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RESUMEN

La osteoporosis es una enfermedad sistémica caracterizada por la pérdida de densidad
mineral 6sea, que incrementa la susceptibilidad de fractura. En este trabajo se utilizé
un péptido sintético derivado de la Proteina de Adhesion del Cemento (pCAP), el cual
es de facil sintesis y ha demostrado /n vitro tener capacidad de formar cristales de
hidroxiapatita, promoviendo procesos de biomineralizacion. Se eligi6 un modelo de
ovariectomia bilateral (OVX) para inducir osteoporosis en ratas Wistar y como
tratamiento se administraron dos concentraciones del pCAP por via intraperitoneal
diariamente durante 12 semanas. El objetivo de este trabajo fue determinar los
efectos del pCAP como tratamiento de la osteoporosis en ratas ovariectomizadas. Se
seleccionaron 24 ratas: 18 de éstas fueron sometidas a OVX cumplidas 10 semanas de
edad. Se formaron 4 grupos con n=6. Grupos 1 (control con OVX sin tratamiento) y
Grupo 2 fueron controles sanos sin OVX. Se administr6 el pCAP (40ug grupo 3; y 80ug
grupo 4) diariamente por via intraperitoneal durante 12 semanas. Para determinar el
efecto del pCAP se realizaron Microtomografias computarizadas (uUCT), pruebas
biomecanicas, pruebas histoldgicas y andlisis de marcadores bioquimicos en suero. Las
imagenes de UCT mostraron que los grupos tratados con pCAP incrementaron la
Densidad Mineral Osea del fémur y vértebras lumbares con diferencia significativa. En
la compresion de la 5° vértebra lumbar, el grupo tratado con pCAP40 ug/dia presento
resistencia a la compresion similar al grupo sano y el grupo 80 pg/dia increment6 con
diferencia significativa. Los analisis histolégicos en grupos experimentales mostraron
reconstitucion trabecular y depoésito de tejido mineral. Los niveles de la actividad
especifica de Fosfatasa Alcalina en grupos tratados disminuyeron al final del
tratamiento. Los resultados de ELISA mostraron que los niveles de Osteocalcina
disminuyeron en el grupo pCAP 40 pg/dia con diferencia significativa. Los niveles de
RANKL y Osteoprotegerina aumentaron en ambos grupos tratados. Tomando en
cuenta los resultados podemos concluir que el pCAP ejerce un efecto antiosteopordético
recuperando las caracteristicas funcionales del hueso sano, siendo alternativa para el

tratamiento de la osteoporosis.



ABSTRACT

Osteoporosis is a systemic disease characterized by the loss of mineral bone density,
resulting in an increasing susceptibility to fractures. A synthetic peptide derived from
Cementum Attachment Protein (pCAP) was used, for its ability to form hydroxyapatite
crystals /n witro, thus promoting the process of biomineralization. An osteoporotic
model by bilateral ovariectomy (OVX) in Wistar rats was chosen and two
concentrations of pCAP were inoculated intraperitoneally daily during 12 weeks. The
Objective was determine the effectiveness of the use of the synthetic peptide for
treating osteoporosis in preclinical studies in Wistar rats ovariectomized. Four groups
of six rats each were examined. Groups 1% and 2" were controls, but 2" group was
OVX without treatment, The pCAP was administered in concentrations of 40ug to
group 3, and 80ug to group 4 -intraperitoneally daily for 12 weeks. Computarizad
Microtomography (uCT), biomechanical testing, histology tests and analysis of
biochemical markers in serum were analyzed. Images by uCT demonstrated a
significant difference between groups indicating the groups with the pCAP treatment
had an increased in bone mineral density of the femur and lumbar vertebrae. In
biomechanical probes of the 5° lumbar vertebrae, the 40ug/day pCAP group showed
resistance to compression, similar to the healthy control group and the 80ug/day pCAP
group showed significant increased resistance to compression compared with normal
controls. Histological analysis in treated groups showed trabecular recovery and new
tissue mineral deposit. The serum levels of —specific alkaline phosphatase activity
indicated that the 40ug/day pCAP and 80ug/day pCAP groups had decreased at the
termination of our examination period. Using an ELISA we observed a significant
decrease in the levels of Osteocalcin in the 40ug/day pCAP group. Additionally, we
found RANKL and Osteoprotegerin levels were significantly increased in both groups.
Taking into account the results we conclude that pCAP exerts an anti-osteoporotic
effect, recovering the functional characteristics of a healthy bone, revealing a

mechanism for the ability of future treatment of osteoporosis.



INTRODUCCION

El tejido 6seo posee la capacidad de estar en constante regeneracion y remodelacion
en su curso normal de la vida, y mas frecuentemente ante algun dafio como lo son las
fracturas causadas por traumatismos. Sin embargo, ademés de las adversidades
traumaticas, la remodelacion del hueso se ve disminuida conforme el individuo se
acerca a la edad adulta perdiendo las caracteristicas propias de la arquitectura del
hueso consecuente a la disminucién de la produccién de las moléculas implicadas en la
remodelacion Osea. La estructura y estabilidad del hueso estan influenciados por
fuerzas mecénicas, células éseas (osteocitos, osteoblastos y osteoclastos) y por
diversas moléculas que intervienen en el metabolismo éseo. La disfunciéon o ausencia
de una o méas moléculas involucradas en la remodelacion Osea conduce a
susceptibilidad de fracturas o enfermedades sistémicas del hueso, como es la

enfermedad de la osteoporosisyij.

La ingenieria de tejidos centra su estudio en recuperar las caracteristicas anatomicas y
funcionales perdidas en el hueso, ya sea por traumatismos o enfermedades
congénitas, valiéndose de la manipulacion de compuestos sintéticos en combinacion
con células vivas, compuestos bioactivos o la utilizacion conjunta de éstos dos

Ultimos[2,3].

La osteoporosis es una enfermedad sistémica del esqueleto caracterizada por
disminucion de la masa y resistencia del tejido déseo y deterioro de la
microarquitectura del mismo, lo que conduce a una alta propensién a la fragilidad
Osea y susceptibilidad a fracturasps.7;. La etiologia de esta enfermedad se considera
como multifactorialigg) y representa un problema de salud importante, ya que se
estima que alrededor de 200 millones de personas en el mundo son afectadas por esta

enfermedad, en el cual las mujeres son el principal grupo de riesgorio,117 con la llegada



de la menopausia, debido a la disminucién de la produccion de los estrogenos,

hormonas que participan en la homeostasis 0seayi2;.

Para el tratamiento de la osteoporosis existen diversas alternativas que incluyen
farmacos antirresortivos con el fin de prevenir fracturas Oseas a causa de la
osteoporosis, y las terapias anabdlicas cuyo objetivo se enfoca a incrementar la
densidad mineral 6sea perdida a causa del estado osteoporoético. Sin embargo, los
estudios epidemioldgicos apuntan hacia factores de riesgo que implican la afeccion de
otros tejidos debido a los efectos secundarios de los tratamientos para la osteoporosis
que van desde hemorragias nasales por el tipo de administracion, Ulceras gastricas,

Osteonecrosis mandibular, hasta asociaciones a cancer endometrial y de mamay3;.

La busqueda de nuevas alternativas no solo para prevenir sino para corregir la pérdida
Osea es de gran importancia para el tratamiento de la osteoporosis abriendo un nuevo

campo de investigacién en la medicina ortopédica.
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MARCO TEORICO

1. Tejido Oseo

El hueso es uno de los tejidos mas duros en el organismo, es una forma de tejido
conectivori4 y representa 20% de la masa de los organismos adultospis;. El hueso
posee funciones importantes, tales como proporcionar soporte, locomocion, proteccion
y brindar aporte hematopoyéticops. El hueso no es estatico, se caracteriza por una
reestructuracion interna continua para adaptarse a los distintos cambios en la vida del
organismo. El tejido preexistente es gradualmente reemplazado por nuevo tejido, con
una velocidad que disminuye con la edad, se reestablecen las micro-fisuras, la
resistencia del esqueleto y se regula la homeostasis mineralj17;. El tejido 6seo esta
sometido a modificaciones/cambios y responde a estimulos internos y externos por
medio del recambio y en su estructura otros tejidos conectivos toman parte, tales
como el hematopoyético, adiposo, vasos sanguineos y nerviospig;. Por medio de la
remodelacion Osea, los huesos son capaces de auto-repararse y de adaptar su

estructura en respuesta a cambios mecanicos, biologicos y bioquimicos.

La fuerza del esqueleto depende de su matriz mineralizada y de su densidad mineral
Osea; este Ultimo es un indicador de diagndstico para alteraciones y enfermedades
sistémicas del esqueleto, tales como osteopenia y osteoporosis. El hueso posee
propiedades mecanicas con alta resistencia y capacidad de reparar lesiones que
conducen a fracturas, por lo que estudios de ingenieria de tejidos han buscado imitar
en las ultimas décadas debido a la arquitectura Unica de este compuesto organico-
inorganicopig). El hueso se compone en gran parte, de deposito mineral reforzado con
colagenas fibrilares (— 5%). Sin embargo, en contraste con el cartilago, el hueso
contiene solo 10% de agua y un bajo contenido de proteoglicanos. La matriz 6sea
organica consiste tipicamente de 95% de heterofibrillas de colagena tipo | y de tipo V
(5%)20;- En el hueso, estas colagenas se ensamblan para formar fibrillas con un
diametro entre 50 y 100 nm, y se ha encontrado que es mas grande que el diametro
de las heterofibrillas (de 15-45 nm) del cartilago no mineralizadop,1;. Ambos factores

intrinsecos y extrinsecos afectan el diametro de las fibrillas de la colagena: la relacion


Javier
Texto escrito a máquina
MARCO TEÓRICO 


de colagenas heterotipicas (por ejemplo, colagenas de tipo | y tipo-V en hueso) y las
interacciones de las fibrillas de coldgena a proteoglicanos y otros componentes de la
matriz extracelular (MEC)[22-241. El hueso esta compuesto por el hueso maduro, en el
que la matriz extracelular esta formada predominantemente por colagena tipo I. La
expresion de la colagena indica que se requieren factores adicionales para iniciar y
controlar la formacion de cristales de hidroxiapatita y el mayor depoésito de éste entre

las fibrillas de colagenayp,s;.

La formacion del tejido 6seo nuevo en el embridon de los vertebrados se produce por
dos procesos distintos de condensacion: intramembranoso, que forma y permanece en
la boveda craneal y en maxilares; y endocondral, que forma los huesos largos. En la
formacion intramembranosa de hueso, el tejido o hueso primario se produce
rapidamente sin un precursor cartilaginoso, es decir, el depoésito de hueso se da
directamente en el tejido conjuntivo primitivo (mesénquima), mientras que en la
osificacién endocondral se utiliza una plantilla vascularizada previamente formada de
cartilago hialino, la cual sirve de estructura central en el hueso futurops;. El desarrollo
y mantenimiento del hueso esta controlado por el balance dindmico entre la
formacion (via osteoblastos) y la resorcién ésea (via osteoclastos). Las actividades de
estas células son reguladas por varios factores genéticos y extrinsecos, y el

desbalance entre estos factores es responsable de la pérdida 0seayz7-31.
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2. Biomineralizaciéon

La biomineralizacibn en humanos es un proceso fisiol6gico regulado por las
interacciones moleculares extracelulares organicas y elementos minerales
inorganicosyzz;. Esta ocurre en dos fases: la primera inicia con la formacion de cristales
de hidroxiapatita (HA) dentro de las vesiculas de matriz, seguido por la segunda fase
en donde ocurre la propagacion de la HA a través de la membrana de la vesicula

dentro de la matriz extracelularz, s3).

El proceso extracelular en el que las células osteoblasticas y osteociticas estan
embebidas dentro de una matriz, se lleva a cabo por medio de diversas proteinas que
ellas mismas secretan. Los cristales de hidroxiapatita constituyen la fase mineral que
se deposita en la matriz organica y es la mayor forma cristalina de fosfato de calcio en

el hueso y cartilagoyzs;.

El proceso de biomineralizacion debe reunir caracteristicas especificas para permitir la
nucleacion y permanencia de los cristales minerales en la matriz, y para ello, es
necesario que existan fuentes suficientes de iones de calcio y fosfato en el organismo.
En el plasma y fluidos extracelulares del ser humano existen concentraciones de
5mg/dL de calcio y 3.5 mg/dL de fosfato; estas concentraciones son muy altas vy,
aunque es una caracteristica importante para impedir la solubilidad del mineral de los
tejidos, no es suficiente para que la nucleacion de los primeros cristales minerales se
dé de manera espontanea. Por esta razén, se necesita la participacion de biomoléculas
que conduzcan a la biomineralizacion y mantengan la homeostasis del tejido

0SeO0[34,35]-

En sitios en los cuales no existe previamente mineral (como en las fases
embrionarias), la mineralizacion que se inicia en hueso, cartilago, dentina y cemento
tienen lugar dentro de vesiculas de matriz en osteoblastos, condroblastos,
odontoblastos y cementoblastos respectivamente, liberan estas vesiculas de matriz,
que son fragmentos rodeados por membrana plasmatica con dimensiones
nanométricas (50-200nm). Las vesiculas mantienen la actividad de la enzima fosfatasa

alcalina tejido-no-especifico (TNAP), presente en la membrana de las células que

11
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dieron su origen, asi estos iones se acumulan activamente dentro de estas vesiculas.
Las proteinas Transmembranales (anexinas) forman los canales de calcio quienes
permiten la entrada de los iones al interior. Como el volumen circunscrito dentro de
las vesiculas es muy pequefio, los iones de calcio y fosfato llegan rapidamente a
concentraciones elevadas, nucleando los primeros cristales de hidroxiapatita. Después,
las células forman un estrato Unico y continuo, formando entre ellas uniones
intercelulares que restringen el paso de iones y macromoléculas entre las células. De
esa manera, las células rodean la matriz en formacion separandola de los

alrededoress, 33 25].

Con el establecimiento de iones intercelulares, concluye la diferenciacién de las células
y entonces ellas son capaces de secretar proteinas no-colagenas con propiedades
acidas y, por lo tanto, con afinidad por el calcio. La matriz que estaba constituida
principalmente por coldgena tipo | y proteoglicanos sulfatados, contiene a partir de
esa fase, aproximadamente de 90% de colagena y 10% de proteinas no colagenas,
las cuales se asocian a las fibrillas colagenas, otorgandoles la capacidad para recibir

cristales de mineral en su interior y sus alrededores2 32 25 33
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3. Osteoporosis
3.1. Historia y definicién

Probablemente la osteoporosis haya existido siempre en la historia de la humanidad,
sin embargo, con el incremento de la esperanza de vida, este problema ha ido en
aumento en las ultimas décadas. La osteoporosis se caracteriza por la pérdida de
masa y resistencia 0sea, que conduce a predisposicion de fracturas, y representa un
mayor problema clinico. El término de osteoporosis fue definido por Johann Lobstein,

sin embargo la patologia que habia definido describia a la osteogénesis imperfectazs;.

El término "osteoporosis" se introdujo por primera vez en la terminologia en Francia y
Alemania en el siglo XIX, como un término descriptivo haciendo hincapié en la
porosidad de las apariencias histoldgicas del hueso humano en la edad adulta. Antes
de esto, sin embargo, el trabajo publicado por Sir Astley Cooper sugiere que ciertos
tipos de fracturas pueden ocurrir debido a la reduccion relacionada con la edad o la

calidad de la masa 6seays7 s

En 1940, Fuller Albright, endocrinélogo americano, describié la osteoporosis
postmenopausica proponiendo que la consecuencia del defecto de la formacidén Osea
se debia a la deficiencia de estrogenos, con ello, se propuso entonces que existian dos
formas de osteoporosis: una debido a falta de estrégenos en la menopausia, y la
segunda debido a la falta de calcio. Este fue reemplazado por el concepto actual, que
la osteoporosis se debe a multiples mecanismos patogénicos y es la causa de la
pérdida de la masa Osea y deterioro de la microarquitectura del esqueleto, definido en
199336,39-42], CON el consiguiente aumento de la fragilidad 6sea y la susceptibilidad a la
fractura. Sin embargo, la definicion de la osteoporosis ha evolucionado a lo largo del
tiempo, que va desde el reconocimiento de la baja densidad mineral 6sea, hacia las
cualidades 6seas que son responsables de fracturas por insuficiencia de la DMO, las
cuales estan relacionadas con: tamafio, morfologia, propiedades del tejido y la matriz,

y la remodelacion del huesos.-as).

