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. RESUMEN

Antecedentes: La osteoporosis es un desorden metabdlico caracterizado por
la disminucion de la densidad mineral Osea, teniendo como consecuencia
incremento en la fragilidad y susceptibilidad del hueso. Esta disminucion ha
sido relacionada con la presencia de leptina, no obstante también se le ha
atribuido a la leptina el efecto osteoprotector, por lo que la relacion entre ambas
no ha sido del todo concluyente. Objetivo: Determinar la relacion de la
densidad mineral 6sea con los niveles séricos de leptina en una poblacién de
personas mayores de 50 afios sanos y con osteoporosis. Método: Se llevé a
cabo un estudio de tipo observacional, prolectivo, transversal y comparativo en
una poblacion de 118 adultos mayores de 50 afios de ambos sexos,
conformado por dos grupos de acuerdo al diagndstico en: 1) 31 personas
sanas (68.1 + 8.9 afios) y 2) 87 con osteoporosis (68.6 + 7.4 afos)
respectivamente. Posteriormente la poblacion se estratificd con el género y con
la edad en funcion de la densidad mineral 6sea. Se les realizaron mediciones
antropométricas; perfil de lipidos, marcadores de formacion 6sea (fosfatasa
alcalina especifica de hueso y osteocalcina) cuantificadas por ELISA, proteina
C reactiva, foésforo y calcio; ademas de leptina determinada por RIA
(Radioinmunoensayo). Los datos fueron analizados con t-Student, regresion
lineal maltiple y anélisis de frecuencias con célculo de y?, utilizando el paquete
estadistico SPSS V.15.0. Resultados: Se detect6 una prevalencia de
osteoporosis del 74%, asi como una asociacion positiva estadisticamente
significativa entre la densidad mineral 0sea con la leptina, una asociacion
negativa con la fosfatasa alcalina al igual que con la edad y una asociacién
positiva con el IMC y el perfil de lipidos. Estos resultados se observaron
principalmente en mujeres con osteoporosis de 50-59 afios. Conclusion: Los
niveles séricos de leptina mostraron una correlacion positiva estadisticamente
significativa con la densidad mineral ésea sugiriendo un efecto protector para la
osteoporosis. Mostrando que las variables que mas se asociaron con la
densidad mineral 6sea fueron la edad de manera negativa y el género, siendo

las mujeres las mas afectadas.
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II.  INTRODUCCION

La osteoporosis es un desorden en el metabolismo éseo, caracterizado por la
disminucién de la densidad mineral Osea y por el deterioro de la
microarquitectura, con un subsecuente incremento en la fragilidad del hueso y
susceptibilidad a fracturas, padecimiento que ha sido asociado a diversos
factores, entre ellos la presencia de leptina en el organismo. Actualmente se
calcula que 75 millones de personas en EU de América, Europa y Japén la
padecen. En México los datos estadisticos son escasos, no obstante se ha
detectado osteoporosis en un 19.5% en mujeres de 60 a 69 afios y el 30%
en mujeres de 70 a 79, mientras que en hombres sélo el 9.6% de 60 a 69 afios
y el 10% en hombres de 70 a 79 afios respectivamente.

Sin embargo son diversos los factores que participan en la disminucion de la
densidad mineral 6sea, que en un determinado tiempo se traduce en
osteoporosis, entre ellos se encuentra un desequilibrio en el metabolismo
0seo, que incluyen principalmente la falta de secrecion de hormonas,
deficiencia de calcio, fésforo y vitamina D, entre otros. Aunque actualmente se
ha relacionado a la leptina, una nueva hormona sintetizada en el tejido adiposo,
con la densidad mineral 6sea.

En este sentido, son pocos los estudios realizados sobre la relacion entre la
densidad mineral 6sea y los niveles de leptina, algunos de ellos muestran que
la leptina influye en la disminucion de la densidad mineral ésea. Pero también
hay otros estudios que reportan lo contrario, que €ésta no tiene relaciéon con la
pérdida 6sea y que actla directamente sobre el hipotalamo produciendo un
efecto protector contra osteoporosis, mediante mecanismos moleculares
especificos. En cambio hay otros autores que no han encontrado ninguna

relacion entre la densidad mineral 6sea vy la leptina.

