupos

testigo vs basal y basal vs HRT y una p < 0.05 para los grupos testigo vs HRT

para ambas hormonas.
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MENOPAUSIA
HORMONA G. TESTIGO G. BASAL G. HRT

LH (mUI/mL) 11.6 + 8.7 67.7 + 10.7 23.3 + 134
FSH (mUI/mL) 6.9+ 52 67.4 + 19.9 215+ 16.5
E2 (pg/mL) 147 + 35.4 11.5+6.7 154.6 + 79.7
GH (ng/mL) 172 + 1.4 0.5+ 0.6 29+ 1.1
IGF-I (ng/mL) 202.7 £ 153 119 + 46.0 158.6 + 41.6

Tabla 8. Concentraciones hormonales en los tres grupos de mujeres: basal,
testigo y HRT con sus respectivas M = DE.
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9.2. Marcadores bioquimicos de remodelacion 6sea

Las concentraciones de osteocalcina (Figura 16) en el grupo de mujeres
menopausicas sin tratamiento (basal), fueron significativamente mayores que
las del grupo testigo (mujeres jovenes) y disminuyeron con la terapia de
reemplazo hormonal (HRT) a valores similares no estadisticamente diferentes
de los del grupo testigo. En cambio las diferencias son altamente significativas
(p < 0.001) entre los grupos testigo vs basal y basal vs. HRT

De igual manera la fosfatasa alcalina especifica de hueso (BSAP) se encontrd
elevada en el grupo de menopausia (basal) en comparacion del grupo testigo (p
< 0.05), disminuyendo con la HRT; sin embargo, entre los niveles de BSAP
antes y después del tratamiento la diferencia no es significativa(Figura 17).

Las concentraciones de deoxipiridinolina (DPD) que se muestran en la figura 18
no presentaron cambios importantes a la menopausia (basal) en comparacion
con los valores del grupo testigo; no obstante disminuyeron significativamente
con 1a HRT (p < 0.001), y la diferencia entre los grupos testigo vs HRT también
es significativa (p < 0.001).

Los niveles séricos del telopétido C- terminal de la colagena tipo I (ICTP) fueron
muy similares en el grupo testigo y en las mujeres menopdusicas (basal) como
se observa en la Figura 19; como resultado de la HRT solo disminuyeron
ligeramente, sin diferencias significativas entre los valores de los tres grupos.

La tabla 9 presenta las concentraciones (M = DE) de los 4 marcadores de
recambio 6seo en el grupo testigo y en las mujeres menpdusicas antes (basal)
y después del tratamiento (HRT).
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Figura 16. Concentraciones séricas de osteocalcina. En la grafica se observan

diferencias significativas (p < 0.001) entre los grupos testigo vs basal y basal vs
HRT.
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Figura 17. Niveles séricos de fosfatasa alcalina especifica de hueso. Entre los
diferentes grupos de estudio solo se observa diferencia significativa (p< 0.05)
entre los grupos testigo vs basal.
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Figura 18. Concentraciones de deoxipiridinolina en orina. Se observa diferencia
significativa (p < 0.001) entre los grupos: testigo vs HRT y basal vs HRT.
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Figura 19. Niveles séricos del telopeptido C-terminal de la colagena tipo 1. En
esta grafica no se observan diferencias significativas entre los grupos de

estudio.
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MENOPAUSIA
MARCADOR OSEO G. TESTIGO G. BASAL G. HRT
oC 31 £ 1.1 103+ 5.3 46 = 14
BSAP 195+ 6.6 25 T7& 73 203+ 7.6
DPD Zd£ 10 70+ 16 48 £ 1.5
ICTP 2.7+ 0.6 2% 07 23+ 1.0

Tabla 9. Concentraciones de los marcadores de remodelacion dsea en los tres
grupos de mujeres: testigo, basal y HRT con sus respectivas M + DE.
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9.3. Correlaciones entre los marcadores de recambio 6seo y el

estradiol.

El estudio de la regresion lineal mostré (Figura 20) que la OC tiene una relacion
lineal negativa (r= -0.64) altamente significativa (p< 0.001) con los niveles de
E; . La Figura 21 a su vez representa la relacion lineal negativa entre los
niveles de BSAP y E; (r= -0.33) que aunque también significativa (p< 0.05) fue
menor que en el caso la OC (Figura 22) se observd que cuando solo se
consideran los valores obtenidos en las mujeres menopausicas la relacion lineal

negativa es mayor (r= -0.47).

