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RESUMEN

Efecto de la osteoporosis en la expresion de osteocalcina en ratas Wistar.
Introduccion: La osteoporosis (OS) es una enfermedad sistémica grave
caracterizada por la baja densidad 6sea, y el deterioro microarquitectural del tejido
0seo, aumentando la fragilidad del hueso y el aumento de fracturas.

Existen varias vias para el diagndstico de esta enfermedad, sin embargo, es
necesario contar con otras alternativas de diagnéstico. Con base en los mecanismos
metabdlicos que involucran la osteoporosis y la osteocalcina, es posible abrir
nuevas lineas de investigacion para diagnostico de la enfermedad.

Objetivo: Determinar si hay diferencia entre los niveles de biomarcadores
seroldgicos de osteocalcina (OCN) a los 90 dias en ratas Wistar ovariectomizadas
(OVX), en comparacion con el modelo de rata sana.

Metodologia: Estudio experimental, se conformaron 3 grupos de estudio: Grupo I:
seis ratas sin OVX (sanas/control); Grupo II: seis ratas con OVX a los 45 dias y
Grupo lll: seis ratas con OVX a los 90 dias. De los cuales se obtuvieron muestras
sanguineas y se evaluaron por medio de la prueba ELISA.

Resultados: Los resultados obtenidos demuestran que existe un efecto sobre los
niveles séricos de osteocalcina (OCN), los cuales aumentaron significativamente a
90 dias.

Conclusiones: Con la evidencia cientifica mostrada en el presente estudio, los
efectos que tiene la osteoporosis en la expresion de osteocalcina, en un modelo de
rata ovariectomizada, observamos que, la osteoporosis aumenta los niveles séricos
de osteocalcina, por el proceso de formacion, recambio y la pérdida significativa de
hueso por la enfermedad. Esto hace a la osteocalcina un potencial biomarcador

para la creacion de nuevos métodos de diagnostico para la osteoporosis, abriendo



nuevas lineas de investigacion, pudiendo ampliar asi, la gama de métodos de

diagndstico existentes.



ABSTRACT

Effect of osteoporosis on the expression of osteocalcin in Wistar rats.
Introduction: Osteoporosis (OS) is a serious systemic disease characterized by low
bone density, and microarchitectural deterioration of bone tissue, with increased
bone fragility and increased fractures.

In recent years, important advances have been made in its pathophysiology,
epidemiology, and treatment. There are several ways to diagnose this disease and
also several medications that, although they have good results in treatment, also
have some side effects, however, it is necessary to have other diagnostic
alternatives and other medications that minimize adverse effects. Based on the
metabolic mechanisms that involve osteoporosis and osteocalcin, it is possible to

open new lines of research for the diagnosis and treatment of the disease.

Objective: To determine if there is a difference between the levels of osteocalcin
serological biomarkers (OCN) at 90 days in ovariectomized Wistar rats (OVX), in

comparison with the healthy rat model.

Methodology: Experimental study, 3 study groups were formed: Group |: 6 rats
without OVX (healthy / control); Group II: six rats with OVX at 45 days and Group IlI:
six rats with OVX at 90 days. From which blood samples were obtained and

evaluated by means of the ELISA test.

Results: The results obtained show that there is an effect on the serum levels of
osteocalcin (OCN), which increased significantly at 90 days.

Conclusions: With the scientific evidence shown in the present study, the effects that
osteoporosis has on the expression of osteocalcin, in an ovariectomized rat model,
we observed that osteoporosis increases the serum levels of osteocalcin, due to the

process of formation, turnover and the significant bone loss from the disease. This
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makes osteocalcin a potential biomarker for the creation of new diagnostic methods
for osteoporosis, opening new lines of research, thus expanding the range of existing
diagnostic methods.
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INTRODUCCION

La Osteoporosis (OS) se define como una enfermedad sistémica del esqueleto que
consiste en el desacoplamiento del proceso del remodelado éseo, ya que, se tiene
una mayor resorcion 6sea que formacion y esto provoca un deterioro de la
microarquitectura ésea, incrementando la fragilidad y aumentando la susceptibilidad
a fracturas espontaneas o de bajo impacto(1,2). La osteoporosis es considerada un
grave problema de salud publica por ser una de las enfermedades mas frecuentes
en los humanos. Se estima que la poblacion mayor de 50 afios, 50% mujeres y 20%
hombres, tendran una fractura debido a la fragilidad ésea o por bajo impacto(3). En
México se espera que para el afio 2050 la poblacién aumente su esperanza de vida
hasta los 82 afos, y con esto conlleva a que el numero de pacientes con
osteoporosis y fracturas relacionadas a ello aumenten drasticamente y existan

problemas socioeconomicos y epidemiologicos(4).

Las alternativas terapéuticas actuales, cuentan con una variedad extensa de
métodos de diagndstico y tratamiento, que disminuyen el riesgo de fracturas
osteopordticas, reduciendo la resorcion 6sea y preservando su arquitectura, sin
embargo, no estimulan la formacion 6sea y la mayoria de los tratamientos son
costosos o presentan efectos secundarios adversos(5), como riesgo a desarrollar
cancer de mama, trombo embolias, infartos, enfermedad de arterias coronarias,
hipercalcemia, mareos, osteosarcomas, osteonecrosis maxilar y mandibular. Asi
bien, siendo mas que aceptables las terapias que ya existen, es necesario encontrar
meétodos de diagndstico y farmacos que sean menos costosos, mas rapidos y con
menos efectos secundarios para que puedan tener mejores resultados para tratar

esta enfermedad(2).
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En los ultimos afios se han presentado notables progresos en la biologia molecular
y genética, que conducen a un mejor entendimiento de los complejos procesos de
sefalizacion que regulan el metabolismo éseo, esto ha permitido abrir camino en la

investigacion de nuevos métodos de diagnostico y tratamiento para la osteoporosis.

La osteocalcina esta implicada en la regulacion de la mineralizacion; modula el
crecimiento, tamafio y forma de los cristales de hidroxiapatita, se incorpora en gran
medida a la matriz 6sea extracelular, sin embargo, se libera una pequena fraccidon
a la circulacion, proporcionando un biomarcador de formacion 6sea. La osteocalcina
es un biomarcador tardio de la actividad osteoblastica, los niveles séricos se
correlacionan bien con la tasa de formacion 6sea, también algunos fragmentos se

liberan durante la resorcion.

En el presente estudio se muestra evidencia cientifica de los efectos que tiene la
osteoporosis en la expresion de osteocalcina en un modelo de rata ovariectomizada.
Ya que la osteoporosis aumenta los niveles séricos de osteocalcina, por el proceso
de formacion, recambio y la pérdida significativa de hueso por la enfermedad. Esto
nos puede abrir nuevas lineas de investigacion, pudiendo ser la osteocalcina un

potencial biomarcador para la creacion de nuevos métodos de diagnaostico.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES
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ANTECEDENTES

El sistema esquelético se comienza a formar, del final de la tercera semana de vida
intrauterina a la octava, a ésta etapa se le conoce como organogénesis.

Cuando ocurre la gastrulacion se forma el mesodermo, inicialmente esta
conformado por celuas mesenquimatosas, las cuales se desplazan de forma
cefalica, lateral o caudal entre el ectodermo y el endodermo. Una vez que alcanzan
su posicion, estas células comienzan a agruparse y a formar cuatro porciones de
mesodermo, mesodesmo axial, mesodermo paraaxial, mesodermo intermedio y el

mesodermo lateral(6).

e Craneo
MESODERMO

e Tejido conjuntivo de la cabeza
DE LA CABEZA

e Cemento

e Musculo esquelético de la cabeza, tronco
MESODERMO y extremidades
PARAAXIAL o Esqueleto excepto el del craneo

e Dermis y Tejido Conjuntivo

MESODERMO e Sistema urogenital
MESODERMO
INTERMEDIO

e Tejido conjuntivo y musculo de las viceras

o Membranas serosas: pleura, pericardio y

peritoneo
MESODERMO

LATERAL

e Corazén
e Células del tejido linfohematopoyético
e Bazo

e Corteza suprarrenal

TABLA 1.- Derivados del mesodermo de la capa germinativa mesodermo se
diferenciaran distintos linajes celulares que daran lugar a estructuras y érganos del
embrion.(7)
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El sistema esquelético se origina del mesodermo paraaxial, de la hoja somatica
lateral y del mesenquima de las crestas neurales.(6)

El mesodermo paraaxial forma unas series segmentadas de bloques tisulares en
cada lado del tubo neural que en la region de la cabeza se le conoce como
somitdmeros y, de la region occipital a la caudal, como somitas. Las somitas
quedaran divididas en un principio en dos regiones, una ventromedial denomiada
esclerotomo y wuna dorsolateral Illamada dermomiotomo.(8) Las células
mesenquimatosas realizaran diversas migraciones desde su sitio de origen hasta
las regiones en las que estaran destinadas a formar sus estructuras finales. La
diferenciacion de las células osteogénicas estara dada por la expresion de
moléculas como la cadherina-N y la N-CAM (neutral cell adhesion molecule), y por
la expresién de factores de transcripcion como RUNX-2 y SOX-9.(6,7,9)

Existen dos tipos de osificacion, la endocondral y la intramembranosa, cuya
diferencia radica en que la endocondral la formacion del hueso va precedida por la
formacion de un cartilago y en la intrmembranosa la constitucion de tejido 6seo se
hace directamente a partir del tejido mesenquimatoso. La osificacién endocondral
tiene una serie de etapas sucesivas que iniciara con la condensacion del
mesénquima, continuara con la formacion de un molde cartilaginoso
(condrogénesis) constituido por condrocitos, su hipertrofia y apoptosis, la formacion
de vasos sanguineos y el reclutamiento de osteoblastos para la mineralizacion de
matriz circundante, para conformar el centro de osificacion primario en la diafisis.(8)
El desarrollo de los huesos continuara gracias a la proliferacion de los condrocitos
que daran lugar a la placa o disco de crecimiento. Cuando los vasos sanguineos
invadan las epifisis, se estableceran otros centros de osificacion o centros de
osificacion secundaria. Finalmente, los cartilagos de crecimiento terminaran por

osificarse y con ello también detendran el crecimiento del hueso.(7,8)
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La osificacion intramembranosa también conlleva una serie de etapas, inicialmente
las células mesenquimatosas se condensaran y diferenciaran en osteoblastos, los
cuales estableceran el centro de osificacién primario u osteoide. La formacion del
osteoide vendra seguida de su mineralizacion, incluyendo a los osteoblastos, que
terminaran por convertirse en osteocitos. En los huesos del craneo, éstos quedaran
conformados por dos tablas compactas de tejido 0seo, las tablas interna y externa,
y entre ellas habra hueso esponjoso o diploe.(6,10)

El hueso es un tejido conectivo que consiste esencialmente en una matriz extra-
celular mineralizada y células especializadas: osteoblastos, osteocitos vy
osteoclastos. El principal componente organico de la matriz es la colagena tipo |,
que supone alrededor del 90%, y el 10% restante lo componen una serie de
proteinas no estructurales de menor tamafo, entre las que se encuentran la
osteocalcina, la osteonectina, algunas fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de
crecimiento y proteinas séricas. La fase inorganica esta compuesta por minusculos
cristales de un mineral de caracter alcalino, la hidroxiapatita [Ca'%(PO*)%(OH)?].
Estos cristales se incrustan entre las fibras de colagena para formar un material que
reune las caracteristicas adecuadas de rigidez, flexibilidad y resistencia.(2,11)
Desde un punto de vista histolégico, el hueso es un tejido conjuntivo mineralizado
muy vascularizado e inervado, que esta estructurado en laminillas de matriz
osteoide calcificada. La disposicion de estas laminillas es la que determina que el
hueso sea cortical o esponjoso. Ambos estan compuestos por osteonas. El hueso
cortical o compacto se estructura en conductos de Havers recubiertos de laminillas
en disposicion concéntrica donde se situan los osteocitos.