De ahi que en este estudio se buscO el establecer la relacion de los niveles
séricos de leptina con la densidad mineral 6sea en personas mayores de 50

anos.
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. MARCO TEORICO

El esqueleto es un tejido dindAmico, sometido a un proceso de remodelado
continuo a lo largo de la vida. Por un lado, proporciona soporte estructural para
el movimiento y por otro ademas de proteger, es el soporte y matriz de diversas

funciones en el organismo.

1. FISIOLOGIA DEL HUESO

El hueso contiene el 99% del calcio, el 85% del fosfato, el 60% de magnesio y
el 35% de sodio del organismo. Desde el punto de vista estructural, éste es un
tejido conectivo mineralizado que adopta dos variedades: a) cortical o
compacto, que se encuentra en las diafisis de huesos largos y en las laminas
externas e internas de los planos y periferias de los cortos y b) trabecular o
esponjoso, el cual se localiza en la parte central de los huesos cortos, epifisis y

metafisis de los largos, y diploe de los planos.*

De este modo, el hueso se encuentra compuesto por dos tipos principales de
células 6seas los osteoblastos y osteoclastos, ademas de la matriz organica y
el mineral 6seo, los cuales se encargan de mantener el equilibrio entre la

formacion y resorcion del hueso.

Células 6seas

En el estroma de la cavidad medular de los huesos se encuentran los
adipocitos, macrofagos, mastocitos (células cebadas), células progenitoras o

reticulares, células endoteliales, osteoblastos y osteoclastos.*

Los osteoblastos: son células grandes de forma cuboidea, de 20-30 um de
diametro mayor, con un nudcleo ovalado en el que se distinguen de 2 a 4
nucléolos. Son células polarizadas y se encuentran dispuestas en forma de

empalizada sobre la matriz organica, misma que sintetizan y segregan ellos
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mismos, actuando de forma coordinada. Las acciones fisiologicas de los
osteoblastos son: a) producir la totalidad de las proteinas que constituyen la
matriz osteoide; b) dirigir la organizacion o correcta disposicion de esa matriz
en forma de fibrillas y fibras que brindan una gran resistencia; c) contribuir a la
adecuada mineralizacion de esa matriz organica, un proceso en el que es
esencial la fosfatasa alcalina que producen los osteoblastos y d) mediar los
efectos que sobre los osteoclastos tienen las hormonas y factores estimulantes
de la reabsorcion 6sea. Una vez acabada la fase de sintesis de osteoide, los
osteoblastos pueden derivar bien a osteocitos englobados en la matriz
organica, o bien a osteocitos de superficie. El papel funcional de los osteocitos
es la deteccién de estimulos mecéanicos y variaciones en la tension y
morfologia del hueso producidas por las cargas que soporta, asi como su

traduccion en el remodelado éseo.!

Los osteoclastos: son células grandes de 20-100 um de diametro,
multinucleadas y polarizadas, sus efectos se localizan en regiones
determinadas de su superficie en donde contiene un sinfin de entrantes y
salientes (borde de cepillo), donde se desarrolla la resorcion ésea, proceso

necesario en el remodelado 6seo.?

Vaso sangumeo

Muevas celulas

o \ de Lining
Factores locales
Celulas de Lining /\ .
\ —_— — .

Microgrieta

Apoptosis de
osteocito

| 4 -

Osteocito
nuevo

Figura 1. Morfologia de las células 6seas (osteoblastos y osteoclastos). Tomado de
Pacifici, 1996.
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Matriz organica del hueso

La matriz organica, o sustancia osteoide compuesta por proteinas colagenas y
no colagenas producida por los osteoblastos, representa alrededor de un tercio

del peso del hueso.*

Al respecto, el colageno tipo | compone aproximadamente el 90% de las

proteinas de la matriz osteoide, y el resto es compuesto por proteinas como:

Proteinas no colagenas de la matriz osteoide: estas proteinas no colagenas,
ademas de contribuir en la formacion de la matriz osteoide, intervienen o
median fundamentalmente la fisiologia dinamica del hueso. Entre las proteinas
no colagenas se encuentra la fosfatasa alcalina y la osteocalcina. La fosfatasa
alcalina producida por los osteoblastos, es una enzima que libera fosfato
inorganico a partir de ésteres fosforicos a un pH 6ptimo de 8.6. En cuanto a la
osteocalcina es producida por los osteoblastos y contiene un acido gamma-
carboxiglutdmico el cual se combina con iones calcio entre sus dos grupos
carbonilo, ésta media la mineralizacion de la matriz organica y facilita la
adhesién de las células 6seas a la misma.*

En tanto que el papel fisiolégico de las proteinas no colagenas de la matriz
osteoide es actuar en: 1) la mineralizacion, favorece o inhibe el depdsito de
mineral en la matriz osteoide, favorece o inhibe la maduracion y crecimiento del
mineral y tienen accion enzimatica; 2) la resorcion 0sea, regulan la actividad de
los osteoclastos, tienen accion quimiotactica y poseen la funcion de
reconocimiento; 3) la estructura de la matriz osteoide, favorecen el anclaje de
las células Oseas en la matriz y contribuyen a la estructura de la misma; y 4)
entre otras funciones, ayudan al transporte de iones, hormonas y metabolitos

ademas de estimular o inhibir enzimas.!

Mineral 6seo
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El componente mineral del hueso representa alrededor de las dos terceras
partes de su volumen total, y se compone principalmente de hidroxiapatita.®
Este cristal Caio(PO4)s(OH)2, se caracteriza por su pequeiio tamafio (200-400
A de largo, 20-40 A de ancho y 10-20 A de espesor) y su gran asimetria fisica y
electrostatica, estas caracteristicas le facilitan el depésito de iones y agua en
su superficie, asf junto al Ca?*, HPO,* , Mg?*, F, Na* y K* quedan adsorbidos
sobre la hidroxiapatita iones carbonato, citrato e hidroxilo, ademas de iones

metélicos menos frecuentes como Pb**, zn*"y Cd?**.!

La mineralizacion de la matriz organica del hueso estd dirigida por los
osteoblastos mediante dos vias, una es controlando la concentracion local de
calcio y fosfato, y la otra mediante la regulacién de proteinas no colagenas y de
factores favorecedores o inhibidores de la mineralizacion. En suma en la
mineralizacion intervienen elementos estructurales y funcionales que regulan la
formacion de hidroxiapatita y su depésito en la matriz organica del hueso. La
cantidad y calidad del mineral 6seo depende de la coordinacion y equilibrio

entre esos elementos.!
Remodelado 6seo

El hueso estd sometido a un continuo proceso de remodelado éseo, que en un
adulto se da cada afio. Este remodelado esta ligado a las superficies 6éseas y
comprende una secuencia ordenada de acciones celulares.' En este proceso
la fase de resorcion por parte de los osteoclastos se lleva a cabo en periodos
cortos, sin embargo el periodo requerido para el remplazo osteoblastico del
hueso es maés largo.® Por otro lado hay factores que regulan el remodelado
0seo, la reserva de hueso que se posee en cada momento es consecuencia
del equilibrio entre su reabsorcién y su formacién, un equilibrio que esta influido
intimamente por factores genéticos, alimentarios, hormonales y locales.
Destacando el papel hormonal de la insulina pues ejerce una importante accion
sobre el desarrollo 6seo al estimular directamente la sintesis de proteinas de la

matriz organica por los osteoblastos.’
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Todo lo anterior nos ayuda a entender el proceso por el cual el hueso se
mantiene saludable y en equilibrio, y que si dicho equilibrio se ve afectado,
éste puede traducirse en un dafio, como lo es la osteoporosis.