El estudio de correlacion entre los niveles de DPD y E; mostraron una baja
relacién lineal negativa (r= -0.24) no significativa (Figura 23), sin embargo en
las mujeres menopausicas con niveles bajos de E, (Figura 24) esta relacion fue
mayor (r= -0.54) y altamente significativa (p< 0.001). La figura 25 representa
los resultados del estudio de la regresion lineal de ICTP con E; que como

puede verse no muestran una relacién importante.
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Figura 20. Correlacion entre los niveles de osteocalcina con estradiol. Se
observan niveles elevados de la osteocalcina a bajas concentraciones de

estradiol.
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Figura 21. Correlacion de los niveles séricos de fosfatasa alcalina especifica de
hueso y estradiol. Se observa que los niveles de fosfatasa alcalina especifica de

hueso disminuyen al aumentar la concentracién de estradiol.
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Figura 22. Correlacion de los niveles séricos de estradiol y fosfatasa alcalina
especifica de hueso en la menopausia. Se observa que al disminuir la
concentracion de estradiol, aumenta los niveles de la fosfatasa alcalina
especifica de hueso.
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Figura 23. Correlacion de los niveles de deoxipiridinolina y estradiol. Se

observa una baja relacion lineal negativa que no es significativa.
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Figura 24. Correlacién de los niveles séricos de estradiol vs deoxipiridinolina
del grupo de mujeres menopausicas (basal). Se observa una relacion lineal
negativa por lo que la disminucion de la concentracion de estradiol aumenta los
niveles de deoxipiridinolina.
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Figura 25. El estudio entre el telopéptido C-terminal de la colagena tipo Iy el

estradiol no muestra relacion.
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9.4. Correlaciones entre los marcadores de recambio 6seo y la GH.

El estudio de la regresion lineal mostré (Figura 26) que la OC tiene una relacion
lineal negativa significativa (r= -0.35, p< 0.05) con los niveles de GH. En la
figura 27 se observa como los niveles séricos de BSAP y GH también tienen una

relacion lineal negativa significativa (r= -0.33, p< 0.05).

De igual manera la correlaciéon entre los niveles de DPD y GH que se
representan en la Figura 28 muestran una relacion lineal negativa (r= -0.31, p<
0.05), que fue mayor (r= -0.43) al analizar sélo los valores de las mujeres
menopausicas. (Figura 29) En cambio la figura 30 muestra como entre el ICTP
y GH no existe relacién (r= 0.07)
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Figura 26. Correlacion de la osteocalcina y GH. Se observa una relacion lineal
negativa, y el aumento en la concentracion de GH disminuye los niveles de

osteocalcina.
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Figura 27. Correlacion de los niveles séricos de la fosfatasa alcalina especifica
de hueso y GH. Se observa que la disminucion concentracion de la fosfatasa
alcalina especifica de hueso, esta regulada por el aumento en la concentracién
de GH.
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Figura 28. Correlacion de los niveles de deoxipiridinolina y GH. Se observa una
relacion lineal negativa, ademas de que la concentracion de DPD disminuye por

el aumento de GH vy viceversa.
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Figura 29. Correlacion de los niveles de GH y deoxipiridinolina en el grupo de
mujeres menopausias (grupo basal). Se observa una marcada relacion entre la
deoxipiridinolina y la GH, ya que la elevada concentracion de deoxipiridinolina

disminuye con el aumento de GH y viceversa.
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Figura 30. Estudio de correlacion entre los niveles del telopéptido C-terminal
de la colagena tipo I y GH. No se observa ninguna correlacion entre ellos.
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9.5. Correlacion entre los niveles de los marcadores de recambio 6seo

y la concentracion del IGF-1.