La Organizacién Mundial de la Salud se centré en proporcionar una definicion que
abarcara la densidad mineral 6sea (DMO) y las fracturas previas. Esta definicion

engloba el deterioro de la mineralizaciéon de los huesos y no incluye ninguno de los
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cambios de la microarquitectura que pueden debilitar el hueso de forma independiente
de cualquier efecto sobre la DMOp,3. Actualmente la OMS define la osteoporosis como
una densidad 6sea de la cadera o espina dorsal de 2.5 desviaciones estandar (DE)
debajo de la cifra normal determinada en personas jovenes, usualmente expresada
como marcador T de -2.5 o menor a este marcador disefiado para mujeres

posmenopausicas y hombres menores de 50 afios de edadss a7].

La osteoporosis también esta definida como un desorden sistémico del esqueleto que
esta caracterizado en general por una pérdida trabecular y cortical y un cambio en la
microarquitectura que conduce al riesgo de fractura. Sin embargo, existen muchos
mecanismos fundamentales para la regulacion del remodelado éseo, y esto no sélo
involucra los linajes celulares osteoblasticos y osteoclasticos, también otras lineas
celulares de médula, ademas a la interaccion de hormonas sistémicas, citocinas

locales, factores de crecimiento y factores de transcripcionssg ze).

3.2 Epidemiologia

El constante aumento de la carga social y econémica a causa de la osteoporosis esta
asociado fuertemente al envejecimiento de la poblacion mundialpg, so1. A nivel mundial,
se estima que mas de 200 millones de mujeres en el mundo estan afectadas por la
osteoporosis; una décima parte de éstas son mayores de 60 afios, una quinta parte
son mayores de 70, dos quintas partes tienen 80 y dos tercios son de 90 afios de
edad; y a causa de ello cada afio ocurren mas de 8.9 millones de fracturas, lo que
resulta en una fractura osteoporotica cada 3 segundos [s152). De esta manera, 1 de
cada 4 mujeres mayores de 50 afios sufrird de fracturas osteoporoéticas, y en el caso

de los hombres 1 de cada 5 mayores 50 anosis3-ss.

En algunos paises de Europa, Estados Unidos y Japon, la osteoporosis afecta
aproximadamente 75 millones de personaspss;. En América Latina, de acuerdo a

estudios desde 1990 se estima que en una proyeccion para el afio 2050, el nimero de
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fracturas de caderas para mujeres y hombres entre 50-64 afios de edad se
incrementara hasta un 400% y en grupos de edad mayores de 65 afos el incremento
seria hasta un 700%ys7;. En los estudios realizados hace un par de décadas, se reporto
que en Mexico 1 de cada 4 personas tiene osteopenia u o0steoporosis [sg Yy la
probabilidad de vida de tener una fractura de cadera a los 50 afios de edad en las
mujeres es del 8,5% y aproximadamente el 4% de los hombres [sq;. Para el 2006, el
costo estimado de la asistencia sanitaria de fractura de cadera fue de $97 millones (de

dolares)so-

Las fracturas de cadera son la fracturas osteoporoticas mas comunes y para cualquier
persona que sufre de esta condicion adquiere un alto impacto econémico, una alta
morbilidad que puede llegar hasta la mortalidad. Esta se asocia con el dolor crénico,
movilidad reducida, discapacidad y un creciente grado de dependenciasi-s3). Entre los
afios 1990 y 2000 hubo un aumento de casi 25% de las fracturas de cadera en todo el
mundo. El nimero maximo de fracturas de cadera se produjo de 75-79 afos de edad
para ambos sexos; para las demas fracturas, el nimero pico se produjo de 50-59 afios
y disminuyé con la edad; sin embargo el 75% de las fracturas de cadera corresponde
al grupo femenino aes5). A los 50 afios de edad, una mujer tiene un riesgo de 2.8%
de muerte relacionada con la fractura de cadera, lo que equivale a su riesgo de
muerte por cancer de mama y 4 veces mas que el riesgo de padecer cancer de
endometriopes). Los indices de mortalidad por fracturas de cadera reportan que el 20%
de los pacientes afectados mueren en el primer afio después de la fractura y menos
de la mitad de los que sobreviven no pueden recuperar su nivel de funcionamiento en

su totalidade7;.

La prevalencia e incidencia de fracturas vertebrales varia geograficamente, aunque
segun los reportes, parecen ser mas bajas con respecto a las fracturas de cadera. Soélo
una cuarta parte de las fracturas vertebrales ocurre como resultado de caidas, y la
mayoria ocurre por actividades de rutina, tales como agacharse o levantar objetos
ligeros. La prevalencia de fracturas vertebrales es alta tanto en hombres como en

mujeres, sin embargo, en los hombres puede deberse a factores de ocupacién
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asociados a traumasy, es)- En el caso del grupo femenino, una mujer a los 65 afios de
edad con una fractura vertebral tiene una probabilidad entre 1 y 4 de padecer otra
fractura en los proximos 5 afios, que podria reducirse por algun tratamientogsg. Se ha
estimado que solo un tercio de las fracturas vertebrales acuden a la atencion clinica
e8] Y la falta de diagnostico de fractura vertebral es un problema en todo el mundo. La
proporcion de fracturas vertebrales es América Latina es de 46%, en América del
Norte es de 45% y el 29% en Europa/Sudafrica/Australiaj;;. La prevalencia de
fracturas vertebrales es del 42% en mujeres de avanzada edad y o quienes tienen una
disminucion de la masa 0Osear1,721. En las mujeres, un rapido aumento de fracturas
vertebrales, que se asocial inicialmente con el inicio de la menopausia, es seguido por
un aumento en la frecuencia de fracturas de mufieca y cadera debido a la pérdida de

masa Osea relacionada con la edadyrz).

Las mejoras en la evaluacion de las fracturas se centran en la identificacion de
factores para una mejor compresion sobre la etiologia de fractura osteoporoética y

proporcionar nuevos avances para la prevencionzaj.

3.3 Diagnostico

El diagnéstico para la osteoporosis se centra en la evaluacion de la densidad mineral
Osea y éste es el elemento principal que surge para la definicion internacional de la
osteoporosis: una enfermedad esquelética sistémica caracterizada por una baja masa
Osea y deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, con el consiguiente aumento
de la fragilidad Osea y la susceptibilidad a la fractura. Asi, el diagnéstico de la
osteoporosis dependera de la medicion de la masa y calidad 6sea debido a que no
existen medidas clinicas satisfactorias para medirla. La forma mas facil de diagnosticar
la osteoporosis por mediciones de la densidad ésea es definir un umbral, definir un
punto de corte para la DMO, que abarque en la mayoria de los pacientes con fracturas
por osteoporosis. También se utiliza la medicion de la DMO para evaluar el riesgo

futuro de fractura, por lo que se necesita mas de un punto de corte(ss 7;.
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Una vez que el crecimiento se ha detenido, la masa y la densidad 6sea se mantienen
muy constantes hasta cerca de los 50 afios|z). Debido a la distribucion de Gauss, los
valores de densidad Osea en las personas pueden expresarse en relacibn con una
poblacion de referencia en unidades de desviacion estandar. Esta capacidad reduce las
dificultades de las diferencias en la calibracion entre los instrumentos. Cuando las
desviaciones estandar se utilizan en relacion con la poblacion joven saludable, esta
medicion se conoce como la puntuacion T. Para las mujeres, se han propuesto cuatro
categorias generales de diagndéstico por la OMS y modificado por la Fundacion

Internacional de Osteoporosis, para las evaluaciones realizadas con DXA:[77,7s)

v" DMO-normal de la cadera superior a 1 DE por debajo de la media de referencia de
mujeres adultas jévenes (puntuacion T =-1).

v" Una baja masa 6sea (osteopenia) de cadera con DMO mayor de 1 DE por debajo de
las mujeres para el adulto joven, pero menos de 2.5 DE por debajo de este valor
(puntuacion T <-1 y> -2.5).

v La osteoporosis- de cadera con DMO de 2.5 DE o mas por debajo de la
media de mujeres adultas jovenes (puntuacion T < - 2.5).

v La osteoporosis grave (osteoporosis establecida) de cadera con DMO 2.5 DE o
mas por debajo del promedio para un adulto joven en presencia de una o mas
fracturas por fragilidad.

En las mujeres, la pérdida O6sea se produce predominantemente después de la
menopausia. En la poblacion joven sana, el 15% de las mujeres tienen una puntuacion
T de menos de -1y por lo tanto tienen una baja masa 0sea u osteopeniarg so;. Debido
a la distribucion normal para la DMO, aproximadamente 0.5% de las mujeres cae en
el rango osteoporotico, con una puntuacién T de -2.5 0 menos. La proporcion de
mujeres afectadas por la osteoporosis en cualquier sitio anatdmico aumenta en gran
medida con la edad de la misma forma a medida que aumenta el riesgo de fractura
con la edadfrg;. Por dicha razon, el aumento de la prevalencia es aproximadamente

exponencial y se ajusta al patron de la frecuencia conocida de muchas fracturas
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osteopordticas en mujeres mayores. Cuando las mediciones se realizan en un sitio, por
ejemplo en la cadera, a continuacion, la prevalencia de la osteoporosis de cadera en
mujeres de raza blanca de 50 afios 0 mas es de aproximadamente uno de cada seis, y

ello significa que esta cerca el riesgo de por vida de fractura de caderagga;.

3.3.1 Pruebas bioquimicas

De acuerdo al historial clinico del paciente, se debe tomar en cuenta las pruebas de
laboratorio en el que se incluye un panel bioquimico: el conteo sanguineo completo,
funcién de la glandula tiroides, nivel de la vitamina D, electroforesis de proteinas
séricas o urinarias, nivel de la hormona paratiroidea y niveles de calcio en orina de las
altimas 24 horasis;,g3). Los marcadores del metabolismo 6seo incluyen marcadores de
la formacién y resorcion Osea, los cuales son Utiles en algunas instancias para
monitorear el curso de la terapia, pero no para ser usado en el diagnéstico de la

0Steoporosisys4.

3.3.2 Mediciones del contenido mineral 6seo
e Absorciometria simple y dual de rayos X
Actualmente la absorciometria dual de rayos X (DXA) se considera el estandar de oro
para la medicion de la densidad 0sea y clasificacion de la osteoporosisiss;. La DXA es
utilizada para medir el contenido mineral del esqueleto y de sitios especificos
incluyendo aquellos méas vulnerables a fracturasgss;. EI contenido mineral del hueso es
la cantidad de minerales en el sitio especifico escaneado y, cuando dividido por el area
medida, se puede utilizar para derivar un valor para la densidad mineral 6sea. Ambas
técnicas proporcionan una imagen del area de dos dimensiones, en lugar de una
verdadera densidad volumétrica. Por lo tanto, el tamafio del hueso afecta a la
densidad aparente, ya que la relacién entre el area y el volumen no es lineal. Este
error puede mejorar el valor de la DMO como predictor del riesgo de fractura, ya que
el tamafio del hueso también es un factor determinante de la fuerza del esqueleto. La

densidad aparente se define como el producto de la densidad del material que

18



constituye a las trabéculas individuales y el volumen de fraccién del hueso presente en
la muestra. La precision de DXA en la cadera excede 90%; aunque surgen ciertos
errores residuales de diagnostico por diversos motivos relacionados con la técnica en
si y la manera en que se aplica como en el caso de osteomalacia y osteoartritisaz,

77,87,88]-

o Tomografia computarizada
La tomografia computarizada (CT) cuantitativa se ha aplicado tanto al esqueleto
apendicular como a la columna vertebralfgg-o1) de todo el cuerpo. La CT cuantitativa es
mas util en la evaluacion de la densidad ésea trabecular, ya que proporciona una
medida de la densidad volumétrica verdadera, en lugar de un resultado de zona
ajustada (como en el caso con DXA). El hueso esponjoso es mas sensible que el
hueso cortical para muchas intervenciones. La CT puede, por lo tanto, ser utilizado
para monitorear el efecto del tratamientofgg). Ademas, esta técnica evita el efecto de
la enfermedad degenerativa, un inconveniente en particular para DXA en la columna
vertebral. Las principales desventajas de la tomografia computarizada son una alta
exposicién a la radiacion, las dificultades con el control de calidad y alto costo en

comparacion con los de DXApz;.

o Radiografia
Este método es utilizado para el diagnéstico de la osteoporosis, sin embargo, posee
baja sensibilidad. Existen varias caracteristicas de la osteoporosis que se pueden
identificar con esta técnica y que pueden ser utiles también en el diagndstico
diferencial. La fractura vertebral subclinica es un fuerte factor de riesgo para
siguientes fracturas en nuevos sitios vertebrales y en otros sitios susceptibles a
osteoporosis. Por lo tanto, hay gran interés en la identificacion de las deformidades
vertebrales debido a la osteoporosis que podrian no haber llegado a la atencion
clinica. Sin embargo, de las técnicas que se han desarrollado para evaluar la masa

Osea 0 la estructura del esqueleto, la técnica que se ha pagado la mayor cantidad de
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atenciones en términos de desarrollo técnico y validacion biolégica es DXA, que es

considerado como el estandar de oro para el diagnoéstico de la osteoporosissi;.