El hueso esponjoso o trabecular lo constituyen laminillas 6seas en forma de red que
delimitan cavidades areolares en cuyo interior se encuentra médula 6sea. Tanto el
hueso cortical como el esponjoso contienen células especializadas, matriz organica

y fase mineral.(12,13)El hueso es el unico tejido del organismo capaz de
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regenerarse, permitiendo la regeneracion tras el trauma, es un tejido dinamico en
constante formacion y reabsorcion. Este fendmeno equilibrado, denominado
proceso de remodelado, permite una renovaciéon de un 5-15% del hueso total al afio

en condiciones normales.(12,13)

En el hueso coexisten varios tipos de células que se especificaran a continuacion.

CELULAS OSEAS

Las células 6seas se encuentran dentro del propio tejido 6seo o en el estroma
conjuntivo de la médula ésea, rico en células mesenquimales pluripotenciales
indiferenciadas (Tabla 1). Las células troncales pueden dar origen a cinco estirpes
celulares distintas: fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos vy
mioblastos, en respuesta a diferentes sefiales moleculares que inician la cascada

de activacion de diferentes genes.(14,15)
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IMAGEN 1. Corte histologico de hueso trabecular, hioides de rata. (16)
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ESTROMA MEDULAR

Células madre (stem cells) hematopoyéticas

TEJIDO OSEO

Osteoblastos

Células madre (stem cells) mesenquimales

Pre-osteoblastos

Adipocitos Osteocitos
Macréfagos Osteoclastos
Mastocitos Pre-osteoclastos

Células endoteliales

Células linfoides

TABLA 2. Células troncales presentes en el estroma medular y las células que se

originan a partir de cada una.

IMAGEN 2- Grupo de osteoclastos reabsorbiendo hueso. (16)
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Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica con
citoplasma basofilo, con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso de
tamano importante. Proceden de las células mesenquimales pluripotenciales de la
médula 6sea, endostio, periostio y pericitos vasculares.(17) Emiten procesos
citoplasmaticos hacia la matriz, que comunican con la red de osteocitos y con los
osteoblastos vecinos.(18) Son metabolicamente muy activos, y sintetizan las
proteinas de la matriz ésea colagenosas y no colagenosas, que son excretadas y
luego depositadas entre los osteoblastos y la superficie ésea. Esta matriz recién
construida , aun no esta calcificada y se le denomina matriz osteoide. La fase de
latencia entre el depdsito del osteoide y su mineralizacién es de aproximadamente
10 dias. La diferenciacién osteoblastica depende de la expresion de dos factores de
transcripcion , RUNX2 y su objetivo OSTERIX1, que dan lugar a la diferenciacion
de estas células en osteoblastos en respuesta a estimulos externos, tales como, La
prostaglandina E2 (PGE-z), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) 1, la
hormona paratiroidea (PTH), las proteinas morfogénicas 6seas (BMP), y las
proteinas Wingless (Wnt) e Int-1, son estimulos clave para la diferenciacién de los
osteoblastos(15,19-21).

Los osteocitos son las células mas abundantes del hueso (10 veces mas que los
osteoblastos). Un milimetro cubico de hueso contiene hasta 25000 osteocitos,
derivan de los osteoblastos que posteriormente quedan atrapados en la matriz 6sea
(22). Poseen forma estrellada y su cuerpo se situa en el interior de lagunas u
osteoplasmas y los procesos citoplasmaticos se comunican entre si, a través, de los
conductos calcéforos que estan llenos de fluido 6seo. Los osteocitos participan en
la sintesis y mineralizacion de la matriz osteoide, pero se cree que su funcién

principal es la de controlar el remodelado &seo, detectando las variaciones
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mecanicas de las cargas, fenomeno denominado mecanotransduccion(18). Los
osteocitos constituyen el estadio final desde la linea osteoblastica y son incapases
de renovarse. Poseen los mismos marcadores que los osteoblastos, pero tienen
cdémo marcador especifico el CD44, receptor de membrana que se expresa
fuertemente en osteocitos, es negativo en osteoblastos y células limitantes(12). Son
sensibles a las cargas mecanicas, respondiendo a los cambios de estrés mecanico,
transmitiendo sefiales a la superficie 6sea para inducir osteoformacion o resorcion
osea. Tienen también una funcion importante en la homeostasis de los fosfatos y en
el remodelado 6seo, participan en la nutricidn y expulsidn de detritus a través de los
vasos sanguineos. Provienen de los osteoblastos, como se ha dicho anteriormente,

que también producen células de revestimiento, y otros sufren apoptosis.(20,23)

Las células encargadas de la reabsorcion son los osteoclastos. Se trata de células
grandes (100 um), multinucleadas (hasta 20 Nducleos), ricas en mitocondrias y
vacuolas. Estan unidas directamente a la superficie del hueso y construyen las

lagunas de resorcion (lagunas de Howship).

Los osteoclastos contienen fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), que permite
la desfosforilacion de las proteinas, cuya actividad es aprovechada para su
identificacion, tanto in vivo como in vitro y tienen receptores por calcitonina. Los
osteoclastos proceden de células madre hematopoyéticas medulares denominadas
‘Unidades formadoras de colonias de granulocitos y macrofagos” (CFU-GM),
precursoras de macrofagos y monocitos(21). Los osteoclastos tienen dos
especializaciones en la membrana: un borde en cepillo, que es donde se lleva a
cabo la reabsorcion, y una zona clara, rica en microfilamentos, con integrinas que
sirven de anclaje a la matriz, disefiada para secretar y reabsorber proteinas y iones

en el espacio entre la superficie de los osteoclastos y el hueso.
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MATRIZ ORGANICA

La matriz organica representa un tercio del peso 6éseo. Estd formada

fundamentalmente por proteinas (cuadro1), entre las que destaca la colagena (90%)

Colagena

Proteoglicanos

Proteinas con acido y-carboxi-glutamico

Glicoproteinas

Proteinas del plasma

Factores de crecimiento

Tipo I, lll, V, XV

Condroitin sulfato
Decorina
Biglicano

Hialuronato

Osteocalcina
Proteina de la matriz con acido y-

carboxi-glutamico

Osteonectina
Fosfatasa alcalina
Proteinas con RGD:
o Fibronectina
o Trombospodina
o Osteopontina
o Vitronectina

o Sialoproteinas 6seas

Albumina

a2-SH-glicoproteina

IGF-I y Il (insulin growth factor | y |l
TGF-B (transforming growth factor-
beta)

PDGF(platelet derived growth factor)

CUADRO1.Resumen vy descripcion de las principales familias de proteinas

presentes en la matriz organica(12).
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La matriz organica, tiene un papel importante en el conjunto del sistema 6seo,
siendo este hecho evidente cuando aparecen enfermedades de la colagena como
la osteogénesis imperfecta. Actualmente se debe considerar a la matriz
mineralizada extracelular como algo mas que un reservorio de calcio y fosforo, ya
que constituye una reserva de proteinas que participan en la regulacion de la

diferenciacion celular, en la integridad y funcion del tejido 6seo(24).

La matriz extra celular esta compuesta por un 90% de colagena sobre todo de tipo
| (>95%) y tipo V (>5%). También se han comprobado pequefias particulas de
colagena tipo lll, relacionado con las fibras de Sharpey vy tipo Xll, formado bajo
estrés mecanico. En la molécula de la colagena se halla la secuencia Arg-Gly-Asp
(RGD), que es reconocida por las integrinas de superficie de las células 6seas(25).
Las fibras de colagena se estabilizan mediante puentes de hidrogeno entre
aminoacidos y a través de la formacion de puentes de piridinolina entre las
hidroxilisinas y lisinas. Sin embargo, la colagena no tiene gran afinidad por el calcio

por lo que son otras las proteinas implicadas en el depdsito mineral.

* Proteoglicanos: Constituyen el 10% de las proteinas no colagenas. Son
moléculas de gran tamafo. Hay cuatro tipos de proteoglicanos en la matriz
osteoide: hialuronano y condroitin-sulfato: De molécula grande, que
intervienen en las etapas iniciales de la morfogénesis 6sea Biglicano vy
Decorina: De molécula mas pequefia, aparecen en las faces siguientes de la
formacion dsea. (26)

e Proteinas con acido y-carboxiglutamico: Son la osteocalcina y la proteina
de la matriz con acido y-carboxiglutamico. Este acido es un aminoacido que

liga calcio y necesita vitamina K para su sintesis. (26)
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Glicoproteinas: Son la osteonectina, |la fosfatasa alcalina y las proteinas con
el tripéptido RGD (Arg, Gly-Asp).