El estudio de la regresion lineal en la Figura 31 muestra que la OC tiene una
baja relacion lineal negativa (r= -0.20) no significativa con los niveles de IGF-1.
De manera similar entre los niveles de BSAP y el IGF-I el coeficiente de
correlacion fue también muy bajo (r= -0.23) (Figura 32), asi como entre DPD y
el IGF-I una (r= -0.25). En cambio en el caso del telopéptido C- terminal de la
colagena tipo I el estudio de la regresion lineal con IGF-I que se muestra en la
figura 34 tiene un coeficiente de correlacién mayor (r= -0.32) y es significativo
(p< 0.05).
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Figura 31. Correlacién entre las concentraciones séricas de la osteocalcina y el
IGF-1.
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Figura 32. Correlacion entre los niveles séricos de la fosfatasa alcalina

especifica de hueso y el IGF-1.
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Figura 33. Correlacion entre los niveles séricos de la deoxipiridinolina y el IGF-
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Figura 34.- Correlacion entre las concentraciones séricas del telopéptido C-

terminal de la colagena tipo 1 y el IGF-1.
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10. DISCUSION

La osteoporosis posmenopausica es el trastorno 6seo mas comin, siendo la
deficiencia de estrégenos el principal factor de riesgo identificado para
desarrollar osteoporosis,”®’" también esta determinada por factores genéticos,
hormonales, mecanicos y nutricionales.>® La pérdida de hueso inicia en la

72,73

perimenopausia, y durante la posmenopausia es mas acelerada,

posteriormente disminuye sin que se conozcan aun las causas de este cambio.*

Los resultados del estudio hormonal, realizados estan de acuerdo con estudios
previos que muestran la disminucion de E; y la elevacién de las gonadotropinas
en la menopausia; ambos cambios no suceden de forma brusca sino progresiva,
alcanzando su menor y mayor concentracion respectivamente en la
posmenopausia.”” La elevacion de FSH y LH es una consecuencia de la falla en

los mecanismos de retroalimentacion,'® 1%

pues ademas de disminuir la
concentracién de estradiol, el ovario posmenopausico sintetiza y secreta cada
vez menos inhibina, glucoproteina que también inhibe la secrecién de
gonadotropinas (LH-FSH), preferentemente FSH.'® % Como resultado de la
HRT disminuyeron los niveles séricos de las gonatropinas que regresaron a
concentraciones similares, ligeramente mas elevadas que las mujeres con

funcion ovarica normal.

Como ya se menciond previamente se considera que los estrégenos en la mujer
son los mas importantes reguladores de la remodelacion désea normal;>!
estimulan la osteoblastogénesis por unién a sus receptores especificos, **
aumentando la sintesis de colagena tipo HI, osteocalcina y otras proteinas de la

L 5 controlando

matriz 6sea, 2 a la vez que bloguea la osteoclastogénesis, *
ademas los niveles de PTH e IL-6, ® por lo que a la menopausia la deficiencia
de estrogenos determina que la resorcién exceda a la formacion de hueso
favoreciendo la pérdida de masa 6sea y la osteoporosis.’”> Normalmente los
estrogenos inhiben la pérdida de hueso al bloquear en las células del estroma-

osteoblastos la sintesis de citocinas que estimulan la osteoclastogénesis entre
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las cuales se encuentran la IL-1, IL-6, IL-11, S TRANCE/RANKL/OPGL, M-CSF,

GM-CSF, ademds de estimular la apoptosis de los osteoclastos,*"

acciéon que
también es regulada por el TGF-B a través de los estrégenos.* © ® L3 PTH  y
la 1, 25 (OH); D en cambio favorece osteoclastogénesis al inducir la sintesis de

citocinas osteotrépicas. '

Los resultados de los marcadores bioquimicos de remodelacion dsea muestran
niveles séricos elevados en las mujeres posmenopausicas sin tratamiento como
consecuencia del incremento de la remodelacion dsea y como un mecanismo de
compensacion por la pérdida acelerada de masa dsea que ocurre en la
posmenopausia. En el caso de la osteocalcina los resultados indican que es un
marcador de formacién dsea muy sensible que mostré cambios altamente
significativos en respuesta a la deficiencia de estrégenos asi como en respuesta
al tratamiento estrogénico su elevacion esta de acuerdo con los resultados del
estudio de correiacion que mostré que a menor concentracién de estrégenos
mayor concentracion de osteocalcina. La concentracion de OC se ha relacionado
positivamente con los resultados de la histomorfometria de la cresta iliaca, uno
de los estudios mas confiables para evaluar el estado del hueso, por lo que
indica que la OC es un buen marcador dseo, tanto en condiciones donde la
formacion y la resorcidn se encuentran acopladas como cuando estan
desacopladas como ocurre en la menopausia. ' Por esta razén los niveles
elevados de osteocalcina se podrian relacionar con la disminucion de la masa
dsea y con el incremento en el riesgo de fractura después de la menopausia. %/
Sin embargo la HRT disminuye los niveles séricos de osteocalcina,”’ como se
mostré en este estudio y con el tratamiento estrogénico el recambio dseo
tiende a volver a la normalidad, por lo que los valores de OC disminuyen y