3.4 Factores de riesgo

Se han identificado muchos factores de riesgo para la osteoporosis, y ciertos factores
varian en importancia de acuerdo a la edad. Por ejemplo, los factores de riesgo de
caida, deficiencia visual, movilidad reducida, y el tratamiento con sedantes y
corticoides, son los mas fuertes predictores de fracturas en los ancianos que en los

individuos mas jovenesigo s4]-

e Sexo, edad y etnia
Las mujeres tienen una mayor incidencia de fracturas por osteoporosis que los
hombres, mas del 25% de las cuales son fracturas vertebrales [s5. La incidencia de
fracturas osteopordticas es mayor en las mujeres posmenopdusicas de origen
caucésico (o consideradas de raza blanca), sin embargo mujeres y hombres de otras
razas también presentan riesgos para padecerla. En comparacion con los hombres, las
mujeres presentan menor tamafo esqueletal, menor cantidad de tejido mineral y
menor masa muscular, por lo que el riesgo es mas alto que en los hombres, ademas
que a partir del periodo de la menopausia, la desregulacion de la homeostasis que
regulan ciertas hormonas en el metabolismo 6seo disminuyen, por lo que su sistema

esqueletal es mas susceptible a padecer la osteoporosis que en el hombreag;.

o Factores metabodlicos
El hipogonadismo es un importante factor de riesgo para ambos sexos. En mujeres
jovenes, el hipogonadismo puede ser primario o secundario en condiciones como
anorexia nerviosa, amenorrea inducido por el ejercicio, hiperprolactinemia y
desérdenes ginecolégicos. La menopausia prematura, ya sea espontanea o inducida
por cirugia, quimioterapia o radioterapia se consideran los riesgos mas fuertes

asociado a la osteoporosis. En hombres, el hipogonadismo puede estar causado por
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varios desoérdenes, incluyendo el sindrome de Klinefelter, hipopituitarismo,

hiperprolactinemia y castracion (por ejemplo, después de la cirugia prostatica)az.

e Consumo de corticoides
La osteoporosis posmenopdusica es la causa mas comun para las fracturas
vertebrales, mientras que la osteoporosis inducida por glucocorticoides es la segunda
causa y mas comun para la osteoporosis secundaria. Los glucocorticoides son una
importante causa de osteoporosis. La pérdida 6sea se cree que es mas rapida en los
primeros meses de tratamiento y sus efectos en el esqueleto axial y apendicular, pero
es mas pronunciado en la espina, donde predomina el hueso esponjoso. La pérdida
6sea puede ser evitada por la terapia de inhalacion de glucocorticoidesyg, 3. LOS
glucocorticoides reducen la formacion 6sea osteoblastica, esto ocurre a través de una
reduccion en el nimero de osteoblastos. La osteoporosis inducida por glucocorticoides
se produce en dos fases: una fase rapida y temprano en el que se reduce la densidad
mineral 0sea, presumiblemente debido a la resorcién Osea excesiva; y una fase mas
lenta y progresiva en el que la DMO disminuye debido a la formacion de hueso
deterioradopes,o5). El riesgo relativo (RR) para fractura vertebral es de 5.2 con dosis
>7.5 mg de prednisona por dia o equivalente, mientras que con dosis menores a ese
valor umbral el RR es <5. Sin embargo, dosis tan bajas como 2.5 mg de prednisona
aumentan el RR cuando los sujetos tratados se comparan con una poblaciéon que no
recibe corticoides. El aumento del RR es dependiente de la dosis y del tiempo de
administracion, y disminuye progresivamente cuanto mas tiempo pasa desde la
interrupcion del corticoide. Se considera que cuando el indice de masa corporal (IMC:
kg/m?) es inferior o igual a 20, el sujeto es delgado y tiene un factor de riesgo para
desarrollar osteoporosis; en mujeres puede tomarse simplemente el bajo peso (<55

kg) como indicador de riesgo para la osteoporosisyigy.

e Sedentarismo
La inmovilizacion de pacientes o cada astronauta que experimenta la ingravidez

producen alteraciones en la homeostasis del calcio y la pérdida de tejido mineral; por
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lo tanto conducen a la osteoporosis. El ejercicio influye en forma positiva durante la
etapa de crecimiento para aumentar la masa 0sea; en la vida adulta favorece su
mantenimiento. Es importante para conservar un tono muscular adecuado y mejorar
los reflejos, factores que disminuyen la incidencia de caidas que predisponen a

fracturasyge).

e Otros factores de riesgo

Los niveles elevados de marcadores del recambio 6seo constituyen un indicador de
riesgo aumentado de fracturas, independientemente del valor de la densitometria
mineral 6sea (DMO)(97,98)

El riesgo de osteoporosis esta aumentado en los fumadores y personas alcoholicas.
Esta poblacién suele ser mas delgada y tener menor actividad fisica, motivos que
influyen negativamente sobre la masa 6sea ademas, el tabaco actla negativamente
por multiples mecanismos patogénicoseg100;. También es importante sefialar la
deficiente nutricion y la disminucion de la ingesta del calcio en la dietafo13. En los
estudios de casos y control de las fracturas de cadera en hombres y mujeres fue
incrementado el riesgo con desordenes asociados con osteoporosis secundaria con

previo hipertiroidismo, cirugia gastrica e hipogonadismoyss soj-

¢ Fracturas previas
Las personas con antecedente de fracturas por traumas leves tienen un riesgo mayor
de sufrir nuevas fracturas osteoporoéticas en el futuro. La presencia de dos o mas
fracturas vertebrales se asocia con 12 veces mas aumento de riesgo de fractura por

cualquier DMO especificayio,102,47]-
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3.5 Fracturas

La osteoporosis es el mayor problema de salud y la posibilidad de predecir el riesgo de
fractura es esencial para las personas quienes cursan esta enfermedad. Las fracturas
osteoporoticas son el resultado de una combinacion de la fuerza reducida y el
aumento acelerado a la disminucién del hueso. Aunque la densidad mineral 6sea sigue
siendo la mejor evaluacion disponible no invasiva de la resistencia 6sea en la practica
clinica rutinaria, muchas otras caracteristicas del esqueleto también contribuyen a la
resistencia 6sea. Estos incluyen la microarquitectura 6sea (forma y geometria), la
microarquitectura 6sea (tanto trabecular y cortical), la matriz y la composicién mineral,
asi como el grado de mineralizacion, la acumulacion de micro-lesiones, y el recambio

6seo, que puede afectar a las propiedades estructurales del huesoyios,104]-

Las fracturas osteoporoticas son de importancia socioecondmica y de salud global. Los
sitios mas comunes de fracturas osteoporoticas incluyen la vértebra, cuello femoral y
el radio distal, donde la informacion de la microestructura es una clave para el total

entendimiento de la patogénesis y la mejor prediccion del riesgo de fracturayios;.
3.5.1 Fracturas vertebrales

La resistencia vertebral esta preservada por el hueso trabecular, el cual no es
microestructuralmente homogéneo, con bajo volumen éseo en las regiones superior
anterior y central (figura 1)[10s5;. LOS cuerpos vertebrales aportan una interesante area
de investigacion biomecanica después de algun tratamiento antiosteoporético que
promueven el crecimiento trabecular asi como del hueso corticalji0s,1077. Las fracturas
vertebrales son un indicador clinico de la progresion de la osteoporosis y proporcionan
informacion del riesgo de fractura en curso y de futuras fracturas osteopordéticas
independientemente de la densidad mineral 6sea, por ello se han utilizado nuevas
técnicas de compresibn mecanica para evaluar los efectos de grado de

mineralizaciongiog;.

23



Figura 1. Imagen de microscopio electrénico de Barrido de hueso trabecular vertebral|;g. A, el
micro-callo (MC) es vista en la trabécula vertical. B, las trabéculas verticales son relativamente mas gruesas

que las horizontales.

3.5.2 Fracturas femorales

Las fracturas del cuello femoral relacionadas con la osteoporosis son una causa
importante de mortalidad y morbilidad en personas de edad avanzada en todo el
mundoyi10,51. El cuello del fémur tiene que soportar altas compresiones y fuerzas de
corte continuamente. Estas fuerzas son aproximadamente de 1 x peso corporal (BW)
al estar de pie, pero son mucho mas altas durante las actividades fisicasios 111]. EStas
fracturas se consideran ser la causa para la pértida del hueso esponjoso y el
adelgazamiento del hueso compacto;12;. La fractura del cuello femoral generalmente
esta inducida por alguna caida, pero puede estar ocasionada por un impacto de
cadera. Cuando el hueso comienza a debilitarse por la osteoporosis, solo con una
ligera fuerza externa es suficiente para hacer mas suceptible el cuello femoral a la

fractura.
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Figura 2. Microestructura trabecular del cuello femoral de un hombre de 62 aiios (A); hombre
de 92 afios (B); mujer de 62 afios (C); mujer de 92 afios (D)(112;- El hueso trabecular es mayor en
un hombre de mediana edad de 62 afios y es mas bajo en una mujer de 92 afios de edad.

3.6 Mecanismos de patogénesis en la osteoporosis

Son tres los componentes principales que forman parte de la estructura Osea: El
componente mineral, matriz organica y componente celular. El componente principal
del hueso son los cristales de calcio y fosfato depositado en una matriz compuesta por
fibras proteicas, fundamentalmente colagena tipo | en el 90% y proporcionan al tejido

0seo flexibilidad y elasticidad relativa. EI componente mineral es el responsable de la
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rigidez dsea, y su exceso o disminucion tienen efectos adversos en la estabilidad

0seayss,113]-

El tejido 6seo se encuentra susceptible a fragilidad y ello se puede deber a diversas
causas: a) falla en la produccion de una masa esquelética optima y de la resistencia
durante el proceso de crecimiento, b) excesiva resorcion 0sea que causa una
disminucion y deterioro de la microarquitectura del esqueleto, ¢) formacion oOsea
inadecuada, como respuesta al incremento de la resorcion durante la remodelacion

0seayi14,36]-

Para entender la fisiopatologia de fragilidad esquelética, debido a una excesiva
resorcion 0sea y a una formacién Osea inadecuada, es necesario entender el proceso
de remodelacién 6seo, en el que la principal actividad es de las células dseas en el
esqueleto adulto. El proceso de remodelado éseo incluye un proceso de resorcion
mantenido por la actividad osteoclastica y un efecto de formacion 6sea mantenido por
la actividad osteoblasticayi1s36,116). L& regeneracion 6sea es un proceso que puede
ocurrir tanto en la superficie trabecular como en el hueso cortical. El proceso inicia con
la activacion de precursores hematopoyéticos de los osteoclastos, los cuales
normalmente requieren de la interaccion de la linea osteoblasticaj17,36). La fase de
resorcion de la remodelacion Osea es corta, y el periodo de reemplazo osteoblastico es
largo. Hay multiples causas por las cuales se incrementa la resorcion osteoclastica que
provoca la fragilidad esqueléticaji1s-1207 Y conducen a la pérdida ésea como sucede en

la osteoporosis.

La formacion de cristales mineralizados se presenta inicialmente en los espacios de las
fibras de colagena. Las fibras de colagena proporcionan una estructura que funciona
como andamio sobre el que se relacionan otras proteinas, las cuales cumplen
funciones diversasyi211227. Las proteinas no colagenas secretadas en el hueso
participan activamente en el proceso de mineralizacién y en ultima instancia controlan
el sitio y la cantidad de cristal mineral que se deposita, asi como la determinacion de

la calidad y propiedades biomecanicas comprendidas en su fase organica y mineralps;.
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3.6.1 Fosfatasa Alcalina
Existen dos tipos de isoenzimas de fosfatasa alcalina contenidas en el suero: fosfatasa
alcalina de tejido especifico que participa en células germinales, placenta e intestino, y
la fosfatasa alcalina tejido-no- especifica con presencia en higado, hueso y rifion.
Ambas estan codificadas por diferentes genes en los cromosomas 2 y 1
respectivamenteyio1-123). La TNAP es una proteina glicosilada que se encuentra en la
porcion externa de la membrana citoplasmaticaj24 y también se encuentra en las
vesiculas de matriz con una participacion importante para promover la mineralizacion
al regular las concentraciones extracelulares de fosfatos debido a que cataliza la
hidrolisis del pirofosfato inorganico (PPi) y por lo tanto disminuye las concentraciones
de este inhibidor de la mineralizacion, mientras que incrementa los niveles de fosfato
inorganico (Pi). La fosfatasa alcalina es el marcador bioquimico més ampliamente

al'?>1261 gy actividad se incrementa cuando

conocido para la actividad osteoblastic
inicia el proceso de mineralizacion de la matriz extracelular, por lo que es un marcador
temprano de la biomineralizacion 3?1, Se ha identificado en placas de crecimiento
de cartilago, células endosteales, células de médula O&sea, osteoblastos vy
cementoblastosyi24). La fosfatasa alcalina especifica de hueso ha demostrado ser un
marcador para el metabolismo 6seo més confiable que la fosfatasa alcalina total
proporcionando informacién acerca del recambio 6seo en pacientes con enfermedades

6seas metabdlicasyizg) como en la osteoporosis.

3.6.2 Osteocalcina
La osteocalcina es la proteina no colagena mas abundante de la matriz
extracelular también conocida como proteina acida de hueso y-carboxiglutamico (Gla)
0o BGP, los que se asocian con sus propiedades de union a calcio y cristales de
hidroxiapatita [**°). Posee una secuencia de 46 a 50 aminoacidos, con un peso de 5,6
kDa de proteina secretada y es producida exclusivamente por osteoblastos 2% Es
especifica del hueso y dentina, se encuentra elevada en situaciones de recambio 6sea

acelerado. Su funcion exacta en el remodelado 6seo no esta bien establecida pero se
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ha analizado el papel que podria desempefiar en su forma intracarboxilada en la

prediccion de masa 6sea y en el riesgo de fracturagizi iz2].

La osteocalcina ha sido utilizada como un marcador sérico rutinariamente de la
formacion Osea osteoblastica y se cree que actia en la matriz para regular la
mineralizacion, pero nuevas evidencias genéticas y farmacoldgicas apuntan a esta
proteina con un papel hormonalpiss, 1317- La osteocalcina carboxilada madura se
empaqueta en vesiculas intracelulares para la secrecion en la matriz 6sea y se secreta
en el microambiente 6seo para luego sufrir un cambio conformacional que se alinea
sus residuos Gla de unién a calcio con los iones de calcio en hidroxiapatita. Esta
propiedad fue propuesta inicialmente como un mecanismo para permitir a la
osteocalcina iniciar la formacion de estos cristales[ias.  Algunos estudios han
hipotetizado que la osteocalcina ejerce una funcibn mecanica dentro de la matriz 6sea
como resultado de la capacidad de unirse herméticamente a la hidroxiapatita y formar
un complejo con la coldgena a través de otra proteina de matriz como la

osteopontinayiss,izs].

3.6.3 Sistema RANKL - RANK
RANKL es el Ligando del Receptor Activador del Factor Nuclear k B. Es una citosina
involucrada en la diferenciacion de células precursoras de osteoclastos y promueve el
aumento de la actividad y supervivencia de osteoclastosiz7;. RANKL es expresado por
muchos tipos celulares incluyendo osteoblastos, células endoteliales y linfocitos T
activadosyiss 1397- El Unico receptor para RANKL, es RANK y esta union es capaz de
inducir una sefial de transduccion crucial para conducir al desarrollo del osteoclasto
desde células progenitoras hematopoyéticas asi como en osteoclastos maduros (figura
3)r140;- La union de RANK con RANKL puede promover la formacion, activacion y
supervivencia de los osteoclastos durante el remodelado 6seo asi como una gran
variedad de condiciones patologicas. Los genes que codifican para estos productos
son bien aceptados como genes que pueden influenciar al desarrollo de la
osteoporosispia1,1421. RANK es esencial para la osteoclastogénesis, ya que se ha

reportado que los ratones deficientes de RANK exhiben osteopetrosis severayias;.
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3.6.4 Osteoprotegerina
La osteoprotegerina (OPG) es un miembro de la superfamilia de proteinas receptoras
de factor de necrosis tumoral y esta expresada por osteoblastos asi como por otros
tipos celulares incluyendo a linfocitos de sangre periféricaiss-147. ESta proteina soluble
es un sefiuelo que es liberado por los osteoblastos y se une RANKL, por medio de una
inhibicibn competitiva para la unibn a RANK (expresado en la superficie de
osteoclastos) para bloquear la formacion osteoclastica e inhibir la resorciongiss iag].
Estudios acerca de esta via han explicado cédmo diversas sefiales fisioldgicas y
patofisiologicas extraen sus efectos en la formacidn osteoclastica, funcion vy
supervivencia y recientemente sobre el control del remodelado esqueletal y la masa
Oseapisg). Estudios muestran que la deficiencia de OPG exhiben osteoporosis grave
causada por el aumento de la resorcion osteoclasticapisi;. OPG y RANKL son moléculas
que juegan un importante papel en la formacién del osteoclasto y potencialmente

regulan la resorcion del tejido duropyay.

3.6.5 Estrogenos
Son hormonas esteroideas producidas primariamente en los ovarios, cuerpo IUteo y
placenta, aunque una pequefia pero significativa cantidad de estrégenos también
pueden ser producidos por érganos no gonadales (como higado, corazén, piel y
cerebro)pisz;. En hombres, la enzima aromatasa puede convertir la testosterona en
estradiol, y se ha observado que tiene influencia en la composicion del cuerpo, fuerza
y funcion sexualj;ss;. Existen tres tipos de estrogenos: Estrona (E1), Estradiol (E2 6
17B-estradiol) y Estriol (E3); y cada forma de estrégeno presenta diferentes
productos liberados a partir del colesterol por diferentes reacciones a través de la
biosintesis de estrogenos. E2, es el estrégeno mas abundante de toda la biosintesis de
estrogenos, y es el estrogeno mas potente durante el periodo pre-menopausico en la
vida de la mujer, mientras que E1 juega un papel después de la menopausia, cuando
estos son sintetizados en tejido adiposo a partir de la dehidro-epiandrosterona-
adrenal. E3 es el estrogeno menos potente y esta formado a partir de E1 por

hidroxilacion, y juega un papel importante durante el embarazo, produciéndose
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grandes cantidades en la placenta. La desactivacion estrogénica, como los niveles de
E2, pueden ser regulados por metabolismos especificos, incluyendo la conversion

desde E2 a una forma menos activa como E1 0 E3[;52 154].