La osteonectina es una glicoproteina con gran afinidad por la colagena tipo |,
por el calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteinas no

colagenas. (26)

La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorganico a partir de
ésteres fosféricos, necesario para la mineralizacion. Existen varias
izoenzimas, entre ellas la 6sea , que se ha considerado un buen marcador

de la actividad osteoblastica. (26)

Proteinas procedentes del plasma: Se encuentran en la matriz organica
0sea en mayor proporcion que en el plasma. Son la albumina y la a2-SH-
glicoproteina, que probablemente se relaciona con la incorporacion del calcio
a la matriz osteoide. (26)

Factores de crecimiento: Son polipéptidos sintetizados en el propio hueso
o procedentes de otros lugares (higado, plaquetas,etc.), que intervienen en
la diferenciacion, crecimiento y proliferacion de las células de manera

autocrina o paracrina. (26)
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Asi mismo la osteocalcina es una proteina sintetizada por los osteoblastos maduros,
odontoblastos y condrocitos. Se caracteriza por contener tres residuos del
aminoacido ligador de calcio: acido gammacarboxiglutamico y se determina por
inmunoensayo. Se considera un marcador sensible y especifico de la actividad
osteoblastica, si bien en parte puede derivar de la resorcidn 6sea. Sus niveles
siguen un ritmo circadiano, con los valores mas elevados por la mafiana y no se
influye por la dieta. (27)

La osteocalcina o BGP (por sus siglas en inglés Bone Gla Protein), es la proteina
no colagena mas abundante en el periodonto y constituye hasta el 3% de la proteina
Osea total. Tiene 49 aminoacidos con tres residuos de acido gamacarboxiglutamico,
los que se asocian con sus propiedades de unidn a calcio. La producen los
osteoblastos, cementoblastos y subpoblaciones de fibroblastos del ligamento
periodontal completamente diferenciados, con una masa de aproximadamente de 6
kDa y es secretada en el frente de mineralizacion (28-30).

También se le conoce como proteina Gla de hueso (primera proteina derivada de
hueso que fue caracterizada). Es la proteina no colagena mas abundante
encontrada en el hueso, forma aproximadamente el 1% de la matriz organica de
hueso, en el que existe una estrecha asociacion con la superficie de los cristales
minerales (tiene una gran afinidad por la hidroxiapatita); es un péptido de 49
aminoacidos que contiene de dos hasta tres residuos de acido gamma-
carboxiglutamico (Gla) de la vitamina K, los cuales son responsables de las
propiedades de union al calcio de la molécula. Es sintetizada por las células
mineralizantes (osteoblastos y osteoclastos) y es secretada a la matriz en el frente
de mineralzacién. Su distribucion esta limitada a tejidos mineralizados cémo el
hueso, dentina y cemento. Durante la sintesis osteoide, la osteocalcina es liberada
por los osteoblastos, bajo el control de 1,25-dihidroxivitamina D3 cuando estan
activos depositando hueso. Esta asociada con la calcificacion de tejidos duros.

Como se menciona, tiene una alta afinidad por el calcio y la hidroxiapatita a través
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de las interacciones con el residuo Gla. El papel fundamental de la osteocalcina es

la regulacién de la mineralizacion. (2,31-34)

La osteocalcina es una pequefia proteina de la matriz sintetizada por los
osteoblastos y plaquetas, dependiente de las vitaminas D y K. Representa el 15%
de las proteinas no colagenas de la matriz y contiene tres restos de acido y-
carboxiglutamico. Sus niveles plasmaticos se han considerado cémo uno de los
marcadores bioquimicos de la osteogenesis, relacionandose con el numero vy

actividad de los osteoblastos. (2,31-34)

Modula el crecimiento y forma de los cristales de hidroxiapatita, también participa
en el reclutamiento de osteoclastos y en la remodelacién ésea.

Se han reportado que bajas consentraciones de osteocalcina retrasan el
crecimiento de cristales de hidroxiapatita in vitro, por lo que se especula, que la
osteocalcina también puede actuar como regulador negativo mas que promotor de

la mineralizacion de la matriz(2,31-34).

El tejido 6seo tiene muchas funciones importantes para el organismo, ya que
protege organos vitales, hace posible la locomocion, es reservorio de calcio, fosforo,
factores de crecimiento y citoquinas, participa en la hematopoyesis, forma parte del
equilibrio acido-base y es el principal regulador del metabolismo fosfo-calcico:

e Proteccidon, especialmente, en aquellas zonas del organismo donde un
traumatismo puede acarrear graves consecuencias, como ocurre en la
cabeza, torax o pelvis, ya que estan todos los organos vitales, y, aunque la
estructura de los huesos que cubren estas zonas es igual que la del resto del
organismo, esta organizado para absorber el maximo de energia
posible.(14,23,35)
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e Funcion mecanica, que consiste en dar soporte y permitir los movimientos
mediante la accién de los musculos estriados, ya que ninguna contraccion
muscular seria efectiva sin realizar un efecto de palanca en el
hueso.(14,23,35)

* Hematopoyesis, al producirse las células sanguineas en la médula ésea.
Regulacion del metabolismo fosfocalcico, al ser el reservorio mas importante
de ambos elementos que pasan al torrente circulatorio mediante el
remodelado 6seo.(14,23,35)

Recientemente, se le atribuyen otras funciones endocrinas, ya que también participa
en el metabolismo energético mediante la secrecion de la osteocalcina y del factor
de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23); este ultimo es segregado por el
osteoblasto, aumentando la reabsorcion de fosfatos y disminuyendo Ilas
concentraciones de 1-25 OH vitamina D. La osteocalcina influye en la secrecién de
insulina y actua sobre los adipocitos que producen adiponectina, que reduce la
resistencia a la insulina. También el hueso, mediante la lectina, influye el
hipotalamo. Asi, no solamente actua en el metabolismo mineral, sino también en el

metabolismo de la glucosa y deposicidn grasa. (14,23,35)
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Existen enfermedades que afectan los huesos, algunas de estas son:

Enfermedad de Paget: También conocida como osteitis deformante, es un
trastorno progresivo caracterizado por una pérdida de masa Osea que el
organismo intenta compensar mediante la regeneracion acelerada de nuevo
tejido 6seo. Como resultado, se producen alteraciones estructurales que

conducen a deformidades, dolor y fracturas. (36)

Osteogénesis imperfecta (Ol): Existen varios tipos de Ol, causadas por
diferentes mutaciones genéticas que interfieren con la produccion de
colageno. La enfermedad causa una extrema fragilidad a los huesos,
haciendo que ocurran fracturas frecuentemente. (36)

Osteomalacia: Afecta la mineralizacién de los huesos, aumentando el riesgo
de fracturas, en especial en la pelvis, caderas y piernas. Una de las causas
fundamentales es el déficit de vitamina D. Es mas comun en paises con
pocas horas de luz solar al afio, debido a que la vitamina D se forma gracias
a la luz del sol. (36)

Osteodistrofia renal: Enfermedades de los huesos que aparecen como
consecuencia de la insuficiencia renal cronica. Cursa con mayor metabolismo

0seo y con el enlentecimiento de la mineralizacion del hueso. (36)
Osteomielitis: Inflamacién del tejido éseo causada por una infeccion

bacteriana que puede ser aguda o cronica. La mayoria de los casos son
provocados por la bacteria Staphylococcus aureus. (36)
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o Acromegalia: Es caracteristico de esta enfermedad el crecimiento anormal
de la cara, manos y pies. Ocurre cdmo consecuencia de la produccion
excesiva de la hormona del crecimiento. La causa mas comun de

acromegalia es un tumor benigno de la glandula pituitaria. (36)

 Enfermedad de Perthes: Una enfermedad que afecta a menores entre 3 y
12 afnos. Cursa con la destruccion de parte del hueso del fémur debido a falta
de flujo sanguineo. Algunas personas se recuperan gracias a que el hueso

se regenera, mientras otras viven con secuelas durante toda su vida. (36)

De igual manera la osteoporosis es una enfermedad esquelética caracterizada por
un descenso en la masa Osea y deterioro de la microarquitectura, con el
consiguiente aumento de la fragilidad 6sea y por lo tanto, suceptibilidad a fracturas.
Alrededor del 50% de las mujeres y el 20% de los hombres mayores de 50 afios
tendran alguna fractura por fragilidad 6sea (36)

La Osteoporosis (OS) es la enfermedad 6sea mas comun en los seres humanos
(37), es descrita por la Organizacion mundial de la salud como “enfermedad
sistémica esquelética progresiva caracterizada por baja masa ésea y deterioro
microarquitectural del tejido 6seo, con el consiguiente aumento de la fragilidad 6sea
y la susceptibilidad a fracturas”(38).

La palabra osteoporosis literalmente significa hueso poroso, indicando que la
densidad del hueso es menor y los huesos son delgados. Sin embargo actualmente
se sabe que los huesos no se fracturan solo por estar delgados, por lo que se
propuso una nueva definicion de acuerdo con la clasificacion diagnostica de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS): “La osteoporosis esta presente cuando la
densidad mineral 6sea -DMO- (BMD, bone mineral density) estda mas de 2.5
desviaciones estandar (DE) por debajo de las mujeres adultas premenopausicas

sanas. (36)
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La osteopenia o disminucion de la masa 6sea es definida como una densidad
mineral 6sea entre 1 y 2.5 desviaciones estandar debajo de la media de los
individuos normales”(36).

La osteoporosis podria ser el resultado de varios factores: Un pico de masa 6sea no
optimo, un exceso de resorcion 0sea que cause pérdida de la masa 6sea y dano
estructural, o una formacion inadecuada de hueso como respuesta a la resorcion
osea.

En la actualidad se siguen utilizando los criterios de la clasificacion de la OMS de
1994. La misma se basa en comparar los valores de DMO del paciente adulto con
los valores de la medida del adulto joven del mismo sexo y raza. En la clasificacion
se considera el T-score, que es el numero de desvios estandar por arriba o por
debajo de la medida de DMO normal de la poblacion adulta joven del mismo sexo,
estudiada por DXA (absorciometria dual de rayos X) (36).

Un individuo es clasificado con osteoporosis severa, cuando una fractura se
presenta debido a una densidad 6sea insuficiente. La osteoporosis es un factor de
riesgo para que se fracture el hueso. El riesgo de fractura es mayor en aquellos con
la DMO mas baja; sin embargo, la mayoria de las fracturas se producen en pacientes
con baja masa 0sea en lugar de osteoporosis, debido al gran numero de individuos
con la masa 0sea en este rango(39).

30



Procedimientos para el diagnostico de la osteoporosis:

* Historia clinica y examen fisico.

* Recuento de células sanguineas, velocidad de sedimentacion o proteina C
reactiva. Suero de calcio, albumina, creatinina, fosfato, fosfatasa alcalina y

transaminasas hepaticas.

* Pruebas de funciodn tiroidea

* Densitometria 6sea (DXA)
Otros procedimientos, si estan indicados.