regresan a cifras similares a las observadas en mujeres jovenes.

La fosfatasa alcalina especifica de hueso es una enzima que juega un papel
importante en la formacion y la mineralizacién de la matriz ésea.®” ' Los

valores obtenidos para este marcador de formacion 6sea muestran un aumento
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de 25-30% de sus niveles en las mujeres posmenopausicas, en comparacion
con el grupo de mujeres jévenes, regresando a valores premenopausicos con la
HRT. Se sabe que la mayor concentracion de fosfatasa alcalina especifica de
hueso se encuentra generalmente en la pubertad por el incremento de la
formacion dsea y el crecimiento acelerado que ocurre al aumentar los
esteroides gonadales, en cambio en los adultos el incremento de la fosfatasa
alcalina especifica de hueso y otros marcadores se observa que cuando ocurre
una pérdida acelerada de hueso es necesario un recambio activo para recuperar
la homeostasis. Como ya se menciond la deficiencia de estrégenos determina la
pérdida de masa dsea y en consecuencia estimula una respuesta organica para
compensar esa pérdida. No se sabe con exactitud si los estrégenos regulan la
actividad de esta enzima o si influyen otros factores asociados con la edad y el
sexo; sin embargo en este estudio los niveles de fosfatasa alcalina especifica de
hueso tuvieron una relacién negativa con el nivel de estrégenos, aumentaron a
la menopausia y disminuyeron con la HRT, lo cual esta de acuerdo con lo

reportado por otros investigadores.’’

Respecto a las concentraciones de deoxipiridinolina en orina; este marcador de
resorcion Osea, tuvo inexplicablemente concentraciones elevadas en las
mujeres del grupo testigo y en las mujeres menopausicas del estudio antes de
la terapia estrogénica disminuyendo su concentracion después de administrar la
HRT. Esto es congruente con los resultados del estudio de correlacién en el que
bajas concentraciones de E; corresponden a niveles elevados de DPD. Otros
autores "' en un estudio prospectivo seguido de 10 afios, encontraron que la
velocidad de la pérdida 6sea se correlaciona con los niveles de DPD en orina y
que sus niveles son mas elevados en mujeres con osteoporosis siendo el
marcador mas sensible que los marcadores de formacién dsea para identificar
estas mujeres con osteoporosis. También se ha demostrado que después del
cese del crecimiento del esqueleto, la excrecion de deoxipiridinolina es
relativamente constante, pero que en las mujeres aumenta después de la

menopausia,”’ como ocurri6 en este estudio. Cabe sefialar que durante la
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resorcion 6sea, la deoxipiridinolina excretada en la orina refleja de forma
especifica la degradacion de fibras maduras de coldgena tipo I, y la dieta no
influye en la concentracion de este marcador. por lo que puede decirse que es
un marcador de resorcién ésea especifico y confiable,* y que la HRT disminuye
los niveles de la deoxipiridinolina en orina a niveles de mujeres

premenopausicas */

Con respecto al telopéptido C-terminal de la colagena tipo I, fragmento de 9
KDa, liberado al espacio extraceleular durante la resorcion de las fibras
maduras de colagena, se ha reportado que es sensible para detectar
enfermedades metastasicas, mieloma multiple y otros procesos que involucran

la degradacion de las fibras de coldgena 6sea, °

sin embargo algunos
investigadores no lo consideran un marcador especifico de resorcion dsea, ya
que los niveles del telopéptido C-terminal de la coldgena en mujeres
menopausicas fueron similares a las concentraciones de las mujeres que
recibieron HRT,*? resultados similares a los obtenidos en este estudio. Ademas
otros estudios muestran que no hay diferencias significativas entre los niveles