3.6.6 Importancia de Estrégenos en el metabolismo d6seo
Es bien conocido que los estrogenos tienen un papel multifuncional e influyen en el
crecimiento, diferenciacion y funcion en muchos tejidos. Son esenciales para el
crecimiento y desarrollo 6seo, asi como para el mantenimiento de la salud 6sea en la
edad adulta. La deficiencia de estrogenos en el inicio del periodo de la menopausia se
asocia a la peérdida Oseayissiz» La funcion del estradiol, consiste en estimular la
expresibn de OPG y disminuye asi la expresion de RANKL en osteoblastos. El
estrogeno desencadena una serie de respuestas celulares en osteoblastos y
osteoclastos a partir de dos receptores de estrogenos de alta afinidad (ERa y ERP).
Los osteoblastos sintetizan RANKL, necesario para la funcion y formacion de

osteoclastos, y la osteoprotegerina (OPG), su receptor sefiueloy;ss;.

La deficiencia de estrogenos es el factor mas influyente para padecer osteoporosis en
la mujerpse;. Previos estudiospisziss) sugieren que el estrogeno ovarico preserva la
masa Osea por restriccion local de citosinas que promueven la resorcién 0sea; por lo
tanto la produccion deficiente de estrégenos en el periodo de la menopausia
promueve la resorcion Oseaps7;;. En mujeres posmenopausicas que carecen de
estrogenos, estan afectados por la osteoporosispisg;. Diversos estudios han
demostrado que la terapia de estrégeno juega un papel osteo-protector tanto en

humanos como en roedores con 0Steoporosisyieo)-
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Figura 3.- Sistema RANK—OPG—RANKL en células 6seas por estimulo del estrogeno. A,
RANK se expresa en células de origen hematopoyético (precursor de osteoclastos) y su unién con
RANKL expresado en osteoblastos (OB), induce la osteoclastogénesis, asi como la activacion de la
resorcion 6sea. B, El estrogeno estimula la expresion de osteoprotegerina en osteoblastos para la
inactivacion osteoclastica o induccién a apoptosis.

3.7 Tratamiento

La mayoria de las fracturas ocurren como el resultado de caidas, y por ello es
importante la disminucion de este riesgo. El objetivo de las terapias farmacolégicas
para la osteoporosis es la de prevenir las fracturas a través de la inhibicion de la
resorcion 6sea asi como también la estimulacion de formacion Oseayie1;. Existen dos
clasificaciones de farmacos para el tratamiento de la osteoporosis: los
anticatabdlicos o agentes antirresortivos, cuyo objetivo es detener el proceso
de la resorcion 0sea; la segunda clasificacion incluye a los agentes anabdlicos, cuyo
objetivo es no s6lo detener la resorcion sino incrementar la DMO perdida a causa de la

osteoporosis. Entre los tratamientos antirresortivos se encuentra la administracion de
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vitamina D, el Calcio, la terapia hormonal (derivados de estrogenos), bisfosfonatos, los
moduladores selectivos del receptor de estrogeno, y la calcitoninas ie27; Y actualmente

s6lo se ha aprobado a la Teriparatida como terapia anabolica [163-165).

3.7.1 Anticatabolicos/Antirresortivos
El calcio y la vitamina D tienen distintas funciones en la fisiologia del hueso, sin
embargo muchos ensayos han examinado diferentes combinaciones de estos dos
tratamientos. La suplementacion de solo calcio ofrece pequefios efectos beneficiosos
sobre la DMO durante toda la vida después de la menopausia y podria reducir
ligeramente la tasa de fracturas. El bajo nivel de vitamina D se ha asociado con una
reduccion de la DMO, un alto recambio 6seo, y un mayor riesgo de caidas y de
fracturas de cadera en los ancianos, pero existen dificultades para establecer las
concentraciones adecuadas de vitamina Dyio;. Diversos estudiosyiss-170) Sugieren que el
calcio solo o en combinacion con la vitamina D tiene sé6lo un efecto modesto sobre el
riesgo de fractura y que es mas probable que la vitamina D sea eficaz en individuos

con deficiencia de ésta.

Las terapias de reemplazo hormonal incluyen la combinacién de estrégenos y
progesterona. Se ha visto que la combinacion de éstas reducen significativamente las
fracturas vertebrales, de cadera, antebrazo y mufieca. Ademas, este tipo de
tratamiento estd indicado para aliviar los sintomas de la menopausia tales como la
sequedad vaginal, bochornos y reduce el riesgo de cancer de colon; sin embargo
posee efectos colaterales que incluyen el riesgo de desarrollar cancer de mama,
tromboembolia venosa, enfermedad de arterias coronarias e infarto. También existe
preocupacion acerca del cancer endometrial en el Utero cuando la terapia de
estr6genos no es prescrita junto con la terapia de progesterona. Empero, esta terapia
estrogeno/hormona ha sido aprobada por la Agencia de Alimentos y Medicamentos
(FDA, por su acrénimo en inglés Food and Drug Administration) para la prevencion de

la osteoporosis, alivio de los bochornos y atrofia vulvovaginalji71-174.
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El Raloxifene es una droga de receptor agonista de estrogeno/antagonista aprobada
por la FDA para la prevencion de la osteoporosis como droga anti-catabdlica. Su
administracién incrementa la DMO en la espina lumbar, cadera y en el cuello del
fémur. Reduce el riesgo de fracturas vertebrales y recientemente recibid una
aprobacion adicional por la FDA como droga que permite la disminucion del riesgo de
cancer de mama no invasivo. Sus efectos colaterales incluyen el riesgo de

tromboembolismo venoso y bochornosyizs 17e)-

La calcitonina es un agente biolégico de la clase anti-catabdlica y es una droga
aprobada por la FDA y ha probado tener efectos positivos para el tratamiento de la
osteoporosis. Sus efectos reflejan que es Gtil para incrementar la DMO ligeramente de
la espina dorsal y cadera, y se determind que su administracion reduce las fracturas
vertebrales, pero no se comprobé algun beneficio para reducir las fracturas de cadera
o las fracturas no vertebralesyi777. Debido que es prescrito como atomizador nasal, sus
efectos colaterales incluyen irritacion y sangrado nasal ocasional. Asimismo tiene un

posible efecto analgésico en pacientes con fracturas de compresion vertebralp;zs).

Los Bifosfonatos son un grupo de agentes antirresortivos que disminuyen la resorciéon
O0sea por medio del mecanismo de inhibicion de la funcion osteoclastica y ello
representa un gran avance en el tratamiento de la osteoporosis. Estos son analogos
quimicamente estables del pirofosfato inorganico y se utilizan principalmente en
pacientes con metastasis 0sea y osteoporosis como prevencion y tratamiento. Los
diferentes tipos de Bifosfonatos incluyen el alendronato, residronato, ibandronato y
acido zoledrénico. Estas exhiben diferentes grados de potencia segin el tipo de
osteporosis que presentenpize) y han probado ser efectivas para mantener la DMO en
sitios susceptibles a fracturas por la disminucion de la masa 0sea [i79-1817. Entre los
efectos secundarios que se han asociado a este tipo de farmacos se encuentra la

irritacion gastrointestinal, dolor muscular, y osteonecrosis mandibularisz,1s3)-

Los inhibidores de RANKL como el Denosumab, son anticuerpos monoclonales

producido contra el receptor activador del factor nuclear kB-ligando (RANKL). Cuando
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el Denosumab se une a RANKL, inhibe la formacion osteocléstica, su funcion y
sobrevivencia y por ello, la DMO se incrementa y la resorcion ésea se detiene. Se ha
determinado que el Denosumab reduce las fracturas vertebrales, no vertebrales y

fracturas de cadera en mujeres postmenopausicas con 0Steoporosisyig.

3.7.2 Agentes anabdlicos
A diferencia de las terapias anteriormente mencionadas que actdan principalmente
para reducir la resorcion ésea, la primera terapia claramente anabdlica que estimula la
formacion de hueso es la hormona paratiroideapss;. En mamiferos, la hormona
paratiroidea (PHT) regula la homeostasis del calcio. La PTH posee en la forma larga
que consiste de 84 aminoacidos, sin embargo los fragmentos de la N-terminal son
responsables de sus efectos metabdlicos. Se ha demostrado que la intermitente
inyeccion de PTH proporciona un efecto osteo-anabdlico, mientras que la continua
administracion de PTH por infusion produce efectos catabdlicos en el hueso
corticaljigs;. La combinacion de PTH con estrégenos ha demostrado un efecto
osteoanabolicopis7;. También hay evidencia de que la respuesta a la PTH puede ser
modificado por el tratamiento previo con antirresortivos. Por ejemplo, el tratamiento
previo con alendronato resulté en una respuesta de DMO atenuada con teriparatida,
mientras que en los tratados anteriormente con raloxifeno, la respuesta de la densidad
mineral 6sea no fue diferente que en los pacientes sin tratamiento previopggy. Sin
embargo, no se ha probado su eficacia para el tratamiento de fracturas de cadera. En
estudios en ratas la administraciéon de esta droga estd asociada a la presencia de
osteosarcomas. Sus efectos colaterales mayores incluyen: hipercalcemia, calambres en
las piernas y mareo. Debido a su asociacion con el desarrollo de los osteosarcomas, la

FDA ha limitado su administracion a los 24 mesesyigg).
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3.7.3 Nuevos agentes
Actualmente han surgido nuevos agentes para el tratamiento de la osteoporosis con el
fin de contar con otras alternativas que cumplan con los requerimientos de prevenir
las fracturas a causa de esta enfermedad. Entre ellos, se encuentra el Ranelato de
estroncio que ha sido aprobado en la Union Europea para el tratamiento de la
osteoporosis posmenopdausica debido a que incrementa la formacion 6sea y reduce la
resorcion; sin embargo, este mecanismo de accién aun no es muy claro. El ranelato de
estroncio posee eficacia contra fracturas vertebrales y no vertebrales y podria ser
alternativa a los bisfosfonatos en el tratamiento de la osteoporosis
posmenopausicapigo); Sin embargo, entre los efectos secundarios, destaca por su
gravedad en la trombosis venosa, el tromboembolismo pulmonar, y los efectos
secundarios dermatoldgicos, entre los que se incluyen el sindrome de Stevens
Johnson, la necrolisis epidérmica toxicay una reaccién de hipersensibilidad grave
conocida como DRESS (acronimo formado por las iniciales en inglés de Drug Rash with

Eosinophilia and Systemic Simptoms)ie1;.

3.8 Modelos de estudio para osteoporosis

La Ovariectomia es actualmente el modelo ampliamente més estudiado para mimetizar
el proceso de Osteoporosis posmenopausica, debido a que la abstinencia de
estrogenos causa un rapido incremento de la resorcion Osea asociada con una
disminucion sustancial de la masa 0seayig2;. LOS experimentos en modelos animales en
los que se han realizado la ovariectomia (también llamada ooforectomia) incluyen mini
cerdos, monos, conejos [193-196]. Otros modelos osteoporoéticos incluyen la induccion de
glucocorticoides estudiados en embriones y adultos de pez cebraig7; al igual que la
supresion de expresion génica (knowkout) para la generaciéon del fenotipo

osteoporoticorsss).
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4. Proteina de Adhesion del Cemento radicular (HACD1/CAP).

De los tejidos mineralizados en el humano, el cemento radicular contiene moléculas
especificas expresadas Unicamente por cementocitos, cementoblastos y sus
células progenitoras presentes en el ligamento periodontal. Estas moléculas
Unicas son la Proteina de Adhesion del Cemento radicular (HACD1/CAP) y la
Proteina del Cemento 1 (CEMP1), y se cree que regulan las actividades biologicas de

las células del ligamento periodontaljigg-203]-

En estudios previos se cloné e identific6 un ARNm a partir de una biblioteca derivada
de un linea celular de un fibroma cemento-osificante humano, que codifica para una
isoforma truncada de la 3-hidroxiacil-CoA-dehidratasa 1 antiguamente denominada
PTPLa y actualmente denominada HACD1[;9g;. El gen que codifica a CAP se localiza
en el cromosoma 10, regién pl3-pl4 y posee 6 exones. Este gen codifica para dos
productos: uno de 288 (proteina tirosina fosfatasa A) y otra de 140 aminoacidos,
respectivamente. La proteina de 288 aminoacidos es la HACD1 que esta expresada en
el desarrollo y en etapas posnatales de musculo esquelético e implicada en la
elongaciéon de los &cidos grasos de cadena muy larga en la formacién de la fibra
muscularpzos,205). EI RNAM que codifica a la proteina de 140 aminoéacidos corresponde
a la proteina de Adhesion del Cemento Radicular, en el que 125 aminoéacidos del
Amino-terminal son idénticos a HACD1 y su ADNc esta conformado por 1435 pares de
basesz061. El resto del Carboxilo-terminal de CAP constituye el sitio de splicing donador
en el ex6on 2 de HACD1. HACD1/CAP posee dos sitios transmembranales y la
proteina se trunca después del segundo sitio transmembranal. Esta truncacion elimina
la secuencia de HACD1 “IVHCLIGIVPT” la cual es el motivo de sitio activo de fosfatasa
y es sustituido por la secuencia de 15 aminoacidos VSFPSCCFSIAVIFM (Val-Ser-
Fen-Pro-Ser-Cis-Cis-Fen-Ser-Iso-Ala-Val-Iso-Fen-Met). Por lo tanto, CAP es una

isoforma y splicing alternativo de HACD1[19g).

HACD1/CAP fue la primer proteina especifica aislada e identificada del cemento

radicular humano y se ha demostrado que juega un papel importante en el
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reclutamiento y diferenciacion en la formacion del cementopoo,207,208,201,203;- Ademas,

posee gran afinidad a la fibronectina y a la hidroxiapatitajzoz;.

Los analisis /n silico indican que la carga eléctrica de HACD1/CAP es neutra (pl 7.78),
asi mismo, refieren que es una proteina hidrofébica y que su localizacion es
citoplasmatica en un 94.19% debido a la carencia de péptido sefial. También estos
andlisis sugieren la existencia de modificaciones postraduccionales, particularmente
fosforilaciones, y se ha demostrado que incrementa los niveles de fosfatasa alcalina, y
esta activamente presente en la biomineralizacion. Estudios que se han realizado con
esta proteina en un sistema libre de células han demostrado que CAP tiene el
potencial para formar cristales de hidroxiapatita. Las vias de sefalizacion intracelular
involucradas que se han identificado y se propone participan en proliferacion y
diferenciacion celular son la via de Smad-1 (via candnica de sefializacion de BMP) y la
via de MAPKi982077. Por ello se deduce que la proteina CAP esta involucrada en

procesos de biomineralizacion.