» Radiografias laterales de la columna lumbar y toracica o imagenes vertebrales

laterales basadas en DXA

* Inmunoelectroforesis de proteinas séricas y proteinas de Bence Jones urinarias.

» Suero 25-hidroxivitamina D.

* Hormona paratiroidea plasmatica.

* Testosterona sérica, globulina fijadora de hormonas sexuales, hormona foliculo

estimulante, hormona luteinizante (en hombres).

* Prolactina sérica.

* Prueba de supresion de dexametasona durante la noche libre de cortisol / orina
de 24 h.

 Anticuerpos endomisiales y / o transglutaminasa de tejidos.

« Gammagrafia 0sea isotopica.

» Marcadores del recambio 6seo.

* Excrecion urinaria de calcio.

CUADRO 2- Procedimientos para el diagnostico de la osteoporosis (OS).(38)



La osteoporosis primaria fue clasificada en 1983 por Riggs y colaboradores en tipo
| (postmenopausica) y tipo Il (senil). La osteoporosis tipo | ocurre en mujeres
postmenopausicas, en la fase rapida de pérdida de hueso en los primeros 5 a 10
afnos después de la menopausia, o0 en mujeres con oligomenorrea 0 amenorrea
prematura (por anorexia nerviosa 0 a un programa excesivo de ejercicios, como se
llega a ver en las atletas). La pérdida estrogénica incrementa el nivel sérico de
citoquinas que aumentan el reclutamiento y la respuesta de los precursores de
osteoclastos en el hueso trabecular, implicando una mayor resorcion osea.

En hombres despues de una castracion o cuando existe una deficiencia de
testosterona, se causa una pérdida 6sea relacionada al déficit de la funcion gonadal,
en estos pacientes se presentan mayor numero de fracturas donde el esqueleto
tiene mayor predominio de hueso trabecular, como el antebrazo distal y el cuerpo
vertebral (40)

La osteoporosis de tipo I, se asocia con el envejecimiento y es predominante en la
edad de 60 a 70 afios. Con el aumento de la edad, se genera una declinacion de
los osteoblastos que disminuyen su acctividad, esto sin aumentar la actividad de los
osteoclastos. Las fracturas son frecuentes donde predomina el hueso cortical.

La osteoporosis secundaria es debida a otros transtornos o exacerbada por ellos, o
también puede ser causada por medicamento. Es mas comun en la premenopausia
y en hombres. Las enfermedades asociadas a osteoporosis incluyen desordenes
endocrinos, enfermedades inflamatorias sistémicas, transtornos genéticos,
enfermedades gastrointestinales, deficiencias nutricionales, medicamentos tales
como anticonvulsivantes, anticoagulantes (heparina y warfarina), ciclosporina y
tracrolimus, dosis excesiva de hormona tiroidea entre otras (tabla 3), sin embargo
la causa mas frecuente de osteoporosis secundaria se debe al uso de

glucocorticoides. (40)
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Enfermedades endocrinas/metabodlicas

Enfermedades autoinmunes y crénicas

Enfermedades malignas y de meédula

osea

Medicamentos

Deficiencias nutricionales

Desordenes genéticos

Otras Causas

Causas de osteoporosis secundaria

Hipogonadismo, desorden pituitario,
diabetes mellitus, tirotoxicosis,
embarazo, hiperadrenocortisolismo,

hiperprolactinemia, porfiria,

hipofosfatasa, talasemia.

Enfermedades reumatoldgicas,
enfermedad renal crénica, enfermedad
pulmonar crénica, enfermedad hepatica
cronica, enfermedades
gastrointestinales, transplante,
enfermedades granulomatosas,

mastocitosis sistémica.

Mieloma multiple, linfomas y leucemias,
enfermedad metastasica 6sea, anemia,

enfermedad de Gaucher.

Glucocorticoides, anticonvulsivantes,
agentes antituberculosos, colestiramina,
tratamiento prolongado con heparina,

ciclosporina, metrotrexate.

Vitamina D, Vitamia K, Vitamina C,

enfermedad celiaca, desnutricidon

Osteogénesis imperfecta,

homocistinuria, sindrome de Ehlers-

Danlos, sindrome de Marfan.

Inmovilizacion, distrofia simpatica refleja,

tabaquismo, alcoholismo.

TABLA 3- Causas de osteoporosis secundaria
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La deficiencia de estrogenos que existe en la menopausia deteriora el ciclo normal
del remodelado oseo al aumentar la actividad de resorcion osteoclastica sin
aumento correspondiente en la actividad osteoblastica y, por lo tanto, la cantidad de
hueso que se reabsorbe es mayor a la cantidad de hueso que se regenera, lo que
conduce a una pérdida de hueso neta. A este proceso proceso se le describid
originalmente como “desacoplamiento”(41).

Hay una mayor produccién del factor de necrosis tumoral (TNFa) y las células del
linaje estromal osteoblastico se vuelven mas sensibles a la IL-1. 111 y TNF estimulan
a las células estromales de proteoblastos, para liberar citocinas: |IL-6, factor
estimulante de colinas de macrofagos de granulocitos (GM-CSF) y factor de
crecimiento transformante (TGF). La citocina final en la cascada de
osteoclastogénesis es el ligando RANK (ligando del receptor activador del factor
nuclear kappa B) que se produce a partir de los osteoblastos y se une a su receptor
(RANK) en los osteoclastos(42). RANK tiene un antagonista, la osteoprotegerina
(OPG) que es un receptor soluble aque es secretado por el linaje celular del estroma
osteoblastico. OPG es estimulada por el estrogeno(43). Es posible observar que el
factor de desacoplamiento secretado por los osteoblastos es RANKL. Estos factores
aumentan la resorcion Osea; la accion importante del estrogeno es aumentar la
secrecion de OPG y disminuir M-CDF y RANK(44).
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En la menopausea, durante la primera fase de pérdida ésea, las mujeres tienen un
marcado balance negativo de calcio. Se puede estimar que la pérdida promedio de
calcio diario en los primeros 3 a 4 anos es de 200mg diarios, estapérdida va
disminuyedo gradualmente a -45 mg diarios durante los 5 a 10 afios despues de la
menopausia. Después de los 60 afios, hay una disminucion relacionada con la edad
en la absorcion de calcio, que contibuye a un mayor equilibrio negativo de
calcio(45,46). La mala absorcion de calcio causa hiperparatiroidismo secundario, y
este aumenta la resorcidn 6sea. En adultos mayores la respuesta de absorcion de
calcio en relacion con la 1,25- dihidroxivitamina D sérica es menor que en los
jovenes, lo que sugiere que parte del problema del evejecimiento es la resistencia
intestinal a la 1,25- dihiroxivitamnia D en el rifilon envejecido; la produccion de 1,25-
dihidroxivitamina D puede disminuir hasta un 50%. La deficiencia de vitamina D
agravara la situacion al causar hiperparatiroidismo secundario, aumentando con
este la resorcion Osea. Los niveles de estrégeno también tienen lugar en el
envejecimiento, estos datos se ven reflejados en la densidad 6sea, puesto que, la
densidad de masa Osea sera mayor si el estradiol sérico es superior a 15 pg/ml y
menor si el estradiol sérico es menor a 5pg/ml(47) esto quiere decir que las fracturas

aumentaran cuando el nivel de estradiol sérico esté por debajo de los S5pg/ml(47).
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Entre los 20 y principios de los 30 afios de edad, la masa dsea alcanza su pico en
columna y cadera. Hay otros huesos que alcanzan su pico de DMO a los 40 como
el radio. La disminucién promedio de la DMO durante la transicion menopausica es
de aproximadamente 10%, esto nos dice que la mitad e las mujres estan perdiendo
de 10 a 20% en esos 5- 6anos alrededor de la menopausia. La edad promedio de
la menopausia es de 51 aflos, una menopausia temprana es a los 41 afios en donde
el hueso se deteriora 10 afios antes de lo norma, a menos que reciba tratamiento
medico. Esto explica por qué entre el 15y el 20 por ciento de las mujeres a principios
de los afos sesenta tienen fracturas vertebrales y el efecto de la menopausia precoz
en los huesos(3).Un afo previo que comience la menopausia, la pérdida Osea
empieza a acelerar, continua asi durante 3 afios y comienza a disminuir esa
aceleracion, aun asi la pérdida 6sea en los siguientes 4- 8 afios posteriores a la

menopausia se mantiene elevada.

La osteoporosis es considerada un serio problema de salud publica, por ser una de
las enfermedades mas frecuentes en los humanos, ya que se estima que un 50%
de mujeres y un 20% de hombres, mayores de 50 afos la poseen y tendran alguna
fractura debido a la fragilifad osea por la BMO, y esto representa una amenaza
grave para la economia(36).

La fundacion Nacional de Osteoporosis en los Estados Unidos de Norteamérica,
estima 9.9millones de estadounidences que padecen osteoporosis. Una de cada
dos mujeres caucasicas, asi como 1 de cada 5 hombres sufren fracturas a causa de
la osteoporosis en algun momento de su vida(37). Datos mundiales sefialan que

hay 200 millones de personas con osteoporosis, en su mayoria mujeres(48).
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Se cree que en los siguientes 50 afios la poblacion de America Latina tendra una
aumento en la poblacion adulta que sobrepase los 65 anos, y que emulara las cifras
actuales de Estados Unidos y Europa. Se espera que la cantidad de fracturas en los
siguientes 50 afos (6.3 millones anuales), ocurran la mitad de ellas entre America
Latina y Asia(4).

En México la poblaciéon mayor de 60 afnos ha aumentado consuderablemente, ya
gue en las ultimas 7 décadas la espectativa de vida a aumentado de 36.2 afios a 75
afnosy se espera que esa poblacion aumente a 36.4 millones para el afio 2050. La
osteoporosis tiene estrecha relacion con la edad, y es de esperarse que los casos
aumenten.

Estudios en nuestro pais también mencionan la situacion de osteoporosis que
tenemos. Se compar6 la BMO en la zon femoral y de columna lumbar en 4460
mujeres con edades entre los 29 y 70 afos, en tres regiones diferentes del pais, y
se encontrd una variacion significativa, siendo la BMO en las mujeres de la zona
notre en comparacion con las mujeres del centro y sur del pais(49).

En otro estudio se recolectaron datos de fracturas ocurridas en el afio 2000, por
parte del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y la Secretaria de Salud (SS),
sefialando que 168 mujeres y 98 hombres de cada 100,000 individuos padecen
fracturas anualmente por osteoporosis, siendo porcentualmente el riesgo para
fracturas de cadera de 8.5 y 3.8 respectivmente en hombres y mujeres.