de ICTP en mujeres con osteoporosis y mujeres jévenes y sanas &

Por otra parte al analizar las causas de la osteoporosis posmenopausica es
importante considerar que ademas de los estrégenos, las hormonas del eje
somatotropico (GH-IGF-I) también disminuyen con la edad y alcanzando su
concentracion mas baja en la posmenopausia, disminucion que se relaciona con
el nivel de estrégenos, sin embargo con la HRT regresan a niveles normales
alcanzando cifras ain mas elevadas lo cual indica que es la deficiencia
estrogénica mads que la edad, la responsable del deterioro del eje
somatotropico.'” A este respecto se sabe que los estrégenos son potentes
estimuladores de la la sintesis de GH y esta de IGF-1.°> '® La GH y el IGF-I
disminuyeron significativamente en la menopausia, esta disminucion sin duda
contribuye a los cambios negativos que se presentan en el metabolismo del

hueso. Se ha demostrado que la GH tiene un efecto directo en la remodelacion
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del hueso, incrementando la sintesis de proteinas y factores del crecimiento en
especial del IGF-I, que estimula la proliferacion de los osteoblastos, la sintesis
de colagena tipo I y proteinas no coldgenas de la matriz ésea, por lo cual es
importante para mantener la densidad 6sea; su disminucion participa en los

mecanismos que determinan la osteoporosis,”® *°
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11. CONCLUSIONES

Los marcadores bioquimicos de remodelacion désea son utiles para medir la
actividad metabodlica del hueso. La osteocalcina y la fosfatasa alcalina especifica
de hueso tienen una sensibilidad y especificidad capaz de reflejar los cambios
que se presentan en la menopausia como resultado del hipoestrogenismo,
principal causa de acuerdo a del metabolismo negativo del hueso. Sin embargo
puede decirse que los resultados de este estudio la osteocalcina es un mejor
indicador de la formacion dsea que la fosfatasa alcalina especifica de hueso.

La deoxipiridinolina, marcador de resorcion 6sea también manifiestd elevada
sensibilidad y especificidad para evaluar la actividad de los osteoclastos. Por el
contrario el telopéptido C-terminal de la colagena no mostré especificidad, ni
diferencias significativas entre los grupos estudiados, por lo que puede decirse

que no es un marcador confiable.

La terapia con estrogenos produjo una disminucién significativa de OC, BSAP y
DPD a solo 3 meses de la terapia hormonal de reemplazo, indicando que estos
3 marcadores son Utiles en la evaluacion de la actividad metabdlica del hueso y
de la normalizacion del recambio 6seo post-tratamiento por lo que pueden ser
utilizados, para el seguimiento de mujeres posmenopdusicas con terapia de
reemplazo hormonal, sobre todo en aquellas que a desarrollan osteoporosis,
casos en los que es muy importante evaluar el resultado del tratamiento
administrado. Las ventajas que ofrecen estos marcadores son medirse en
sangre u orina, obteniéndose resultados el mismo dia, evaluar el resultado del
tratamiento en un tiempo corto por técnicas no invasivas a diferencia de la
densitometria que aunque es muy Util para el diagndstico de la osteoporosis
solo puede detectar cambios en la arquitectura del hueso después de 12 meses
de tratamiento, ademas de ser métodos diagnosticos mas baratos La
determinacion repetida de los marcadores en un plazo corto puede ser una

gran ayuda para establecer dosis y evaluar el resultado de un tratamiento.
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Cabe sefalar que en la actualidad, en ausencia de contraindicaciones, se
considera a los estrogenos como la terapia de eleccién para la prevencion y el
tratamiento de la osteoporosis y otras alteraciones que sufren las mujeres en la

posmenopausia, y que disminuyen la calidad de vida.

En resumen los resultados del presente estudio son importantes porque ponen
de manifiesto, la importancia de los marcadores bioquimicos de remodelacion
Osea para el estudio de la osteoporosis posmenopausica, ya que permiten
valorar la pérdida de hueso y en consecuencia el riesgo de fractura, por lo que
se sugieren estos marcadores (OC, BSAP y DPD) como métodos confiables para

evaluar el tratamiento de la osteoporosis.
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