4.1 Péptido de CAP (pCAP)
Como se menciond anteriormente, HACD1/CAP codifica para un producto de 140
aminoacidos y el splicing alternativo ocurre exactamente en el sitio de actividad de la
HACD1. Este splicing alternativo comprende los udltimos 15 aminoacidos de la
secuencia de la proteina en el Carboxilo terminal: VSFPSCCFSIAVIFM (Val-Ser-Fen-
Pro-Ser-Cis-Cis-Fen-Ser-1so-Ala-Val-1so-Fen-Met), por lo que se infirid que su funcién
podria ser diferente. Este péptido posee un peso molecular de 1.65 kDa, un punto
isoeléctrico de 5.48. Ademas, esta secuencia es Unica en las bases de datos y lo mas
destacable, es que este péptido que ha sido sintetizado, al realizar pruebas en un
sistema en contradifusion libre de células /n vitro ha demostrado poseer propiedades
idénticas a la HACD1/CAP debido a la alta afinidad de unirse a la hidroxiapatita, asi
como promover la formacién de cristales de hidroxiapatita mimetizando asi las
funciones de la proteina completa. En estudios previos, se ha demostrado que el
péptido sintético promueve la formacion de nuevo tejido 6seo /7 vivo en defectos de

tamafio critico en calvarias de ratapoz; y €n tibias de conejopgg).
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Figura 4. Modelo tedrico de la estructura secundaria de la proteina HACD1/CAP conformado por
hélices alfa y estructura aleatoria. La region en rojo indica la regiéon de 15 aminoéacidos en el Carboxilo-
terminal (pCAP).
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Figura 5. HACD1/CAP. A, Microfotografia obtenida en el Microscopio Electrénico de Barrido (MEB) de los
cristales de fosfato de calcio formados en el sistema de contradifusion en gel de silicato mediante el uso de la
proteina HACD1/CAP. B, Espectroscopia de dispersion de rayos X (EDS), de cristales de hidroxiapatita
formados en presencia de la proteina HACD1/CAP. La relacion Ca/P = 1.67 corresponde a hidroxiapatita de
tipo bioldgicozoz)-
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Figura 6. Péptido de CAP. A, Microfotografia obtenida por MEB de los cristales de fosfato de calcio
formados en el sistema de contradifusion en gel de silicato mediante el uso del péptido pCAP. B,
Espectroscopia de dispersion de rayos X (EDS), de cristales de hidroxiapatita formados en presencia del
péptido de HACD1/CAP. La relacion Ca/P = 1.64 corresponde a hidroxiapatita de tipo bioldgico.
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Figura 7. Secciones histologicas teiiidas con Hematoxilina y Eosina después de 4 semanas de
tratamiento con hrHACD1/CAP en un defecto de calvaria de tamafio critico[yoz;. A, Defecto en
control vacio. Margenes del defecto muestran la conexion con un tejido conectivo fibro-denso. B, control con
matriz de gelatina muestra el defecto ocupado por tejido conectivo fibro-denso. C, matriz de gelatina
embebida con hrHACD1/CAP muestra la formacion de tejido 6seo en el defecto. Las flechas muestran el
borde del defecto de calvaria.

Figura 8. Secciones histologicas tefiidas con Hematoxilina y Eosina de 8 semanas de tratamiento
con hrHACD1/CAP en un defecto de tamafio critico béveda craneal de rata;,g,;. A, Defecto vacio y
B defecto tratado con matriz de gelatina muestran la conexién de los bordes del defecto por un tejido
conectivo fibro-denso. C, defecto experimental tratado con matriz de gelatina embebida con hrHACD1/CAP
muestra la formacion ésea y un espacio ocupado por tejido fibroso conectivo denso y tejido osteoide. Las
puntas de flecha indican los bordes del defecto de la béveda craneal.
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Figura 9. Cortes histologicos tefiidos con Tricromica de Masson, de tibias de conejo con
membrana tratada con péptido de CAP durante 20 semanas (A) y sin el péptido de CAP (B)[2q9].
A, Se observa un fragmento de hueso vital, el cual presenta diversas areas de calcificacién, el hueso cortical
y trabecular es vital (a), presenta hacia el centro del corte una extensa zona de fibras de colagena dispuestas
en forma condensada (b), se observa también una zona de cartilago vital el cual esta activo y esta4 generando
calcificacién 6sea de tipo endocondral (c). Estas areas se encuentran entremezcladas con areas de tejido
hematopoyético correspondiente a médula amarilla y en menor grado roja (d); dispuesto todo sobre una
matriz de tejido conjuntivo fibroso denso y laxo bien vascularizado (e). B, Se observan dos fragmentos de
tejido 6seo compuesto por hueso cortical y trabecular vital entremezclados con areas de médula amarilla (a).
En el centro se observa un area de hemorragia mezclada con plasma.

Figura 10. Imagenes de Tomografia Computarizada en tibias de conejo sin péptido (imagen
superior) y con la utilizacion del péptido de CAP (imagen inferior)(qg;.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La osteoporosis es la enfermedad 6sea mas comun en humanos y afecta ambos sexos
generalmente en la edad adulta y/o en la tercera edad. Esta enfermedad progresiva
conduce a la fragilidad 6sea aumentando el riesgo de presentar fracturas que pone en
riesgo la salud del individuo. Las fracturas de cadera son las fracturas mas comunes
que se asocian a altos indices de morbilidad y mortalidad y los costos de vida
ascienden a méas de 20 mil millones de ddlares en los Estados Unidos de América
(costo estimado en 1997) y mas de 2 mil millones de Euros en el Reino Unido (en
2012)[180,181]-

Las mujeres constituyen el grupo principal de riesgo a padecer osteoporosis debido a
que al cursar por el periodo de la menopausia a partir de los 50 afios de edad
aproximadamente, constituyen el principal grupo de riesgo debido a la disminucién de
los estrogenos, los principales reguladores de la homeostasis dsea, durante y mas aun
después de la menopausia. Tan sélo en México, el 22% de la poblacién padece esta
enfermedad, lo que significa que 1 de cada 4 mexicanos tendra posibilidad de tener

fracturas a causa de esta enfermedad (60,63, 65]-

Actualmente existe una gran variedad de alternativas farmacéuticas para prevenir
fracturas, y muy pocas para incrementar la DMO en pacientes con osteoporosis, sin
embargo, éstos poseen efectos colaterales asociado a afecciones en distintos tejidos,
tales efectos secundarios son epistaxis e irritacion (ocasionalmente acompafiado de
sangrado) nasal, irritacibn del tracto gastrointestinal, dolor musculo-esquelético,
calambres en piernas, hipercalcemia, mareos, osteonecrosis maxilar y mandibular,

hasta el desarrollo de cancer endometrial, cancer de mama y osteosarcomasso-ss,e3,6s]-
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6. JUSTIFICACION

Actualmente sélo un farmaco ha sido aprobado por la FDA como agente anabdlico
para incrementar la DMO perdida a causa de la osteoporosissseses); por ello, es
importante y necesario buscar y proponer nuevos agentes no soOlo prevengan
fracturas, sino que incrementen la masa 0sea para recuperar las funciones propias del
tejido 6seo. Por esta razon, en este proyecto se propone la utilizacion de un péptido
sintético derivado de la Proteina de Adhesion del Cemento radicular en un modelo
osteoporotico para comprobar las propiedades biolégicas demostradas en sistemas /17

vitro e in vivo para la regeneracion de tejidos mineralizados.

La utilizacién de péptidos tiene propiedades ventajosas: es de facil sintesis y por ende,
una obtencion mas factible comparado con la proteina recombinante que implica bajos

costos, y, debido al bajo peso molecular, no desencadena respuesta inmunologica.

Estos datos sugieren la importancia y la utilidad del pCAP para la terapéutica en la
regeneracion de los tejidos mineralizados que se han perdido debido a defectos
congénitos, cancer y enfermedades que afectan las estructuras 0seas, particularmente

la osteoporosis.
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7. HIPOTESIS

El péptido de CAP induce la regeneracion 6sea en un modelo osteoporético animal,

aumenta la densidad mineral ésea y recupera las funciones del hueso sano.

8. OBJETIVO GENERAL

Comprobar el potencial de regeneracion inducido por el péptido sintético derivado de
la Proteina de Adhesion del Cemento radicular (CAP) para el tratamiento de la

osteoporosis en un modelo animal utilizando ratas Wistar ovarioectomizadas.

8.1 Objetivos especificos:

v' Determinar el incremento de la Densidad Mineral Osea en los grupos de ratas
Wistar ovariectomizadas tratados con el péptido sintético pCAP

v' Determinar si la administracién del péptido sintético pCAP recupera las
caracteristicas biomecanicas como resistencia 6sea en los grupos tratados.

v Determinar las caracteristicas histoldgicas y sus diferencias entre las ratas que
cursan con osteoporosis y las tratadas con pCAP.

v' Determinar si el péptido sintético pCAP es un agente con efecto regenerador en

las ratas Wistar ovariectomizadas.
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9. MATERIAL Y METODOS

Descripcion del método: Disefio experimental y comparativo.

Formacion y distribucion de grupos de estudio

Animales

Se incluyeron veinticuatro ratas sanas de la cepa Wistar con un peso de 250 g +/- 50
g y de una edad de 16 semanas. Los animales se mantuvieron a temperatura
controlada a 25 ©C £ 2 °C con 12 horas de luz / oscuridad-ciclo. Se alimentaron con la
dieta estandar de laboratorio y agua ad /ibitum. Antes de llevar a cabo el experimento,
se obtuvo la aprobacion ética de acuerdo al Comité Institucional de Etica Animal de la
Facultad de Odontologia. Los 24 animales se distribuyeron en cuatro diferentes grupos

con una n==6 de la siguiente manera:

Grupo 1.- Seis ratas de la cepa Wistar que fueron sometidas a ovariectomia (OVX)
bilateral y 12 semanas postquirargico se inicia la inoculacion de pCAP a una

concentracion de 40ug/dia durante 12 semanas por via intraperitoneal.

Grupo 2.- Seis ratas de la cepa Wistar que fueron sometidas a OVX bilateral y 12
semanas postquirdrgico se inicia la inoculacion de pCAP a una concentracion de

80ug/dia durante 12 semanas por via intraperitoneal.

Grupo 3.- Seis ratas de la cepa Wistar que fueron sometidas a OVX bilateral y 12
semanas postquirdrgico son tratadas con vehiculo (soluciébn amortiguadora de

fosfatos; PBS) inoculado intraperitonealmente actuando como control positivo.

Grupo 4.- Seis ratas de la cepa Wistar a las que NO se les realiza ningun
procedimiento quirargico y al mismo tiempo de inicio de inoculacién del
tratamiento de los grupos anteriores, son tratadas con vehiculo (solucion
amortiguadora de fosfatos, PBS) inoculado intraperitonealmente actuando como

control negativo.
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Cumplidas las 12 semanas de tratamiento, se realiza la eutanasia de los animales con
monoxido de carbono. El disefio experimental se observa en la figura 11.

24 ratas Wistar
= 4 grupos ﬁ
a. n=6 g
: :
o o
g OVX — 12 semanas g:
Q S
o n
5 | | S
= G1 G2 G3 G4 =
Q| | sanas ovX OVX + OVX + 3
=t pCAP 40 pCAP 80 o
pg/dia ug/dia

S

12 semanas de tratamiento

( Eutanasia )
* Recoleccionde vértebras L-4 y L-5 * Recoleccion tejidos blandos:  Corazon,
* Recoleccion de Fémures. Pulmon, Rifidn, Higado, Bazo y Cerebro.
Pruebas Biomecanicas: Analisis Histolégicos: Analisis Bioquimicos en
Compresionala 5° Tricromica de Masson suero
Vértebra Lumbar H&E (ALP, OCN, RANKL, OPG)

Figura 11. Esquema general del disefio experimental. Se utiliz6 una poblacién de 24 ratas Wistar
distribuidas en 4 grupos. G1, grupo sano; G2, grupo osteoporético sin tratamiento; G3, grupo osteoporoético
con inoculacién intraperitoneal de pCAP a concentracion de 40 pg/dia durante 12 semanas; G4, grupo
osteopordtico con inoculacion intraperitoneal de pCAP a concentracion de 80 pg/dia durante 12 semanas. Al
inicio y final del tratamiento se obtuvieron imégenes por Microtomografia Computarizada (UCT) y recoleccion
de sangre para analisis bioquimicos de suero. Después de la Eutanasia se recolectaron tejidos 6seos y tejidos
de 6rganos vitales para los andlisis histologicos y pruebas mecénicas.
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Generacion del modelo osteoporotico

Con el fin de promover el desarrollo de osteoporosis en los grupos de estudio y en el
grupo control positivo (grupo 2, 3 y 4 respectivamente) se realizO Ovariectomia
bilateral (OVX) a 18 ratas.

Anestesia: Los animales se tranquilizaron con maleato de acepromicina (Relax

0.5g/100ml) a una dosis de 0.05 ml/kg.
Ovariectomia:

e Una vez sedada y tranquilizada la rata, se coloca en posicion decubito lateral,
se procede a afeitar la zona de incision a partir de la ultima costilla formando
un rectangulo de 4 x 3 cm aproximadamente.

e Se realiza la asepsia de la zona con solucién electrolizada con pH neutro.

e Con un bisturi, se realiza una incision lineal de aproximadamente 2 cm.

e Se identifica el musculo y se expone la cavidad abdominal.

e Cuidadosamente se localiza e identifica el cuello uterino, el cual se liga justo en
la zona media con sutura de acido poliglicélico 6/0 con seis nudos.

e Se escinde el ovario.

e Se sutura por planos (la musculatura abdominal y la piel) con &cido poliglicélico
de 4/0.

e Limpieza de la zona quirdrgica con agua oxigenada.

e Llas ratas se mantienen en condiciones de bioterio durante 12 semanas
expuestas a 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, a una temperatura media
de 22 ©C con alimentacion ad libitum.

Esta técnica se realiza bilateralmente para el desarrollo de osteoporosis.
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Determinacion de la Densidad Mineral Osea (DMO) por

Microtomografia Computarizada (pCT)

Para poder evaluar la densidad mineral 6sea (DMO), se obtuvieron imagenes por
medio de un microtomodgrafo (UCT) en zonas corticales de cuarta vértebra lumbar y
fémur de todos los animales al inicio (dia 0) y final (12 semanas) de tratamiento con
pCAP40 pg/dia y pCAP 80 pg/dia. La uCT de alta resolucién se realizé en un equipo
Albira ARS (Oncovision, Espafia) en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCAN). Las
caracteristicas de adquisicion fueron: una fuente de rayos X de 35 micras (tamafio
nominal de punto), CT-High-Res HDHV (alta dosis —bajo voltaje) de 0.4 mA con 35 kV.
El nimero de proyecciones fue de 400 y el tiempo de proyeccién de 1 segundo. La
reconstruccién de las imagenes 3D se realiz6 a maxima intensidad de proyecciones
con el propio software del equipo Albira utilizando el método de Retroproyeccién
Filtrada (FBP).

El andlisis se baso en la evaluacion de la DMO de fémur y cuarta vértebra lumbar a
partir de la determinacion del coeficiente de atenuacién de rayos X, expresado en
unidades Hounsfield (HU), para describir los diferentes niveles de radio-densidad, que

se obtiene a partir de la siguiente formula:
HU = Hz — flagua % 1000

Hagua

En donde, px = coeficiente de atenuacion lineal del tejido o material de interés.

Hagua = coeficiente lineal del agua.

El ajuste para la DMO segun los parametros de la CT HighRes HDHV son:

DMO = 1.55 + 0.135HU + 0.00186HU? - 1.02 x 10°HU3.
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Los valores del contenido de hidroxiapatita (HA) estan dados en un Phantom estandar
con diferentes niveles de concentracion de HA que se compararon con los valores

obtenidos de las muestras.

Se identific6 una regién de interés (ROI) de un milimetro cubico (Imm?®) entre la
diafisis y metafisis de las areas corticales del fémur y en la regiéon central del hueso

cortical del cuerpo de la vértebra.