Registros nos indican que el tiempo de hospitalizacion por fractura de cadera son
variables dependiendo del sistema de salud tratante, el Instituto Mexicano del
Seguro Social cuenta con el mayor promedio de dias con 10.7, la Secretaria de
Salud 9.3 y las instituciones privadas 5.2 dias(50,51).
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FACTORES DE RIESGO DE FRACTURA SECUNDARIO A OSTEOPOROSIS

Riesgo elevado
Edad > 65 aios

Historia de fracturas previas por fragilidad

Antecedentes de fractura de cadera en familiares de 1¢" grado

Tratamiento con corticoides (mas de 5 mg/dia de cortisona, periodo superior a 3

meses)

Bajo peso corporal (iIMC < 20 kg/m2) Caidas (mas de 2 caidas en el ultimo afio)
Riesgo moderado
Exceso en la ingesta de alcohol y tabaco Menopausia precoz (45 afos)

Artritis reumatoide, artropatias inflamatorias

Osteoporosis secundaria: hipogonadismo, amenorrea primaria y secundaria,
sindrome de malabsorcion, hepatopatias, enfermedad inflamatoria intestinal,

celiaquia

TABLA 4. Factores de riesgo de fractura secundario a osteoporosis. (1,52).

TRATAMIENTO DE LA OSTEOPOROSIS

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) tiene como herramienta y promueve el
uso de “Fracture Risk Assesment Tool” (FRAX), que estima el riesgo de sufrir una
fractura causada por osteoporosis pudiendo ser de cadera, hombro mufeca o
alguna vertebra, en una poblacion de 40 a 84 afios de edad, para mujeres y hombres
gue no han recibido tratamiento previo. El FRAX ha sido validado en 40 cohortes
sobre un millon de pacientes, su uso ha demostrado que permite una mejor
racionalizacion en la evaluacion de la densidad mineral 6sea y orientacion del

tratamiento (1,53).
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Segun el resultado del estudio, el riesgo de fractura se estima en: Bajo, si el riesgo

absoluto de fractura osteopordtica es inferior al 10 %, moderado entre 10-20 % y
alto riesgo si es superior al 20 %. Para cada una de estas clasificaciones se tienen
y se recomiendan intervenciones farmcolégicas y no farmcoldgicas. Asi mismo se
tienen recomendaciones generales que se basan en una correcta nutricion, ejercicio
y prevencion de caidas. Para la nutricion se recomienda una ingesta adecuada de
calorias, calcio de 1.000- 1.200mg/dia y de 700- 1000Ul/dia de Vitamina D(54),
respecto a la prevencidn de caidas los estudios en la poblacién de adutos mayores
demuestran su disminucion mediante estrategias multifactoriales como el ejecricio
fisisico, evaluacion de los factores de riesgo y la utilizacién de sistemas protectores
de cadera, aunque existen dudas sobre su eficacia(1,55-57).

Bajo Riesgo: Para estos pacientes son suficientes los consejos sobre el estilo de
vida tales como, las medidas de higiene, prevencion de caidas, ingesta adecuada

de calcio y vitamina D.

Riesgo Moderado: Por lo general no es necesario enviar alguna medicacién, pero
se pueden considerar, ademas de los consejos de estilo de vida, alimentacion y
prevencion de caidas; individualizar la necesidad de tratamiento farmacoldgico

segun los factores de riesgo del FRAX.

Riesgo Alto: Se considera el tratamiento farmacologico, ingesta diaria de vitamina
D y calcio. Ademas de los consejos de estilo de vida, higiene, alimentacion y riesgos
de caidas. Los objetivos principales de los tratamientos para la osteoporosis son la
prevencion de las fracturas, el mantenimiento o el aumento de la DMO y la mejora

de la funcion fisica(41).

39



La FDA tiene aprobadas opciones farmacolégicas para el tratamiento y la
prevencion de la osteoporosis posmenopausica, estos farmacos cuentan con
diferentes mecanismos de accion y su eficacia en la prevencién de los diferentes

tipos de fracturas se presentan en la siguiente tabla:

Eficacia del tratamiento farmacoldgico en la prevencion de fracturas en poblacion de

mujeres posmenopausicas

Fracturas Fractura  Fractura Fractura no

vertebral de cadera vertebral

Bifosfonatos ~ Alendronato  Prevencion primaria® + + +
Prevencion secundaria*  + + +
Risedronato  P. Primaria + + +
P. Secundaria + + +
Etidronato P. Primaria + + No efecto
P. Secundaria + + No efecto
Zoledronato  P. Primaria + + +
P. Secundaria
Ralenato de P. Primaria + Dudoso +
estroncio P. Secundaria + + +
Raloxifeno P. Primaria + No efecto  No efecto
P. Secundaria + No efecto  No efecto
Teriparatida + No efecto +
Denosumab + + +

*Prevencion primaria: sin antecedentes de fractura por fragilidad. **Prevencion secundaria: con

antecedentes de fractura por fragilidad.

TABLA 5. Eficacia del tratamiento farmacoldgico en la prevencion de fracturas en

poblacion de mujeres posmenopausicas (1,58)
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Los beneficios antifractura de los medicamentos que ha aprobado la FDA, se han
estudiado en su mayoria en mujeres con osteoporosis postmenopausica, y sus
tratamientos han demostrado que disminuyen el riesgode fracturas en pacientes

que han tenido osteoporosis

Los tratamientos mas comunes para la osteoporosis, incrementan la densidad

mineral ésea, sin embargo poseen efectos colaterales importantes.

Alendronato Fosamax® 10 mg/dia (70 mg semanales) Esta aprobado por la FDA
para aumentar la masa osea y el tratamiendo de pacientes que toman
glucocorticoides. El Alendronato reduce la incidencia de fracturas de cadera vy
vertebras en un 50% a los 3 afios en pacientes con fractura previa de vertebra o en
pacientes con osteoporosisen el sitio de la cadera, no se encontraron resultados
estadisticamente significativos para la prevecion primaria, con la excepcién de las

fracturas vertebrales, las cuales la reduccion es clinicamente importante(1,59,60).

Risedronato Acrel®, Actonel® 5 mg/dia (35 mg semanales) Aprovado para la
prevencion y el tratamiento de la osteoporosis posmenopausica, por un efecto
positivo en la DMO y reducir el riesgo de fracturas vertebrales, no vertebrales y de
cadera en mujeres con osteoporosis. Reduce la incidencia de fracturas vertebrales
en un 41% a 49% vy las fracturas no vertebrales en un 36%a los 3 afos.(61).

Etiendronato Osteum® Primer bifosfonato utilizado en la clinica, es eficaz en la

reduccién de las fracturas vertebrales a 2 afos pero no sobre el resto de fracturas,

no se recomienda como tratamiento de primera linea(62).

41



Ibandronato Boniva® 150mg (mensual) y 3 mg cada 3 meses por inyeccion
intravenosa. Reduce la incidencia e fracturas vertebrales alrededor del 50% a los 3
afnos la reduccibn en el riesgo de fracturas no vertebrales no se ha

documentado(63).

Acido Zoledrénico Reclast®, Zometa®, Aclasta® 5 mg endovenosos anuales
durante 3 afios disminuyen el riesgo de fractura vertebral en un 70 % y el riesgo de
fractura de cadera en un 41 %. Las fracturas no vertebrales se redujeron en un 25
%(58).Aprovado para prevencién de nuevas fracturas en pacientes que ya hayan
tenido fractura de cadera, para la mejorar el aumento de la masa 6ésea en hombres
con osteoporosis, prevencion y tratamiendo para pacientes que en tratamiento con

glucocorticiodes (64).

Efectos adversos de los bifosfonatos

Los efectos adversos que generan son: Problemas gastrointestinales, inflamacion
del esofago y estomago, afectar la funcion renal, inflamacion ocular, fracturas

atipicas de fémur dolor en inge y muslo, osteonecrosis mandibular(65).

Ralenato de estroncio Osseor®, Protelos® 2gr/dia por las noches. Reduce la
incidencia de fracturas vertebrales y las no vertebrales en un 16% hasta los 10 afos,
incrementa la fromacion de hueso y reduce su reabsorcion. El ralenatode estroncio
se presenta como una opcidén en prevencidén secundaria en caso de intolerancia o
contraindicacion de los bifosfoatos en mujeres con un DMO T-score <-4/-%,5
mayores de 55 afios o mayoresde 50 afios con DMO T-score < -3,5 y 1 0 mas
factores de riesgo para fracturas(66).
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Efectos adversos de ralenato de estroncio

Contraindicada en pacientes con insuficiencia renal grave, puede causar Cefalea,
trastornos de consciencia, pérdida de memoria; infarto de miocardio, tromboembolia

venosa; nauseas, diarrea, heces blandas; dermatitis, eccema; aumento de CPK(66).

Calcitonina Miacalcin® Fortical® 200 Ul en una sola atomizacion intra nasal diaria.
La calcitonina de salmon fue aprovada para el tratamiento de la osteoporosis en
mujeres con 5 afos después de la menopausia y cuando los tratamientos alterntivos
no son adecuados, es 40-50 veces mas potente que la humana. Sus efectos
incrementan la DMO ligeramente en espina dorsal y cadera, se determiné que la
administracion de este medicamento reduce la fracturas vertebrales en un 30% y en
aquellos con fracturas vertebrales previas no se ha demostrado a reduccion de
fracturas no vertebrales(67,68).

Efectos adversos de la Calcitonina

La calcitonina puede causar nauseas, vomitos, riesgo de cancer, como es intra
nasal puede causar rinitis, edema y congestién nasal, epistaxis y reaccion alergica

por alergia alos salmones(69).
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Farmacos moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (SERM)

Raloxifeno: Evista® y Optruma®. Bazedoxifeno: Conbriza®. Farmacos que actuan
como agonistas estrogénicos sobre el hueso. Incrementa la DMO en la espina
lumbar, en la cadera y en el cuello del fémur. Reduce el riesgo de fracturas
vertebrales, es una opcidon en prevencion secundaria en caso de intolerancia o
contraindicaci’pn de los bifosfonatos en mujeres posmenopausicas. En un estudio
(MORE) se observo una reduccion de fracturas vertebrales osteoporéticas del 50 %
a los 3 anos (70). En mujeres posmenopausicas disminuye el riesgo de cancer de

mama invasivo (71).

Efectos adversos de los farmacos moduladores selectivos de los receptores
estrogénicos (SERM)

Contraindicado en pacientes con insuficiencia renal grave, aumenta el riesgo de
trombosis venosa profunda, enfermedad hepatica, colostasis, sangrado uterino o

cancer de endometrio.

Terapia hormonal de reemplazo Activella®, Climara®, Estrace®, Estraderm®,
Ogen®, Premarin®, Vivelle®. Aprovada por la FDA para la prevencion de la
osteoporosis, el alivio de sintomas vasomotores y atrofia vulvovaginal. Los
estrogenos mas progesterona reducen significativamente las fracturas vertebrales,
de cadera, antebrazo, y mufieca. Es eficaz en la prevenciéon de lapérdida osea. La
dosis de la terapia hormonal de reemplazo incluye regimenes ciclicos secuenciales
y continuos, si no se sigue correctamente el tratamiento, este puede causar pérdida

O0sea mas rapido.
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Efectos adversos de la terapia hormonal de reemplazo

Los riesgos asiciados con la terapia hormonal de reemplazo son relevantes, ya que,
se asocia a un aumento del riesgo de enfermedad coronaria, cancer de
mama,embolia  pulmonar, trombosis venosa profunda y accidentes

cerebrovasculares.

La teriparatida Forsteo® 20ug diarios durante 18 a 24 meses (subcutanea). Es una
reecombinante de la hormona paratiroidea humana enddgena (PTH) formada por e
fragmentoamino-terminal de la molécula (1-34PTH). Aprobada por la FDA para el
tratamiento de la osteoporosis en mujeres posmenopausicas y hombres con alto
riesgo de fractura. Reduce el riesgo de fracturas vertebrales en un 65% y no
vertebrales en un 53% en pacientes con osteoporosis despues de una media de 18
meses. El trtamiento con teriparatida ayuda al aumento de DMO, en la espina dorsal
y la cadera, disminuye las fracturas vertebrales y no vertebrales.

Efectos adversos de la teriparatida

En los efectos adversos de la teriparatida se encuentran nauceas, mareos, astenia
y calambres. Estudios indicaron que hubo aparicién de osteosarcoma y otras
neoplasias 6seas en estudios de Fischer en ratas, se debe putualizar que los
estudios fueron realizados con dosis y duraciones dependientes entre 3 a 58 veces
lo permitido en humanos, pero se tiene que evitar la administracion en pacientes
con historia de osteosarcoma o cualquier otro cancer 6seo incluyendo mentastasis,
riesgo a desarrollar osteosarcoma (enfermedad de Paget, o radiacion esquelética
previa) y nifios o adultos con la epifisis todavia abiertas(1,72,73).
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Denosumab Prolia® 60mg cada 6 meses (subcutanea). Aprobado por la FDA para
el tratamiento para las mujeres posmenopausicas con alto riesgo de fractura y
también aumenta la DMO en hombres con alto riesgo de fracturas y para el
tratamiento de la pérdida 6sea en los hombres que han reciidotratamiento de
reduccion de gonadotropina para el cancer de prostata. Es un anticuerpo
monoclonal producido contraligando del receptor activador de factor nuclear kappa
B (RANKL). Inhibe la formacion osteoclastica, su funcion y sobrevivencia; y debido
a esto la DMO incrementa. Reduce la incidencia de fracturas vertebrales en un 68%,
fracturas de cadera en 40% vy las fracturas no vertebrales en un 20% en 3 anos. A
diferencia de los bifisfonatos el Denosumab no se acumula en el hueso(74,75).

Efectos adversos del inhibidor de RANK/RANKL Denosumab

Al ser un farmaco de reciente liberacion, el perfil de seguridad aun no esta definido,
puede causar aumento en el riego de infeccidnes graves de la piel. Los principales
efectos potenciales son hipocalcemia y osteonecrosis mandibular e infecciones. Se
han notificado riesgos de fracturas atipicas de fémur(’3).
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Muchos de los adelantos terapéuticos en el manejo de la osteoporosis se estudiaron
primero en diversos modelos animales y luego entraron en la practica clinica. Todos
estos modelos cumplieron con criterios basicos similares: deben satisfacer las
normas éticas, legislativas locales y nacionales, ser accesibles a los centros
experimentales, ser faciles y seguros de manejar, tener un bajo costo de
adquisicién, requerir poco mantenimiento, reproducir fiablemente la enfermedad y
el material biolégico al ser examinado debe estar facilmente disponible. Las ratas
de laboratorio (cepa Wistar) cumplen la mayoria de estos criterios. Ademas de la
disponibilidad de un conocimiento detallado del esqueleto de la rata y los protocolos
para la induccion rapida de la osteopenia, han aumentado la popularidad de este
modelo(2,76).

Existen muchas similitudes entre la pérdida de hueso en ratas después de la
ovariectomia y la pérdida de hueso en mujeres menopausicas, tales como el
incremento de resorcidn 6sea en comparacion a la formacion ésea, incremento de
la pérdida 6sea seguida por una formacion muy lenta de hueso, mayor pérdida de
hueso esponjoso que cortical y poca absorcién de calcio en el intestino(2,77). Los
mayores factores secundarios a la diferencia hormonal, ya sea inducida o quirurgica
son la disminucion de la densidad désea y el incremento de la fragilidad debido a la
disminucién del volumen de hueso esponjoso, caracterizado por el incremento de la
separacion trabecular, la disminucion del grosor, conectividad y numero trabecular
(2,77).
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Los roedores son los animales que se utilizan con mayor frecuencia para estudios
experimentales.

Las investigaciones relacionadas a la osteoporosis no son la excepcion, los
primeros estudios datan de 1985, y en 1991 se reportd por primera vez la
ovariectomia (OVX) como modelo para el estudio postmenopausico de pérdida
osea. En 1994, la administracion de alimentos y medicamentos (FDA, Food And
Drug Administration) establecioé el uso de modelo en ratas ovariectomizadas como
estrategia para pruebas, tratamiento y prevencion de la osteoporosis. La rata
ovariectomizada es un excelente modelo animal preclinico que emula de manera
correcta la clinica del esqueleto humano mermado de estrogenos y la respuesta de
los agentes terapéuticos sobre éste(2,78). El desarrollo de la osteopenia-
osteoporosis es una de las respuestas bioldégicas mas reproducibles en la
investigacion 6sea(2,79). Todos los protocolos experimentales de osteoporosis
pueden ser implementados en ratas esqueléticamente inmaduras o maduras(2,76).
Aunque las ratas alcanzan la madurez sexual a los 2,5 meses, su esqueleto se

considera maduro después de los 10 meses(2,79).
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Después de la ovariectomia, la reabsorcion 6sea supera inicialmente la formacién
O0sea causando pérdida 6sea. Poco después, la remodelacién 6sea alcanza un
estado estacionario, donde la resorcion y la formacion se equilibran. La pérdida 6sea
estadisticamente significativa se observa en la metafisis proximal de la tibia después
de 14 dias(2,80) en el cuerpo vertebral lumbar después de 60 dias(2,81), y en el
cuello femoral después de 30 dias(2,82). La ovariectomia no induce la pérdida de
masa 0sea en la epifisis de los huesos largos, la metafisis tibial distal, ni en las
vértebras caudales (2,83,84); estos tres sitios son abundantemente ricos en hueso
trabecular. En el hueso cortical el aumento de la cavidad medular es una medida
indirecta de la pérdida 6sea. Este agrandamiento en la diafisis de los huesos largos
se debe al aumento de la resorcibn O6sea endosteal(85) y la aposicion Osea
periostica (86). La reabsorcién endosteal y la formacion 6sea periosteal simultanea,
dan lugar a una tasa de pérdida désea cortical muy lenta (87). Los cambios
tempranos en la anchura del hueso cortical y en la cavidad de la médula del eje
femoral y tibial se observan entre los 90 y 120 dias después de la ovariectomia (88—
90) el hueso cortical requiere 180 dias o mas después de la cirugia para lograr el
estado estacionario. Las disminuciones relacionadas con la edad en la DMO cortical
en ratas hembra (sin operar) comienzan en las vértebras lumbares en la edad de 15
meses Yy en la metafisis proximal de la tibia a la edad de 12 meses(91)

Al tener un déficit de hormonas se promueve las células progenitoras derivadas de
la médula que se diferenciaran principalmente en osteoclastos por influencia del
estroma medular del hueso, por lo tanto, se necesitaran muchas proteinas solubles
como las citocinas y factores de crecimiento para que se desarrollen los
osteoclastos. Los siguientes 7 dias después de la ovariectomia, se incrementan las
colonias de macrofagos granulocitos, forman una unidad y células de tipo
osteoclastos. La proximidad de las células de la médula 6sea, explica el efecto del
estrogeno para regular la expresion de citosinas de las células(92). Los receptores

de estrégeno estan presentes en los osteoblastos y osteoclastos. Las propiedades
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moduladoras del estrogeno en las células de la médula 6sea muestran que los
receptores de estrogeno (Ers, estrogen receptors) a y B, se afectan en ratas
ovariectomizadas.

El estrogeno actua a través de la activacion del ERo de la célula madre
mesenquimal (93). Los estrogenos también pueden promover el desarrollo de los
osteoblastos, aumentando su proliferacion e incrementando un numero importante
de proteinas como el factor de crecimiento tipo insulinico 1 (FGI, Insuline like growth
factor-1), factor de crecimiento transformante-p3 (FGT-g, Transforming growth factor-
) y proteina morfogénica 6sea-6 (BMP, Bone morphogenic protein-6).

Después de la ovariectomia hay un incremento en la produccion de citocinas pro
inflamatorias, especificamente la interleucina 1 (IL-1, Interleukin1) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a, Tumor necrosis factor-alpha) en ratones(94,95). La
IL-6 regula el desarrollo de los osteoclastos en ratas OVX. Los estrogenos suprimen
la expresion de IL-6. La neutralizacion de 1I-11 disminuye la pérdida de hueso
trabecular en ratas OVX por la disminucién de la formacion de osteoclastos. Aparte
de las citocinas pro-inflamatorias, la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM 1,
intracelular adhesion molecule 1) se expresa en ratas OVX, lo que es importante
para la osteoclastogénesis (96). Las ratas que tienen déficit del factor inhibidor de
la migracion de los macréfagos, estan protegidas contra la pérdida ésea inducida
por la ovariectomia (97). Las prostaglandinas aumentan el factor nuclear «f3 (NF-
kf) en células de la médula 6sea de los animales OVX(98).