Los resultados de la DMO se muestran en valores porcentuales tomando como
referencia al grupo control sano (100%). Por medio de una regla de tres se obtuvieron

los porcentajes de cada grupo con y sin tratamiento:

DMO OVX_*100
DMO SANO

48



Resistencia a la compresion de la 5ta vértebra lumbar

La resistencia a la compresion 6sea de la quinta vértebra lumbar (L5) se realizd
mediante la Maquina de Pruebas Universal Instron® (mod. 5567) equipada con una
celda de carga de 1,000 Newton (N). Se recolectaron las vértebras L5 de todos los
animales aislandolas de la columna vertebral. Se limpié de tejidos circuncidantes y se
eliminaron las apofisis espinosas de las vértebras alineandolas en sus extremos
axiales. Se procedié a medir el diametro y la longitud del cuerpo vertebral. Cada
muestra se colocé en posicidn vertical alineada al centro de referencia del marco de la
base de la Maquina de Pruebas Universal (figura 12). Una vez depositada la muestra
en la Maquina de Pruebas, el puente superior desciende a una velocidad de Imm/min
hasta lograr la fractura de la muestra. La fuerza ejercida es expresada en N. Con los
valores de la fuerza (F) se calculd la resistencia a la compresion (R) usando la

expresion matematica siguiente:

R =F/A
Donde A es el area transversal de cada 5ta vértebra lumbar calculada con:
A= I/ (4D%)

Donde D es el diametro de cada vértebra.

Los valores de R fueron proporcionados por el Software Merlin, (integrado a la
maquina de prueba). Los resultados se promediaron y reportaron como resistencia a

la compresién en N/mm?.

Figura 12. Preparacion y colocacion de la muestra para pruebas biomecanicas. Las lineas blancas
demarcan la eliminacién de las apofisis espinosas y las lineas azules sefialan la medicion del didmetro vy
longitud del cuerpo vertebral, datos ingresados al software (imagen izquierda). Cuerpo vertebral L5 colocado
en el marco de prueba del equipo Instron (imagen derecha).
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Analisis histologicos

Se recolectaron tejidos 0seos de todos los animales: Vértebras lumbares cuartas y
quintas (L4 y L5 respectivamente) y fémures derecho e izquierdo fijadas en
paraformaldehido al 10% y procesadas para andlisis histolégico. También se
recolectaron los tejidos blandos de 6rganos vitales como: Corazén, pulmones, higado,
rifiones, cerebro y bazo.

Procesamiento de muestras de tejidos 6seos:

Una vez fijadas en paraformaldehido al 10%, las muestras se lavaron con agua
corriente durante 2 horas y se colocaron en una solucion de EDTA al 10% durante 4
semanas para su descalcificacion. Al finalizar el tiempo de deshidratacion, se
clarificaron con xileno y se embebieron en parafina para la realizacion de cortes de
5um de grosor, las cuales fueron tefiidos con Tricromica de Masson para el andlisis
histolégico mediante microscopia Optica utilizando el microscopio AxioSkop 2 Carl
Zeiss, Alemania. Se tomaron fotomicrografias del cuello y céndilo del fémur con el fin
de analizar la composicion del hueso trabecular, patrones de remineralizacion ésea y/o
aumento del grosor trabecular, presencia de osteocitos, osteonas, osteoblastos,
vascularizacion y matriz osteoide.

Procesamiento de muestras de tejidos blandos:

Una vez fijadas en paraformaldehido al 10%, las muestras se lavaron con agua
corriente durante 2 horas. Los tejidos fueron deshidratados durante 12 horas con
diferentes porcentajes de etanol. Las muestras se clarificaron con xileno y se
embebieron en parafina para la realizacion de cortes de 5um de grosor, los cuales
fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina con el fin de observar las diferentes
estructuras de los tejidos, reaccion inflamatoria y/o reaccién a cuerpos extrafios.
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Analisis de marcadores bioquimicos en suero

Se recolecté una muestra de sangre de todos los animales al inicio (dia 0), mitad (6
semanas) y final (12 semanas) del tratamiento. Se centrifugd a 4000 revoluciones por
minuto durante 15 minutos para separar el contenido sérico. La sangre y el suero se
conservaron a -80°C hasta el analisis. Para el descongelamiento del suero la
temperatura se ascendio desde -80°C a -20°C y 4°C hasta temperatura ambiente
hasta su uso para medir la actividad de Fosfatasa Alcalina (TNP), y para los ensayos
ELISA para Osteocalcina (OCN), Osteoprotegerina (OPG) y el Ligando del Receptor
Activador de RANK (RANKL).

Actividad de Fosfatasa Alcalina:

La actividad de la fosfatasa alcalina (TNP) se determin6é por medio de la técnica de
Lowry et a/(1954). El suero fue extraido de los 4 grupos de estudio y fueron
separados por medio de centrifugacién a 4,000 revoluciones por minuto durante 15
minutos. La actividad enzimatica se analizé utilizando p-nitrofenil-disodio-fosfato (PNP)
8 mM como sustrato y MgCl, 2 mM en amortiguador de Tris-HCI 0.1 M, a pH 9.8 e
incubadas a 37° C por 30 minutos. La reaccién se detuvo por adicién de 50 mL de
NaOH 0.05 N y la absorbancia se determind a 405 nm. Las muestras se analizaron en
condiciones que aseguraron linealidad con respecto al tiempo y a la concentracion de
la proteina. La concentracién de la proteina se determiné de acuerdo a método de
Bradford (1976) usando albumina (BSA) como estandar. Los ensayos se hicieron por

triplicado y se repitieron tres veces.

Identificacién de biomarcadores por medio de ELISA:

Por medio del ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA, por el acrénimo
en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) se realizaron las pruebas para la

identificacion de los biomarcadores: Osteoprotegerina (OPG), Osteocalcina (OCN) y
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el Ligando del Receptor Activador de RANK (RANKL) utilizando el kit Rat Osteocalcin
ELISA, ALPCO® por el método directo.

Se colocaron 3pL de muestra por cada pozo y se agrego el buffer con PBS al 1X
dejandose incubar toda la noche. Al dia siguiente se realizaron lavados y se coloco
albumina bovina (BSA) para bloquear sitios inespecificos. Posteriormente se hicieron
lavados y la colocaciébn del primer anticuerpo (correspondiente a cada
biomarcador) incubandolo por 1 hora; después, nuevamente se realizaron los
lavados y se colocé el segundo anticuerpo; después de 1 hora de incubacion, se lavd
y se colocé el sustrato de reaccion (ABTS) durante 30 minutos. Se tomaron lecturas a
405 nm cada 15 minutos y se detuvo la reaccion a los 50 minutos. Los ensayos se

hicieron por triplicado y se repitieron tres veces.

Métodos estadisticos

Para los andlisis estadisticos se utilizo el andlisis de varianza de una via con un 95%
de confianza, con un valor de P= < 0.05 para examinar las diferencias entre cada
grupo experimental contra los grupos controles positivo y negativo. Cada grafico fue
registrado con el error y desviacion estandar donde un asterisco (*) muestra la

diferencia estadistica sobre el grupo analizado.
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10. RESULTADOS

Microtomografia Computarizada (pCT)

Con el fin de determinar la DMO en los grupos de estudio, se obtuvieron imagenes de
UCT al inicio (dia cero) Yy al final de tratamiento (dia 85) en los tejidos 6seos de fémur

y en cuartas vertebras lumbares (figura 1.3).

Las tablas 1 y 2 resumen las cantidades obtenidas de la Densidad Mineral Osea, de la
cantidad de HAmg/cc de la ROI del hueso cortical de fémur y vértebra L4; y sobre los

porcentajes obtenidos partiendo de los valores del grupo sano como total (100%).

Figura 13. Imagenes de la Microtomografia Computarizada para determinar la Densidad Mineral
Osea. A, vértebra L4 con imagen primaria (izquierda) y corte longitudinal (derecha) mostrando las
estructuras internas como el hueso cortical. B, Fémur con imagen primaria (izquierda) y corte longitudina
(derecha). La ROI del hueso cortical se muestra en cuadros azules de la vértebra L4 y fémur.
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HCT de Fémur:

La ROI seleccionada fue de 1mm? en la regién cortical en la interseccién entre la

metafisis y la diafisis del fémur (figura 13, D).

Al dia O del tratamiento, los tres grupos que fueron sometidos a OVX mostraron
disminucion de DMO con porcentajes 86 y 88% de HA mg/cc comparado con el grupo

sano con diferencia significativa (valor de p< 0.05). (figura 14, A).

Al final del tratamiento (dia 85), los grupos tratados pCAP40 y pCAP80 pug/dia
mostraron incremento de la DMO con porcentajes de 91 y 92% respectivamente
considerando al grupo sano como el 100%. El analisis estadistico de varianza mostro

diferencia significativa comparado con el grupo OVX (valor de p< 0.05) (figura 14, B).
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Figura 14. Densidad mineral 6sea en Fémur al inicio y final del tratamiento con pCAP. A, al
inicio del tratamiento los grupos sometidos a OVX presentaron disminucién de la DMO de fémur con
porcentajes de 86 y 88% comparado con el grupo sano, con diferencia significativa (p < 0.05). B, al final
del tratamiento, el grupo OVX sin tratamiento disminuyd hasta un 76% de DMO comparado con el grupo
sano; los grupos tratados con pCAP40 y pCAP80 pg/dia mostraron aumento de la DMO comparado con
el grupo OVX con 91 y 92% respectivamente, mostrando diferencia significativa comparado con el
grupo OVX (ANOVA one-way *P <0.05).
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Tabla 1. Densidad Mineral Osea de Fémur

INICIO FINAL
HA mg/cc % HA mg/cc %

880 100 932 100
pCAP 40 759 86 853 91

Tabla 1. Densidad Mineral Osea de Fémur. El contenido absoluto de HA mg/cc expresado a valores
porcentuales. El grupo control (sano) se consider6 como el 100%, y los grupos con OVX sin y con
tratamiento fueron comparados con éste. Al final del tratamiento se aumenté la DMO de los grupos tratados

| con pCAP 40 Y 80 pg/dia en el fémur. )

HCT de Vértebra L4

Se selecciond una ROl de 1mm? en la porcién central superior del hueso cortical de la

vértebra L4 (figura 13, C).

Los resultados de la DMO de la 4ta vértebra lumbar en el dia O de tratamiento se
observé que los grupos que fueron sometidos a ovariectomia bilateral mostraron
disminucion de la cantidad de HA mg/cc con porcentajes 86 y 88% con diferencia

significativa comparado con el grupo sano (figura 15, A).

Al final del tratamiento, el grupo OVX sin tratamiento disminuyd el porcentaje de la
DMO hasta un 74%. Los grupos tratados con pCAP40 y pCAP80 mostraron un
incremento con diferencias significativas con porcentajes de 95.4 y 95% de HA

comparado con el grupo sano (figura 15, B).
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Figura 15. Densidad mineral 6sea en Vértebra L4 al inicio y final del tratamiento con pCAP. A, al
inicio del tratamiento los grupos sometidos a OVX presentaron disminucion de la DMO de la vértebra cor
porcentajes de 84, 89 y 86% comparado con el grupo sano, mostrando diferencia significativa. B, Al final del
tratamiento, el grupo OVX disminuyd hasta un 74%, mientras que los grupos tratados con pCAP40 y pCAP8(
pg/dia mostraron aumento de la DMO hasta 95.4 y 95% respectivamente, con diferencia significativa (ANOVA
one-way *P <0.05).

Tabla 2. Densidad Mineral Osea de vértebra L4

INICIO FINAL
HA mg/cc % HA mg/cc %
845 100 827 100
718 84 617 74
pCAP 40 757 89 789 95.4
pCAP 80 733 86 786 95

Tabla 1. Densidad Mineral Osea de vértebra L4. El contenido absoluto de HA mg/cc expresado a
valores porcentuales. El grupo control (sano) se consideré como el 100%, y los grupos con OVX sin y con
tratamiento fueron comparados con éste. Al final del tratamiento se aumenté la DMO de los grupos
L tratados con pCAP 40 Y 80 pg/dia en la vértebra L4.
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PRUEBAS BIOMECANICAS:

Resistencia a la compresion de quinta vértebra lumbar

Para determinar si el tratamiento con pCAP a diferentes concentraciones (40 y 80
pg/dia) proporcionaba soporte a cargas mecanicas, se realizé la prueba de resistencia

a la compresién 6sea de la quinta vértebra lumbar (L5).

El grupo que recibi6é tratamiento con pCAP a una concentracién de 40ug/dia presento
mayor resistencia 0sea a la compresion comparado con el grupo OVX; aunque no se
observaron diferencias significativas, los valores de resistencia fueron similares al

grupo sano.

La concentracién de 80ug/dia del péptido incrementoé la resistencia 6sea por arriba del
grupo control sano; y cuando se realizo el analisis estadistico de ANOVA, se encontrd

diferencia significativa comparado con el control osteoporético (figura 16).
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Figura 16. Resistencia a la compresion de la vértebra L5. El grupo osteopordtico presenté menor
resistencia a la compresion ésea comparado con el grupo sano. El grupo tratado con pCAP40 ug/dia fue
similar al grupo sano y no presentd diferencia significativa. El grupo tratado con pCAP80 pg/dia presento
mayor resistencia con diferencia significativa en el analisis de varianza (ANOVA one-way *P < 0.05).
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PRUEBAS HISTOLOGICAS:

Tincion Tricromica de Masson

Se realizaron cortes histologicos y se tifleron con Tricromica de Masson, con la
finalidad de identificar las caracteristicas histomorfolédgicas y diferencias fenotipicas del

tejido 6seo de fémures y vértebras L4 entre los grupos de estudio (figura 17).

e Cuellos Femorales

Debido a que una de las zonas con mayor incidencia de fractura a causa de la
osteoporosis, es el cuello femoral, se observd esta porcion como blanco de estudio

bajo el Microscopio invertido a un aumento de 10X.

Los fémures de los grupos controles sanos fueron examinados y se observo el tamafio
trabecular, linea epifisaria y cuerpo femoral normal. Se aprecia coloracién roja
alternada con predominante color azul como caracteristica propia del cartilago de
crecimiento que se encuentra en la porcion de la articulacion coxofemoral, (/inea verde
de la figura 17 A,). Ligeramente predomina la coloracion roja en la fraccion del cuerpo
femoral (figura 17 A, en corchetes). Se observa médula Osea roja (figura 17, A,
flechas amarillas) y muy escasa presencia de médula 6sea amarilla (sefialadas con

flechas negras en la figura 17, A).

En los cortes histoldgicos del fémur del grupo osteoporotico se observa pérdida de la
continuidad trabecular (figura 17, B flechas negras) e incremento en la presencia de la

médula 6sea amarilla” (figura 17, B flechas verdes).

Los cortes histoldgicos del grupo tratado con pCAP 40ug/dia presentan mayor grosor
trabecular, la pérdida de la continuidad trabecular es mucho menor comparado con el

control osteoporético, el color azul es levemente menor que el color rojo, y en el
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proceso cartilaginoso se observa color azul claro, y se observo la presencia de médula

Osea amarilla (figura 17, C).

En el grupo tratado con pCAP 80pug, se aprecia mayor grosor trabecular, la pérdida de
la continuidad trabecular es mucho menor comparado con el control osteoporotico, sin
embargo, el color azul es mayor que el color rojo, y en el proceso cartilaginoso se
observa color rojo con azul intenso, y se observo la presencia de médula roja (figura

17, D).
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Figura 17. Cortes histologicos de cuello femoral con tincion Tricromica de Masson. Imagenes
observadas bajo el Microscopio invertido con aumento de 10x. A, fémur sano. B, fémur osteoporético. C, fémur
con tratamiento pCAP 40ug. D, fémur con tratamiento pCAP 80ug. (A4, linea verde representa porcion de la
articulacion coxofemoral, flechas negras indican la presencia escasa de médula 6sea amarilla; flechas amarillas
representan la mayor presencia de médula 6sea roja. B, flechas negras indican la pérdida de la continuidad
trabecular en hueso osteoporoético y flechas verdes muestran la presencia aumentada de médula oOsea
amarilla).
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e Vértebras L4

Las vértebras L4 se observaron bajo el Microscopio invertido y se obtuvieron imagenes a un aumento 10X.

En el grupo sano se observd coloracién rojiza que corresponde al depésito del tejido biomineral sobre la matriz
extracelular normal del hueso. El nimero, tamafio y espacio trabecular son normales sin pérdida de la continuidad

de la composicion ésea. Se observa espacio medular en condiciones normales (figura 18, A y B).

En el grupo osteoporético se observa pérdida de la continuidad trabecular con apariencia lagunar, trabéculas mas
delgadas y aumento del espacio medular. Asi mismo se observé una coloracion azul que corresponde a la pérdida
de tejido mineral, ya que la tincién es especifica para colagena mostrando la pérdida del tejido mineral (figura 18,

D).

En los grupos experimentales, la L4 tratada con 40pg/dia de pCAP (figura 18 E, F) presentd la coloracion roja
similar al que se observd en el grupo control sano y recuperacion del grosor trabecular, se conservo el espacio

medular.

El grupo tratado a una concentracién del péptido de 80ug/dia (figura 18 G y H) se observa con un aumento en el
numero trabecular con disminucién y/o ausencia del espacio medular y una coloracién predominantemente roja y

leve coloracién azul (figura 18 G).
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Figura 18. Cortes histologicos de vértebras L4 con tincion Tricromica de Masson. Iméagenes
observadas bajo el Microscopio invertido con aumento de 10x. Ay B, L4 sana (A, vista axial y B, vista
longitudinal); se observa tejido mineralizado (coloracion rojo intenso) como proceso normal de
biomineralizacion 6sea, nimero y espacio trabecular normal. Cy D, L4 osteoporoética (C, vista axial y D,
longitudinal); identificacién de colagena tipo | (coloracion azul), se observa pérdida de la continuidad
trabecular (flechas negras), lagunas y aumento del espacio medular. £y £, tratamiento con pCAP 40ug/dia
(£, vista axial y £, vista longitudinal) se observa continuidad trabecular, coloracién roja, similar a L4 sana y
conservacion del espacio medular (£, circulo). Gy H, tratamiento con pCAP 80pg/dia (G vista axial y H vista
longitudinal); aumento del numero trabecular, disminucién del espacio medular (flechas negras).

\_ J
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Tincion con Hematoxilina y Eosina

Con el fin de determinar si la administracion del péptido desencadenaba alguna
respuesta inflamatoria y observar acumulacion de cuerpo extrafio o calcificaciones
debido a su biodistribucidén, se recolectaron 6rganos vitales de todos los grupos de
estudio, se realizaron cortes histologicos tefiidos con Hematoxilina y Eosina (H&E),

observados bajo el Microscopio invertido con aumentos de 5X, 10X, 20X y 40X.

Se examind la porcion del ventriculo del corazoén hacia la zona externa del pericardio

en el cual se observé al musculo cardiaco sin alteraciones.

Del pulmon se examinaron tanto alveolos pulmonares como bronquios observandose
la arquitectura normal de éste con infiltrado inflamatorio crénico leve, caracteristica

del estado normal de esta region.

Se examinaron los tejidos del riRdn y sus estructuras funcionales como tdbulos

renales y glomérulos los cuales no presentaban ninguna alteracion.

En el higado se identifico las triadas hepaticas (compuesta por vena, arteria y
conducto biliar) para delimitar los 16bulos hepéticos y el estado las células de Kuffer;

no se observo ninguna alteracion en los 4 grupos de estudio.

Se examiné el plexo coroideo correspondiente al cerebro. Se analizd cerebelo y sus
componentes como la capa molecular, la capa de la célula de Purkinge, la capa
granular y la sustancia blanca. Se examind estado neuronal y no se observaron

alteraciones en ninguna de las estructuras en los grupos de estudio.

También se examiné el bazo y las estructuras que lo componen como la pulpa blanca
que corresponde a nodulos esplénicos con linfocitos T y B; y la pulpa roja que
corresponde a sinusoides esplénicos llenos de sangre y con laminas de tejido linfoide y

no se observé anomalia ni alteracion.

En la figura 19 se muestran las imagenes de los cortes de cada uno de los 6rganos

descritos.
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pCAP 40 ug pCAP 80 ug

Figura 19. Micrografias Histoldgicas. Organos vitales tefiidos con H&E observados bajo el Microscopio
Invertido con aumentos 5x. A, Corazén (se observa cavidad del endocardio). B, Pulmén (se observa los
alveolos pulmonares). C, Rifién (recuadros muestra al glomérulo, unidad funcional del rifién a un aumento
de 20X). D, Higado (se observa la triada funcional compuesta por vena, arteria y conductor biliar). E,
Cerebro (imagen izquierda porcion del plexo coroideo de cerebelo, derecha células neurales a un aumento

40X). F, Bazo (se observa médula roja, médula blanca que roda al centro germinal).
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BIOMARCADORES MINERALIZACION EN SUERO

Actividad Especifica de Fosfatasa Alcalina tejido no-especifica

Con el fin de evaluar los niveles de expresion proteica a nivel sérico de
biomarcadores asociados al proceso de biomineralizacion, se realiz6 el ensayo de la
actividad de la fosfatasa alcalina (TNP) debido a que es un biomarcador temprano
de biomineralizacion.

El ensayo de actividad de TNP mostro niveles aumentados en el grupo OVX sobre
el grupo sano con una diferencia de hasta el 31%. En los grupos tratados con el
pCAP de las dos concentraciones se observé que los niveles de actividad de TNP
fueron disminuidos, comparado con el grupo sano el grupo tratado con pCAP40
pg/dia obtuvo un porcentaje de 11.2% de diferencia y el grupo tratado con pCAP
80ug/dia con una diferencia del 22.3. A pesar de que no se encontraron diferencias
significativas en la prueba de ANOVA one-way (P <0.05), el patron de disminucion
fue similar al grupo sano.
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Figura 20. Actividad especifica de Fosfatasa Alcalina en suero. El grupo OVX presentd un aumento de
la concentracién de TNP, y los grupos tratados con pCAP mostraron disminucién comparado con el grupo
OVX. Los tres grupos comparado con el grupo sano presentaron a diferencias porcentuales de 31% OVX,
11.2% pCAP 40ug/dia y el grupo pCAP 80ug/dia un 22.3%. No hay diferencia significativa en el andlisis de
varianza (ANOVA one-way P < 0.05).
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ENSAYO DE INMUNOADSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

Se realizaron ensayos ELISA para determinar los niveles de expresion sérica en los
otros biomarcadores de biomineralizacion, tales como osteocalcina (OCN),
osteoprotegerina (OPG), y el Ligando del Receptor Activador de RANK (RANKL).

Osteocalcina (OCN)

Los niveles de concentracion de OCN sérica en el grupo sano fue de 11.79 ng/ml,
el grupo OVX presenté 12.62 ng/ml, y los grupos tratados con pCAP a 40 y 80
pg/dia presentaron niveles de 9.79 y 11.89 ng/ml respetivamente con diferencia
significativa entre el grupo pCAP40 comparado con el grupo OVX en el analisis de
varianza (ANOVA one-way P < 0.05).
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Figura 21. Expresion sérica de Osteocalcina. El grupo OVX presentd niveles ligeramente aumentados
comparado con el grupo sano con una diferencia del 7.03%, el grupo tratado con pCAP80 pg/dia presentd
aumento de concentracién sérica con una diferencia del 0.84% por arriba del grupo sano mientras que la
concentracion sérica en el grupo tratado con pCAP40 pg/dia disminuydé hasta un 22.42% de diferencia
comparado con el grupo OVX, con diferencia significativa en el analisis de varianza (ANOVA one-way *P <
0.05).
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Osteoprotegerina (OPG)

Los niveles de OPG en los grupos tratados con pCAP incrementaron sus niveles
comparado con el grupo osteoporético, quien presenté disminucién de expresion
sérica de OPG. Las concentraciones de OPG fueron del grupo sano 16.85 ng/ml,
grupo OVX de 14.27 ng/ml, pCAP40 de 15.64 ng/ml y pCAP80 de 15.78 ng/ml. En
tanto que los niveles de OPG en los grupos tratados con pCAP en las dos diferentes
concentraciones no mostraron diferencia significativa en el andlisis de varianza (p = <
0.05), los niveles expresados mostraron un patron similar al grupo sano.
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Figura 22. Expresion sérica de Osteoprotegerina. El grupo OVX presentd disminucion de expresion
sérica de OPG, y los grupos tratados con pCAP en las dos diferentes concentraciones mostraron incremento
comparado con el grupo OVX. Las diferencias de los grupos comparado con el grupo sano (como el 100%)
fueron de OVX 15.4%, pCAP40 7.2% y pCAP80 6.4%. No hay diferencia significativa en el andlisis de varianza
(ANOVA one-way *P < 0.05).
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Ligando del Receptor Activador RANK (RANKL)

Los niveles de RANKL mostraron un aumento en el grupo osteoporoético y en los
grupos tratados con pCAP 40 y 80 pg/dia los niveles se aumentaron. La
concentracion sérica de RANKL en el grupo sano fue de 15.209 ng/ml, grupo OVX
de 20.74 ng/ml, pCAP40 31.74 y pCAP80 de 39.81 ng/ml. El grupo tratado con
pCAP 80 ug/dia present6é un incremento con diferencia significativa en el analisis de

varianza comparado con el grupo OVX (p = < 0.05).
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Figura 23. Expresion sérica de RANKL. Las concentracion sérica aumentoé entre el grupo y en los grupos
tratados con pCAP40 y pCAP80 mostraron incrementos con diferencia significativa en el andlisis de varianza
(ANOVA one-way *P< 0.05) entre el grupo tratado con pCAP80 comparado con el grupo osteoporotico.
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11. DISCUSION

El presente estudio muestra evidencia sobre el efecto de la utilizacion de un péptido
sintético derivado de la Proteina de Adhesion del Cemento radicular en un modelo de
ratas deficientes de estrogenos que desarrollaron osteoporosis. Estudios previos han
demostrado que la secuencia de 15 aminoacidos ubicados en el carboxilo-terminal de
CAP tiene el potencial de actuar como nucleador de cristales de hidroxiapatita en un
sistema libre de células asociandose a los procesos de biomineralizacion; y en estudios
recientes, se ha demostrado que el péptido sintético promueve la formacion de nuevo
tejido 6seo /n vivo en defectos de tamarfio critico en calvarias de ratapzz; y en tibias de
conejopeg). EStos descubrimientos condujeron a preguntar si el péptido seria capaz de
ejercer un efecto regenerativo a nivel sistémico en una enfermedad metabdlica como

la osteoporosis.

La ovariectomia bilateral es un pequefio pero importante modelo animal para el
estudio de los efectos de la deficiencia de estrégenos que conducen al balance
negativo de la arquitectura del hueso trabecular. La ventaja que ofrece el modelo de
ovariectomia en roedores es que su esqueleto es mas sensible a la pérdida de
hormonas ovaricas ademas de mimetizar a la osteoporosis postmenopausicapio-2131 Y
debido a la disminucién de la masa 6sea que ocurre por la osteoporosis, proporciona
una informacién confiable para predecir la eficacia de los agentes

antiosteoporoticosyziay.

Los sitios mas comunes de las fracturas por osteoporosis incluyen la vértebra y el
cuello femoral, donde la informacion microestructural es una clave para el completo
entendimiento de la patogénesis y la prediccion de la mejoria del riesgo de
fracturapis, 105;. Las imagenes por microtomografia computarizada revelaron que el
fémur y las vértebras lumbares de las 18 ratas que se sometieron a OVX después de
12 semanas la DMO disminuy0 significativamente hasta un 86 y 84% respectivamente

comparado con el grupo sano, asi se asegurd que los animales en estudio cursaban
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por el proceso osteoporotico. Al final de las 12 semanas de tratamiento se observd
qgue no sélo hubo una detencion de la pérdida 6sea, sino una ganancia de ésta en los
grupos tratados con pCAP 40 y 80 pg/dia hasta del 91 y 92% en el hueso cortical del
fémur y hasta un 95% en la vértebra L4. Muchos estudios se han enfocado en el
andlisis de los cambios histomorfométricos y las tasas del recambio éseo en modelos
de rata OVXp11,.212,216], P€ro hay poca mencion sobre las diferencias entre la espina
vertebral y los huesos largos en ratas OVX; Yong-Hwan y colaboradoresp,iz
estudiaron las diferencias entre la L4 y el fémur en ratas ovariectomizadas durante 4 y
8 semanas por medio de UCT, y encontraron que la pérdida 6sea en la 4ta vértebra
lumbar fue principalmente causada por el adelgazamiento trabecular, en tanto que la
perdida Osea en el femur fue a causa de la eliminacion trabecular; Chen et afo1s 10s]
también hacen mencion que el hueso esponjoso de la vértebra es metabdlicamente
mas activo que el hueso cortical y la DMO trabecular puede actuar como un inicial
predictor de las fracturas osteoporoticas. Tomados en conjunto estos hallazgos
muestran la importancia de la utilizacion del pCAP como tratamiento en las ratas con
OVX al incrementar el hueso vertebral con un porcentaje incluso mayor que el que se

presentd en el hueso femoral y con ello un efecto protector al riesgo de fracturas.

Los estudios histomorfométricos y estereoldgicos para determinar la DMO han
cuantificado la arquitectura del hueso trabecular en términos de parametros
especificos tales como el grosor trabecular, el porcentaje de anisotropia y la fraccion
de volumen, pero los estudios biomecanicos tedricos y experimentales han abordado
la relacion entre la densidad aparente, el modulo y fuerza para resistir los esfuerzos
mecdanicos. La resistencia a la fractura de hueso depende de su estructura y
propiedades mecanicas, que se mantienen por la remodelacion 6sea permanentezig).
Las pruebas biomecénicas corroboraron que el tratamiento con pCAP conferia otra
caracteristica primordial para la recuperacion de la funcion ésea: soporte, fuerza y
resistencia a cargas mecanicas incrementando la resistencia a la compresion del
cuerpo vertebral en vertebras L5, ya que diversos estudiosyios-108] han reportado que el

cuerpo vertebral es un importante e interesante area para investigar los cambios

70



biomecanicos después de un tratamiento con un farmaco antiosteoporotico que
promueva el crecimiento del hueso trabecular asi como en el hueso cortical. En
nuestro estudio, el tratamiento con pCAP 40 pg/dia mostré un patrén de resistencia a
la compresion muy similar al grupo sano, sin embargo, en el grupo tratado con pCAP
80 pg/dia se incrementd la carga maxima de compresion y rigidez del tejido 6seo en
ratas osteoporoticas. Takao-Kawabatapzig) realizd pruebas de fuerza biomecéanica en
cuerpos vertebrales L4 en ratas con OVX tratadas con teriparatide (PTH;.34) tres veces
por semana en dosis de 5.6 y 28.2 pg/kg y sus resultados muestran que incremento
significantemente la carga maxima, la rigidez y la energia de rompimiento comparado
con el grupo OVX y por arriba de los valores del grupo sano. Estos resultados son
equiparables a la administracion de pCAP80 ug/dia que incrementd significativamente
estas caracteristicas sobre el grupo sano y méas pronunciado sobre el grupo OVX. Por
otro lado, de acuerdo a los hallazgos de Sehmischiog), 10s resultados en la prueba de
compresion de L4 en ratas con OVX tratadas con PTH demuestran que las
caracteristicas de resistencia resultaron en mejoria de las estructuras corticales asi
como en las trabeculares. Las sustancias con potencial osteoprotectivo se reflejan en
la composicion trabecular asi como en el hueso corticaljzz0;. La ley de Wolff sefiala
que la funcién mecanica del hueso esta directamente influenciada a su arquitectura y
propiedades mecanicas y que “cada cambio en la forma y funcién del hueso o por si
sola es seguido de ciertos cambios definidos en su arquitectura interna y la alteracion
igualmente es definida en su conformacion externa ...";221; de modo que pCAP fue
capaz de remodelar las estructuras internas reflejandose tanto en la DMO como en la
resistencia a la compresién; ademdas existen diversos estudios descriptivos que
establecen la relacién entre las propiedades mecénicas del hueso trabecular y la
densidad aparente, tal como lo menciona Galante et af222;, quien reporto una relacion
lineal entre la fuerza y la densidad aparente, donde esta Ultima caracteristica es el
mas importante hallazgo en las propiedades mecéanicas del hueso trabecular
reflejandose en el incremento de la resistencia mecéanica. Por lo tanto, toda esta

evidencia sefiala que el pCAP mostré el potencial para remineralizar un tejido
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deficiente, de—tefido—mineral recuperando la fuerza y resistencia, las cuales son

funciones esenciales en el tejido 6seo.