La deficiencia de estrogeno incrementa la produccion del factor estimulante de
colonias de macrofago (M-CSF, Macrophage colony stimulating factor) via
respuesta de crecimiento rapido (Erg-1, early growth response) Egr-null,
incrementando la resorcién de hueso y la disminucion de masa 6sea (99). A altas
concentraciones, los estrogenos incrementan los indices histomorfométricos de
formacion o6sea, posiblemente por el incremento de la sintesis de factores de
crecimiento osteoblastico. La actividad celular predominante en la superficie 6sea

endosteal (hueso esponjoso o trabecular y endocortical) es la

50



remodelacion(100,101). Ademas la pérdida 6sea en el envejecimiento ocurre en las
superficies endosteales adyacentes a la médula(101). Incluso el hueso cortical
muestra un bajo nivel de remodelado intracortical el cual puede ser inducido por
condiciones metabdlicas estresantes (102,103). El principal inconveniente del
esqueleto de la rata es que algunos huesos conservan el crecimiento de por vida y
no fusionan la epifisis(104). La expansion periostica en la diafisis de los huesos
largos continua hasta aproximadamente 10 meses, marcando la edad del pico de
masa 0sea(83,105). Permitiendo un amplio tiempo para los disefios experimentales,
para prevenir y restaurar la masa 6sea y la fuerza (22

Debido a estos hechos el modelo de rata OVX es un modelo ideal para la
investigacion en osteoporosis (76).

La osteopenia de a rata, debido a su edad, la OVX 'y la inmovilizacion tienen una
fuerte similitud con la osteopenia humana, en sus caracteristicas anatémicas como
en los estados transicionales y estacionarios de la dinamica 6sea. Las principales
caracteristicas de la osteoporosis humana son fracturas espontaneas y de bajo
impacto, ninguna de las cuales ha sido reproducida en ningun modelo
animal(106).Debido a estos hechos el modelo de rata OVX es un modelo ideal para

la investigacion en osteoporosis (76)
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CAPITULO 2
DISENO EXPERIMENTAL
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Debido a que la poblacion mundial de adultos va en aumento y al potencial
incremento en el numero de pacientes con osteoporosis, es necesario establecer
terapéuticas para el diagnostico, prevencion y el tratamiento de este problema. En
la actualidad los métodos de diagnéstico basados en la densidad mineral 6sea
(DMO), son muy confiables, sin embargo, buscamos meétodos mas eficaces que
logren ayudar a diagnosticar la enfermedad, que sean mas rapidos y se utilicen de
manera rutinaria, ya que la osteoporosis es considerada un problema grave de salud
mundial, por las tazas de morbilidad, mortalidad y el impacto econémico que genera.
Teniendo todo esto a considerar, nos planteamos lo siguiente:

¢, Se puede usar la osteocalcina como método de diagnostico para la osteoporosis?

Para poder realizar esto, se utilizara los biomarcadores serologicos de osteocalcina
(OC), que nos indicara si hay algun efecto de la osteoporosis en su expresion, y si
el efecto es afirmativo, poder abrir mas lineas de investigacion con este biomarcador

y poder utilizar en el futuro su uso clinico.

Con el sustento cientifico y apoyados en los estudios de ratas ovariectomizadas
cdmo modelo experimental adecuado de osteoporosis humana postmenopausica, y
de igual forma, con los reportes de estudios histoldgicos en ratas ovariectomizadas
que demuestran las disminuciones marcadas del volumen 0seo, se procede a elegir
el modelo osteoporédtico en ratas Wistar, para evaluar el efecto que tiene la
osteoporosis en los niveles serologicos de la osteocalcina. Y habiendo diferencias
en los biomarcadores, nos dara la posibilidad de encontrar métodos y farmacos mas
especificos para el diagndstico y posteriormente el tratamiento de la enfermedad, a

nivel de los sistemas de formacion dsea.
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Los niveles de osteocalcina (OCN) en ratas Wistar ovariectomizadas (OVX) a los 45

y 90 dias mostraran diferencia significativa con los niveles de ratas sanas (sin OVX).

Determinar si hay diferencia entre los niveles de biomarcadores seroldgicos de
osteocalcina (OCN) en ratas Wistar ovariectomizadas (OVX), en comparacion con

el modelo de rata sana.

Determinar si hay diferencia entre los niveles de biomarcadores serologicos de
osteocalcina (OCN) en ratas Wistar ovariectomizadas (OVX) a 45 y 90 dias, en

comparacién con el modelo de rata sana.
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CAPITULO 3
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Estudio experimental, conocimiento que tienen los investigadores de los factores
del estudio: abierto; participacion del investigador: experimental; tiempo en que
suceden los eventos: prospectivo; relacion que guardan entre si los datos:

longitudinal.

Para poder desarrollar el modelo experimental, se seleccionaron 18 ratas hembras
de la cepa Wistar, de 4 meses de edad (250 + 20g) que fueron obtenidas del bioterio
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM) por método aleatorio; todos los animales fueron obtenidos en un solo
evento. Los animales fueron aclimatados y estuvieron en resguardo durante siete
dias en el bioterio de la Facultad de Odontologia de la Divisién de Estudios de
Posgrado e Investigacion (DEPel) de la Universidad Nacional Autbnoma de México,
a una temperatura ambiente de 22°C, con un fotoperiodo de 12 horas y humedad

relativa a 50%, la alimentacion (Rodent Diet 5001®) y el agua fueron ad libitum(107).

Se formaron 3 grupos de estudio: Grupo 1 conformado por las 6 ratas sanas, los
grupos 2 y 3 que también estan conformados por 6 ratas cada uno, son resultado
de la evolucién postovariectomia a los 45 y 90 dias respectivamente
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Grupo |: Seis ratas sin OVX (sanas/control)
Grupo lI: Seis ratas con OVX a los 45 dias

Grupo lll:Seis ratas con OVX a los 90 dias

Se obtuvieron 18 animales del bioterio de la Facultad de Medicina, se aclimataron
durante 7 dias en el bioterio de la Facultad de Odontologia. Se tomaron muestras
seroldgicas de las 18 ratas y se realizaron las ovariectomias a los grupos Il y lll. A
los 45 dias se tomaron muestras serologicas del grupo | (control) y del grupo Il y a
los 90 dias se tomaron muestras del grupo | (control) y grupo lIl.

Se realizd la eutanasia a los grupos Il y lll después de realizar la toma de muestras;
es decir, a los 45 y 90 respectivamente, y para el grupo | (control) la eutanasia se
realizé a los 90 dias junto con el grupo lll, después de los tres tiempos de toma de

muestras.

Criterios de inclusién: ratas hembra, cepa Wistar, ovariectomizadas, osteoporaticas,
obtenidas y mantenidas en bioterio. Criterios de exclusion: ratas con enfermedades
sistémicas, osteopenia, obesas, anémicas. Criterios de eliminacién: ratas que
desarrollen enfermedades &seas, fracturas traumaticas y/o patologicas, necrosis
avascular, infeccion tisular y muerte por causas no consecuentes al estudio, como
enfermedades infectocontagiosas (bacterias,hongos, virus), las cuales, en caso de
presentarse seran evaluadas por un Medico Veterinario Zootecnista con el fin de
descartar que la enfermedad no haya sido consecuencia derivada del estudio.
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Los resultados fueron evaluados con una prueba de ANOVA de una via para
determinar la variabilidad y llevar a cabo la prueba de Turkey para determinar la
significancia estadistica a nivel de confianza de P< 0.05. Los datos para el analisis
serolégico fueron analizados estadisticamente por medio de la prubea exacta
Fisher (2x2) para comparar los grupos. Se utilizé el programa Sigma Stata (V 9.0 /
Jandel Scientific).

Todos los procedimientos fueron de acuerdo a lo estipulado en el Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacidn para la salud. Titulo séptimo. De
la investigacion que incluya la utilizacion de animales de experimentacion. Capitulo
unico. Articulos 121 — 126. El trabajo fue realizado mediante el aval del Comite de
Investigacion y Etica de la Facultad de Odontologia de la Divisién de Estudios de
Posgrado e Investigacion (DEPel) de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
Con el numero de aprobacion CIE/06/19/03/2014.

Generacion del modelo osteopordtico en ratas Wistar/Procedimiento terapéutico

Las ratas fueron sedadas y tranquilizadas con Zolazepam (20.40 mg/kg) y Maleato
de acepromicina (0.5.-1 mg/kg), ambas por via intramuscular. Se realizé la
tricotomia de la zona quirurgica (dorsal lumbar) y se realizé la antisepsia de rutina
con yodopovidona jabdén. Se aplic6 anestésico local en la zona quirurgica
(mepivacaina al 3%), y a continuacion se realizoé una incision lineal de 1 cm a lo
largo de la linea media dorsal (caudal a la ultima costilla), se realiza una segunda
incision para atravesar la musculatura abdominal. Se pinza suavenente la grasa que

rodea los ovarios; una vez expuestos, se ligan con seda 3/0 (Atramat®) y se
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remueven. Se sutura por planos, con puntos simples; el plano profundo con acido
poliglicdlico 4/0 y piel con acido poliglicolico 3/0 (Atramat®). Finalmente, se irriga la
zona con una solucién amortiguadora de fosfatos estéril (PBS) para remover detritos
y la yodopovidona. Terminando el acto quirurgico, se procede a realizar los mismos
pasos de lado contralateral. Las ratas fueron medicadas con analgesia vy
antibioticoterapia postquirurgica. Los animales fueron asignados a cada una de las
condiciones previamente referidas (107).

Todas las muestras sanguineas se obtuvieron del plexo venoso retroorbital. Con el
dedo indice, se empuja el tubo capilar (pipeta) incertandolo en el canto interno del
ojo (el ojo se protruye levemente); el dedo pulgar debe presionar detras de la
mandibula para impedir el retorno venoso de la cabeza y que la sangre llene mas el
plexo. Una vez recolelectada la sangre requerida, el capilar es removido. Se realiza
una ligera presion en el globo ocular con el objetivo de reposicionarlo y evitar un
hematoma o exoftalmos post orbital. La sangre es recolectada y etiquetada en tubos
Eppendorf. Se centrifuga a 4000 rpm durante 15 minutos para posteriormente

colectar el suero.