El andlisis del hueso osteoporoético tiene una particular importancia para identificar las
diferencias con aquellos que han ganado tejido mineral mediante la induccién de
algan farmaco. La tinciébn Tricromica de Goldner Masson es util para identificar
diferencias del tejido osteoide de la matriz 6sea mineralizada. La ventaja que ofrece
esta tincidn histologica es, debido a su componente Hematoxilina (férrica), que otorga
una marcada distincién entre la matriz 6sea madura (la cual tifie de verde) y la nueva
matriz 6sea inmadura (que se tifie de rojo) y de cartilago calcificado que se tifie de
verde muy palidopzs;. En los cortes histologicos de las véertebras L4 mostrados en este
trabajo se observd mayor tendencia a la coloracion roja, que de acuerdo a las
caracteristicas descritas por Gruber et af.3, esto corresponde a un depdsito mineral
constituyendo una nueva matriz 6sea inmadura en la matriz 6sea observada en las
vertebras tratadas con pCAP. Marcu et afis) investigaron acerca de los cambios
histopatolégicos en 47 fragmentos de hueso humano y observé que en los huesos
osteoporoticos, una de las consecuencias es la disminucién de la conectividad de las
trabéculas y su espesor es el incremento de los espacios areolares. Ellos determinaron
que habia una tendencia de degeneracion adiposa en la médula hematdégena dentro
de los espacios areolares, ademas de estar agrandados e incompletamente separados
debido a la lisis de las paredes; asi mismo concluyen que la disminucién del hueso
esponjoso se asocia con el aumento de la relacibn médula ésea hematoégena adiposa
en las areolas. Estas caracteristicas concuerdan con los cortes histolégicos de fémur y
vértebra L4 del grupo con OVX, pero los espacios de la médula hematdgena disminuyo
considerablemente en los grupos tratados con pCAP 40 y 80 pg/dia. Ademas, el
estudio reportado por Choi et af4 en el que realizaron investigaciones sobre el
efecto del complejo de B-glucano + calcio lactato-gluconato concluyen que un clasico
perfil histolégico detectado en sus grupos con OVX incluia una marcada pérdida 6sea
cortical y trabecular con un incremento en los niveles de tejido conectivo en el

periostio del hueso cortical resultando de la resorcion del tejido osteoide, y en sus
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grupos tratados con el complejo resultd que hubo un incremento en la masa y
estructura comparado con el grupo sano. En nuestro estudio, la administracion del
pCAP mostréo un efecto inhibitorio en la resorcibn 6sea incrementando el grosor
trabecular marcadamente en las vértebras que en el fémur, y probablemente esto
podria explicar el aumento de la DMO vy el incremento de la resistencia 6sea en los
experimentos de las pruebas biomecéanicas, debido a la reconstitucion trabecular. Por
otra parte, Ferreti et af11) reportan que la pérdida 6sea temprana y mas extensa es
en hueso trabecular méas que en el hueso cortical. Sus estudios demostraron que hubo
mayor pérdida trabecular en vértebras lumbares que en el hueso proximal de tibia,
por lo que ellos concluyen que la vértebra pierde hueso por adelgazamiento
trabecular. Nuestros resultados concuerdan con estos hallazgos, debido a que entre
en las vértebras L4 histolégicamente se observé mayor pérdida y adelgazamiento
trabecular que en el cuello y cabeza de fémur en el grupo con OVX; sin embargo, el
resultado en los grupos tratados con las dos diferentes concentraciones de pCAP se
observd una ganancia trabecular desde el estado osteoporético, hacia un fenotipo
similar al sano, observandose un incremento del numero trabecular en el grupo
tratado con pCAP 80pg/dia. Thompson et afioe), indican que el patron de péerdida 0sea
difiere entre la columna vertebral y los huesos largos; la primer pérdida, se identifica
por adelgazamiento de las trabéculas, pero en los huesos largos, mediante la
eliminacion de éstas. Al comparar nuestros resultados con los reportes de Thompson,
indican que el pCAP tiene capacidad de remineralizar huesos con més susceptibilidad
al adelgazamiento de trabéculas (que conducen a mayor pérdida ésea) que en el
cuello femoral, donde el proceso de remineralizacion se observé con menor capacidad.
Sin embargo, los datos estadisticos respaldan que las fracturas causadas por
osteoporosis se presentan mas frecuentemente en las vertebras lumbaresos). Este
enfoque sefala un futuro prometedor destacando las propiedades de pCAP en el

tratamiento de la osteoporosis en la pérdida trabecular vertebral.

En el examen histologico se ilustra que la utilizacion del péptido de CAP por via

intraperitoneal no indujo cambios patolégicos ya que la arquitectura de los tejidos de
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los grupos tratados con pCAP es similar a la arquitectura normal del grupo sano.
Tampoco hubo presencia de algun efecto adverso o reaccion inflamatoria al cuerpo
extrafio. Ninguno de los érganos vitales presenté alteracion en la conformacion de sus
tejidos comparado con el grupo sano. En un estudio realizado por Fahmy et af..s),
realizaron secciones tefiidos con Hematoxilina y Eosina del higado y rifion de ratas con
OVX tratadas con extracto de garbanzo por via oral como efecto antiosteoporético y
reportaron que sus grupos tratados no presentaron cambios patolégicos y las
caracteristicas del tejido hepatico eran similares a sus grupos sanos. Nuestros
resultados sugieren que probablemente por el peso molecular de pCAP de 1.65 kDa
(y ya que este péptido deriva de una proteina enddgena), el sistema inmunolégico no
desencadeno reaccidn inflamatoria y al participar en el proceso de remineralizacion en

huesos osteoporoticos brindé mayor factibilidad para su utilizacion terapéutica.

La regeneracion del hueso comprende una serie de eventos biologicos en el que
participan gran numero de tipos celulares y los productos que secretanyzs;. Los niveles
séricos de marcadores de formacion 6sea correlacionan positivamente con parametros
de Histomorfometria de formacion 0seapz.71282081. Aunque hay variabilidad en los
métodos para medir el recambio y la formacion dsea en los estudios previos, el nivel
de osteocalcina es el marcador generalmente aceptado para la renovacion 6sea debido
a que es un acido a-carboxiglutamico dependiente de vitamina K liberado por los
osteoblastos, mientras que los niveles de fosfatasa alcalina se considera para
demostrar la nueva formacion del huesopze-2327. De la fosfatasa alcalina, la isoforma
Osea posee la ventaja de no presentar variacion entre Sexospss, €S una enzima
localizada en la superficie de osteoblastos, y probablemente estd involucrada en la
regulacion de la mineralizacion del tejido osteoidefizs). Los niveles de TNP y OC
incrementan cuando los niveles de estrégeno disminuyenpsa-2ze), por lo tanto, la
actividad osteoblastica se puede aproximar de acuerdo a los niveles séricos de TNP y
OCnse;- En un estudio de ratas OVX, Kim et afar encontraron grandes
concentraciones en plasma de OCN en sus grupos OVX, y los reportes de Kyung-Hyuk

et alps7;; mostraron que los niveles de TNP y OCN fueron elevados, indicando un
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incremento del recambié 0seo acelerado a causa de la osteoporosis. Choi et afz4
probaron el efecto del Polycan (complejo B-glucano) y calcio lactato-gluconato en
donde los niveles de TNP y OCN estaban disminuidos comparados con sus grupos OVX
concluyendo que el efecto era antiosteopordtico. El tratamiento con pCAP en las dos
concentraciones mostraron disminucién de los niveles séricos de TNP, sin embargo los
valores mas cercanos al grupo sano fue la concentracién de 40ug/dia. Este resultado
coincide con los niveles de OCN en donde el grupo tratado con pCAP 40ug/dia
presentd disminucion con diferencia significativa comparado con el grupo OVX, sin
embargo, en el grupo tratado con pCAP 80ug/dia no disminuyé ya que, aunque
presentd una concentracion inferior al grupo OVX, mostré un 0.84% arriba del grupo
sano. Con esta evidencia, la concentracion que mostré mejores resultados en los
biomarcadores de formacion 6sea fue el grupo tratado con pCAP 40ug/dia. Esto nos
conduce a pensar que ejerce un efecto (ademas de anti-resortivo) regenerativo en el
hueso osteoporotico recuperando las caracteristicas fisioldégicas y funcionales del
hueso. La doble concentracion del péptido (80 pg/dia) aunque en la prueba a la
compresion del cuerpo vertebral L5 demostrd tener un efecto por arriba de los valores
del grupo sano, en las pruebas histologicas de la vértebra L4 se observd una
reduccién del espacio medular, por lo que sus efectos podrian ser blanco de estudio

para identificar los efectos secundarios que conducen a este incremento trabecular.

Actualmente, uno de los mayores estudios que se han realizado para producir un
efecto anabdlico en la osteoporosis es la administracién de un péptido derivado de la
hormona teriparatida (PTHi.3;). Estudios muestran que este farmaco con una
aplicacion intermitente, produce un efecto anabodlico y puede reducir el riesgo de
fracturas Oseas, sin embargo, una administracion continua conduce a efectos
catabdlicos, induciendo la resorcion Oseajios). Whitfield, et afzssy mencionan que
después de la aplicacion intermitente de PTH, se produce en primer lugar una fase de
activacion de los osteoclastos conduciendo a la resorcion. Resultaria interesante
pensar que la doble concentracion de pCAP tendria un efecto similar al de la PHT

debido a que los niveles de RANKL que fueron sobreexpresados en el grupo tratado
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con pCAP 80ug/dia (como se detallard més adelante); sin embargo no se observo que
el péptido a concentracion de 80 pg/dia resultara con efecto resortivo, en cambio se
observd incremento 0seo observado en la histologia de las vértebras con la
disminucion del espacio medular. Debido a estos hallazgos se requieren de mas

estudios para poder concretar y entender el mecanismo de éste.

El descubrimiento de OPG, RANKL y RANK ha arrojado luz sobre la comprensién de la
regulacion de la modelacion y remodelacion 0seap.sq). OPG es uno de los miembros de
la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), y una glicoproteina
soluble secretada por diversas céelulas mesenquimales, tales como osteoblastosp,ao; Y
células estromales de la médula éseapa1). La OPG actia como un receptor sefiuelo
soluble para RANKL y, por tanto, disminuye la resorcién ésea. RANKL es una citocina
expresada por varias células Oseas, incluyendo osteoblastos y sus precursores
inmadurosyzs2;, los linfocitos T activados y linfocitos Bs3;. RANKL es esencial para la
mediacion de la resorcion 0sea, ya que estimula la actividad de la osteoclastogénesis
mediante la unidbn a su receptor RANK expresado en la superficie de
osteoclastos[z4s 2447. RANK es también un miembro de la familia TNFRp4s Yy es
altamente expresado por una amplia variedad de células, tales como los precursores
de osteoclastos, los osteoclastos maduros, B y linfocitos T, células dendriticas,
fibroblastos y condrocitos articulares, y se considera como un receptor natural de
RANKL[2447. La union de RANKL a RANK conduce a la activacion de vias de
sefalizacion, para regular la funcidén de los osteoclastos. OPG protege los huesos de la
resorcion excesiva por la inhibicion de la union RANKL a RANK|246). Por lo tanto, la via
de sefalizacion OPG / RANKL / RANK se considera como un sistema de citocinas
claves para el control la remodelacion 6sea. En nuestros resultados, los niveles de
OPG fueron elevados comparado con el grupo OVX aunque sin diferencia significativa
en las dos concentraciones de pCAP, y en el grupo OVX fueron disminuidas. Los
niveles de OPG incrementan con la edad, y posiblemente la produccién de OPG se
eleva como una respuesta homeostatica a limitar la pérdida 0sea que ocurre con un

incremento por otros factores de reabsorcion 0seapsz247;. EStudios realizados por
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Buccaypi4g) demostraron que la sobreexpresion del gen de OPG en ratones resulté una
masa 0sea elevada y una notable reduccion en el nUmero y actividad de osteoclastos;
en los ratones knockout ademas de la DMO disminuida, el nUmero de osteoclastos era
elevado y no se observd mas tejido 0seo. Un estudio realizado por Liu et afn
investigd los efectos de suplementos de hiervas chinas para el tratamiento de la
osteoporosis en ratas OVX y sus resultados mostraron que los niveles de proteina de
RNAmM de RANKL fueron disminuidos significantemente pero no hubo cambio en los
niveles de expresion de OPG observados en osteoblastos y células troncales
mesenquimales de las ratas con OVX en tratamiento. Diversos estudios en modelos de
OVX establecen que para que se lleve a cabo la osteoclastogénesis, en la relacién
entre OPG/RANKL en suero debe haber un aumento de RANKL proporcional a la
disminucion de OPGpa2524836249]- Ademas, otros estudios han demostrado las
correlaciones positivas y negativas entre las concentraciones de las proteinas OPG y
RANKL250,2511 VS DMO, sin embargo, algunos autores cuestionan la aparicion de estas

relaciones en absolutoyzsy-zs4).

Nuestros resultados mostraron que la expresion sérica de RANKL se incrementé en los
grupos con tratamiento, de forma significativa en el grupo tratado con pCAP 80 ug/dia
en tanto que pCAP 40 pg/dia presentd menores niveles que éste, aunque mayor al del
grupo OVX. Debido a que los niveles de OPG fueron elevados comparado con el grupo
OVX, se esperaba que los niveles de RANKL fueran disminuidos; sin embargo, acorde
a los resultados observados en la DMO, resistencia a la compresion y en los cortes
histol6gicos que muestran la regeneracion de los huesos osteoporoticos analizados,
sugieren que el mecanismo por el cual pCAP induce la remineralizacion ésea implica
otra mecanismo distinto al conocido por la induccion de estrogenos. Sin embargo, el

péptido demostrd poseer potencial regenerador a pesar de la pérdida estrogénica.

La informacién contenida en este trabajo no proporciona informacion sobre los
mecanismos de accion que pueda conducir a distinguir las propiedades de las dos

diferentes concentraciones de pCAP, por lo que sera necesario extender las
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investigaciones en comprender como es el mecanismo por el cual pCAP ejerce su

potencial regenerador.
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12. CONCLUSIONES

La utilizacion del péptido sintético derivado de la Proteina de Adhesién del Cemento
radicular para el tratamiento de la osteoporosis demostré jugar un papel importante
no solo para el detenimiento del proceso osteoporoético, sino de incrementar a partir
de este estado caracteristicas similares a un tejido 6seo sano, y esto confiere la
recuperacion de la funcion propia del hueso, como la ganancia de masa Osea,
restitucion trabecular, aumento de la capacidad de soporte y resistencia a fuerzas

mecanicas.

De las dos concentraciones utilizadas, este trabajo reveldé que la concentracion de 40
pg/dia promovié la regeneracion ésea recuperando las caracteristicas mas similares al
grupo sano que la concentracibn de 80ug/dia, cumpliendo asi con el objetivo
planteado. Sin embargo, los resultados demuestran que el pCAP promueve el proceso
de remineralizacion en ratas osteopordéticas proporcionando una alternativa para la

futura terapia de esta enfermedad Osea.
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