Con el sustento cientifico y apoyados en los estudios de ratas ovariectomizadas
como modelo experimental adecuado de osteoporosis humana postmenopausica y
con los reportes de estudios histolégicos en ratas ovariectomizadas que demuestran
las disminuciones marcadas del volumen 6seo, se procedid a elegir el modelo
osteopordtico en ratas Wistar (77). En principio (dia cero) se tomaron muestras
sanguineas a todas las ratas, posteriormente se realizo la oviariectomia bilateral
(OVX) bajo sedacion a las 18 ratas que conformaron los grupos Il y lll (6 ratas en

cada uno). Se tomaron muestras a los 45 dias a los grupos | y Il. Y posteriormente
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se tomaron muestras a los grupos | y lll. Las muestras sanguineas se centrifugaron
para separar el suero/plasma y posteriormente realizar los estudios serologicos
correspondientes. Los procedimientos siguieron los fundamentos establecidos por
el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, UNAM(76).

La eutanasia se realizé sin dolor y siguiendo lo establecido por el Comité de
Investigacion y Etica (el sacrificio de los animales se realizé empleando CO»).

Las eutanasias se llevaron a cabo posterior al plan de toma de muestras de cada
grupo: 45 dias grupo Il, 90 dias grupos | y lll, de acuerdo a lo establecido en el Comité
de Investigacion y Etica de la Facultad de Odontologia de la UNAM; se utilizd
monoxido de carbono para evitar dolor y sufrimiento a los animales de

experimentacion.

Todas las muestras fueron ensayadas bajo condiciones que aseguren la linearidad
respecto al tiempo y a la concentracion de proteina. La concentracion de proteina
se determino de acuerdo al método de Bradford, utilizando albumina sérica bovina
como estandar. Por medio del ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas, se
realizaron las pruebas para la identificacion de los biomarcadores de osteocalcina
(OCN), utilizando el kit Rata Osteocalcin ELISA, ALPCO® por método directo. Se
tomaron lecturas a 405 nm cada 15 minutos y la reaccion se detuvo a los 60 minutos.

Los ensayos se realizaron por triplicado y se repitieron tres veces.
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TABLA 4- ELISA

Tomar 1 ul de Suero y llevarlo a 300 ul con PBS pH 7.2.

Colocar 100 uL por cada pozo e incubar a 4 °C toda la noche. Cubrir
la caja con parafilm y la tapa de plastico.

Al sig dia, lavar con PBS + tween 0.056% 3 veces y despues 2 veces
con PBS sin tween (sacudir la caja para eliminar residuos de agua).
Bloquear con BSA 1% colocar 200 ul por pozo durante 1 hr en
agitacion a temperatura ambiente.

Lavar con PBS + tween 0.06% 2 veces y despues 2 veces con PBS
sin tween.

Incubar primer anticuerpo 1:1000 con PBS/BSA durante 1hren
agitacion a temperatura ambiente. Se colocan 100ul por pozo.

Cubrir con papel de aluminio para evitar la luz.

7. Lavar 3 veces con PBS + tween y 2 veces con PBS sin tween.

8. Incubar segundi anticuerpo 1:1000 con PBS durante 1 hr en

9.

agitacion a temperatura ambiente. Se colocan 100ul por pozo.
Cubrir con papel aluminio paraevitar la luz.

Lavar 5 veces con PBS sin tween.

10. Agregar 100uL de solucion de sustratos ABTS, dejarlo por 30min en

agitacion a temperatura. Cubrir con papel de aluminio para evitar la

luz. Monitorear la coloracon.

11.Leer a 405 nm con la correcion a 650nm.

12. Detener la reaccion con acido citrico 0.1 M (100uL por pozo) y tapar

con el papel aluminio.
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RESULTADOS

Analisis serologico

Las muestras serolégicas que se obtuvieron fueron analizadas por medio de la
prueba ELISA para evaluar los niveles circulantes de Osteocalcina.

Osteocalcina OCN

Los niveles de osteocalcina (OCN) se determinaron por medio de un ensayo de
ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas), a partir del suero de ratas
Wistar sanas y ratas Wistar ovariectomizadas (OVX) a los 45 y 90 dias.

Se realiz6 una comparativa de los valores obtenidos en los distintos tiempos de

muestra

Las cifras obtenidas de las ratas Wistar a los 45 dias post ovariectomia (OVX)
(grupo ll) y de las ratas sanas (grupo I/ control) no muestran diferencias significativas

al compararse

Tabla 5: Concentraciones de osteocalcina (OCN) 45 dias

Condicién | Mean SD SE Lower 95% Cl of | Upper 95% CI of

mean mean
Sana 0.06207

0.02534 0.03492 0.1652
0)7) ¢ ‘ 0.06594 |0.02366 |0.009661 | 0.04111 0.09078
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OCN

Control OoVvX

W 45 days
Grafica 1: Comparaiva concentraciones plasmaticas de OCN en ratas sanas y ratas

OVX a los 45 dias, (p <0.05).

Tabla 6: Comparacion de Sana vs OVX a los 45 dias
‘ P value 0.237

P value summary Ns

‘Significantly different? (P < 0.05) No

Mean = SEM of column A 0.1001 + 0.02534 N=6

‘Mean + SEM of column B 0.06594 + 0.009661 N=6

Difference between means -0.03411 £ 0.02712

‘95% confidence interval -0.09453 to 0.02631

R squared 0.1366
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Las cifras obtenidas de las ratas a los 90 dias postovariectomia (grupo Ill) y de las

ratas sanas (grupo | / control) Muestran diferencia significativa al compararse.

TABLA 7: Concentraciones de osteocalcina a 90 dias

Condicion Mean SD SE Lower 95% Upper 95%

Cl of mean Cl of mean

SENE] 0.03282 0.0134
OVX 0.1404 0.03614 0.01475 0.1025 0.1783

OCN

0.25 o

0.2

o
=
«

OCN ug/mL
©
=

o
o
G

o
=

Control oVvX
90 days

Grafica 2: Comparativa concentraciones plasmaticas de OCN en ratas sanas y ratas
OVX a los 90 dias, (p <0.05).
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‘ TABLA 8: Comparacién rata sana vs OVX a los 90 dias
‘ P value 0.0065

*%

P value summary

‘ Significantly different? (P < 0.05) Yes

Mean = SEM of column A 0.2087 + 0.01340 N=6

‘ Mean = SEM of column B 0.1404 + 0.01475 N=6

‘ Difference between means -0.06828 + 0.01993

‘ 95% confidence interval -0.1127 to -0.02387

R squared 0.54
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COMPARATIVA DE OC EN 45 Y 90 DIAS

OCN

025 @
0.2
0.15
0.1
0.05

CONTROL OVX

0

90 Days

m Control mOVX

Grafica 3: Comparativa de concentraciones de OCN serica en grupos 1,Il (p <0.05).
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DISCUSION

La Osteoporosis es una enfermedad Osea, caracterizada principalmente por un
desacoplamiento en el proceso de recambio éseo, con una mayor elevacion en la
resorcion dsea, que en la formacién, lo cual conlleva a lapérdida de la densidad de
la masa Osea, ruptura de la microarquitectura y fuerza del hueso(2). Segun la OMS
la enfermedad 6sea mas comun en los seres humanos es la osteoporosis y se
considera un serio problema de salud publica, por ser una de las enfermedades mas
frecuentes en los humanos, ya que se estima que entre un 20 y un 50% de mujeres
y hombres mayores a 50 afos tendran una fractura debido a la fragilidad 6sea que
les provoca dicha enfermedad(108), aunado a esto, también los gastos que la
enfermedad genera; la encuesta llI- National Health and nutrition Examination
(NHANES IIl) arrojo datos, con los que la Fundacion Nacional de Osteoporosis en
los Estados Unidos de Norteamerica (NOF), estima 9.9 millones de
estadounidenses, y otras cifras arrojan que mas de 200 millones de personas
alrededor del mundo se ven afectadas por osteoporosis, siendo en su mayoria
mujeres .

En México la tendencia al aumento de esperanza de vida conlleva a una trancision
socioeconomica y epidemioldgica por el numero creciente de personas mayores,
puesto que, la esperanza de vida ha crecido en las ultimas décadas 39 anos, de
36.2 afos a 75 afios y se espera que para el 2050 la poblacidn aumente su
esperanza de vida a 82 anos. Debido a que la osteoporosis es una enfermedad
asociada con el envejecimiento, se espera que el numero de pacientes con
osteoporosis y fracturas asociadas a ello aumenten drasticamente. Es por eso que
se tienen que encontar métodos y farmacos mas eficaces, rapidos y econdmicos

para poder diagnosticar y tratar la enfermedad.
Existe una extensa literatura que estudia la rata OVX'y se estudian diversos cambios

histomorfométricos y los marcadores de recambio 6seo ya que los modelos en ratas

son fundamentales para tener un nivel alto de eficacia y seguridad. El estudio del
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Dr Kyung-Hounk Yoon y Dae-Chul Cho et al(109) demostrd que la ovariectomia en
ratas aumenta significativamente el racambio 6seo y esto se confirma por la
elevacion de los marcadores de recambio 0seo y la pérdida significativa de hueso
trabecular. Otros estudios como el de la Dra Jameela Banu et al(110) nos confirma
que el modelo de rata ovariectomizada es un modelo reproducible, confiable y

econdmico, para el estudio de la osteoporosis.

En este estudio investigamos los efectos que tiene la osteoporosis en la expresion
de la osteocalcina en ratas Wistar, a los 45 y 90 dias después de la OVX. El estudio
nos arrojé que a los 45 dias, los niveles séricos de osteocalcina no tienen un
aumento significativo, en comparacion con el grupo de control; y a los 90 dias se da
un aumento significativo en los niveles séricos de osteocalcina. Los niveles séricos
de los biomarcadores de formacion aumentan debido a que hay un aumento en el

recambio 6seo por la deficiencia de estrogeno inducida por la menopausia.

Podemos observar que la osteocalcina es un biomarcador que nos puede ayudar
con el diagnostico de la osteoporosis, ya que lo visto en los resultados va conforme
a lo reportado en la literatura: Los niveles séricos de osteocalcina se incrementan

en condiciones asociadas con el aumento del remodelado 6seo.
Sin embargo, con estos hallazgos se sugiere incrementar las lineas de investigacion

con el objetivo de determinar si la osteocalcina es sensible y especifica a la

osteoporosis.
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CONCLUSION

Se confirma el efecto de la osteoporosis posmenopausica en la expresion de
osteocalcina, en un modelo de rata osteopordtica. Los niveles de produccion de
estrogenos bajan drasticamente y el estudio muestra diferencia significativa en los
niveles circulantes de osteocalcina sérica, ésto nos brinda un precedente para
continuar con una linea de investigacion que continue descubriendo los
mecanismos de accion que tienen lugar en un paciente osteoporoético, para
posteriormente crear o mejorar los métodos de diagndstico existentes, para brindar

mejor calidad de vida al paciente.
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