2. OSTEOPOROSIS

Definida segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 1994, como una
enfermedad esquelética y sistematica caracterizada por una baja masa 6seay
deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, teniendo como consecuencia
el incremento de la fragilidad y susceptibilidad 6sea.*” En tanto que la Norma
Oficial Mexicana NOM-035 la define como la disminucién en la densidad
mineral 6ésea con dafio a la microarquitectura y aumento en la frecuencia de
fracturas con trauma minimo.®

Esta puede ser primaria (idiopatica) o secundaria debida a una o mas causas
identificables, éstas incluyen corticosteroides orales, hipogonadismo, abuso de
alcohol, hipertiroidismo, metastasis esquelética, mieloma multiple vy
anticonvulsivantes. En cada caso el resultado es una baja Densidad Mineral
Osea (DMO). En las dltimas décadas se ha reconocido a la osteoporosis como
uno de los principales problemas de salud, de ahi los avances en el
conocimiento de su epidemiologia, patogenia, manifestaciones clinicas
(fractura), diagnostico, prevencion y tratamiento, ya que esta enfermedad
afecta tanto a mujeres como a hombres, siendo la incidencia mayor en
mujeres, puesto que una de cada dos la padece y s6lo uno de cada seis
hombres. De este modo personas que han llegado a los 50 afios tendran una o
mas fracturas siendo los principales sitios de dafio: vértebra, cadera, columna
y antebrazo distal. El riesgo de presentar fracturas en el hueso por fragilidad
depende de la densidad 6sea (70% a 80% de la resistencia del hueso),
calidad (arquitectura, remodelamiento, dafio por microfracturas, plasticidad) y
geometria (longitud del eje femoral y su angulo con relacion a la diafisis).
Incluyendo la propension a presentar caidas, el grosor de tejidos blandos y los
mecanismos de defensa del trauma. Ademas de que en la mujer la causa
principal de pérdida Osea y osteoporosis es la falta de estrégenos,

especialmente asociada a la menopausia.®®
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Cabe resaltar que esta enfermedad con frecuencia se diagnostica hasta que se

presenta una fractura, de aqui la importancia de una deteccion oportuna.

2.1 Factores involucrados en su aparicién y desarrollo

Se conoce que el riesgo de presentar fracturas por fragilidad depende de
factores de origen genético y principalmente de origen bioquimico los cuales
atribuyen la aparicibn de la osteoporosis a una ingestion y balance
metabdlico inadecuados de calcio y fosforo, deficiencia de vitamina D, asi como

la deficiencia de estrégenos después de la menopausia.®*°

Factores bioquimicos

Dentro de los factores bioquimicos existen dos principales: los nutricionales y
los endocrinos. Se conoce que los nutrientes mas importantes en la
conservacion de la salud del hueso son el calcio y fésforo, en forma de fosfato,
éstos componen del 80 al 90% del contenido mineral 6seo y algunos elementos
traza como el manganeso, cobre y zinc. Estos ultimos son indispensables en
el funcionamiento celular del hueso; siendo cofactores necesarios en la
formacion de los entrecruzamientos del colageno, sintesis de
mucopolisacaridos, actividades enziméticas de la fosfatasa alcalina vy de la
anhidrasa carbonica. Un factor endocrino involucrado en el origen y desarrollo
de la osteoporosis ha sido la deficiencia de estrogenos en mujeres

posmenopausicas. > 10

Calcio y Fésforo

El hueso proporciona una fuente facilmente accesible de calcio para el
mantenimiento de las concentraciones normales en el liquido extracelular, en
donde aproximadamente el 50% se encuentra ionizado y fisiol6gicamente
activo, el producto i6nico de las concentraciones plasméticas normales de
calcio ionizado y fosfato libre difusible es considerado superior al valor

necesario para que formen ambos compuestos (calcio ionizado y fosfato
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difusible), por lo que en comparacion con el hueso, el plasma esta
supersaturado de ambos minerales, siendo el fosfato céalcico en forma de
hidroxiapatita el principal componente de las estructuras duras de huesos y
dientes.™

La insuficiencia de calcio y fosforo en la dieta provoca cambios en la
produccion y secrecién de hormonas calciotropicas que minimizan el desarrollo
de balances negativos de ambos iones. Ademas su consumo insuficiente
puede provocar disminucién en la masa 6sea.®> También se ha observado que
concentraciones menores a 0.7 mmol/L reflejan defectos en la mineralizacién
O0sea y que productos superiores a 2.2 mmol/L indican presencia de
calcificaciones en tejidos blandos. En tanto que la hipofosfatemia crénica puede
dar lugar a enfermedades del metabolismo 6seo como la osteoporosis y
osteomalacia. Por otra parte la hiperfosfatemia intensa y aguda provoca

hipocalcemia.™®

Asi mismo también existen otros factores involucrados en la disminucion de la

densidad mineral 6sea como son:

Los factores de origen genético, que determinan el pico de masa 6sea que
alcanzara una persona entre los 25-35 afios, el hiperparatiroidismo, la
administracion de corticosteroides, inactividad fisica, habitos diarios
(alcoholismo, tabaquismo), empleo de anticonceptivos orales y numero de

embarazos.}?*?

2.2 Evaluacion de la Densidad Mineral Osea
De ahi que la evaluacion de la densidad mineral 6sea en los adultos mayores
nos da una idea del estado de salud del hueso ademas de que ayuda como

indicador primario de personas propensas a desarrollar osteoporosis.

Densitometria
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Se define como estudio de gabinete mediante el cual se puede medir la
densidad mineral ésea cortical y trabecular, y se expresa en glcm®y en T-
score.®. Método que permite diagnosticar o confirmar la osteoporosis en

pacientes sin fracturas.’

Existen varias técnicas diferentes para medir la DMO, la mas empleada es
mediante rayos X de doble energia tanto axial como periférica, ya que es

considerada la técnica diagnéstica mas precisa y exacta.> > 4

En 1994 |a OMS reconocié a la densitometria 6sea como un método
diagndstico util para medir la densidad o masa 6sea y evaluar riesgo de
fractura y selecciono el valor T (T-score) para diagnosticar osteoporosis. El T-
score es la medida expresada en Desviaciones Estandar (DE) por abajo o por
arriba del promedio del valor de DMO de mujeres caucasicas jovenes sanas.
Una DE significa que la DMO ha disminuido alrededor del 12% con respecto al
DMO promedio de la poblacion joven. Los criterios diagnosticos de la OMS,
basados en la medicion de la DMO consideran a un individuo con
“osteoporosis” si su DMO se encuentra 2.5 DE por debajo de la DMO

promedio de la poblacién joven (20 a 39 afios de edad) sana.>**

Cuadro 1. Guias de la OMS para la interpretacion de la medicién de DMO.°

T-score (DE) Interpretacion
Mayor a (-1.0) Normal
Menores a (-2.5) Osteoporosis

Estas mediciones tienen tres principales usos: 1) Para confirmar el diagnéstico
de osteoporosis, 2) Para estimar la severidad de la pérdida 6sea, y 3) Para

determinar si el paciente esta respondiendo al tratamiento.®

De todo lo anterior se debe tener presente que el riesgo para desarrollar
osteoporosis aumenta con los afos, y que ademas el riesgo de fractura

alcanza un 40% entre las mujeres y solo 13% para hombres. Por lo que a nivel
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mundial se calcula que el numero de fracturas de cadera aumentara de 1.7
millones en 1990 a 6.3 millones en 2050. Aunado a este problema se ha
reportado que también el medio ambiente contribuye de manera significativa
con el envejecimiento de las personas, influyendo en la calidad de vida, aire,
agua, alimentacion, etc. Por lo que es importante prevenir o tratar esta
enfermedad. Actualmente se estd empleado el tratamiento de reemplazo
hormonal (HRT) o bifosfonatos, lo cual ha disminuido el riesgo de fractura

hasta en un 50% en mujeres con osteoporosis.***’

Por otro lado hay diferentes parametros que se pueden medir y que en cierto
modo se encuentran relacionados con la disminucion de la densidad mineral

0sea como lo son la proteina C reactiva y los marcadores de remodelado 6seo.

3. PROTEINA C REACTIVA

La Proteina C Reactiva (PCR) es una glicoproteina anormal producida en el
higado en respuesta a la inflamacion. Ademas varios estudios han fallado para
demostrar una asociacion directa entre PCR sérica y la densidad Osea, otros
estudios muestran que niveles altos de PCR estdn asociados con una
reduccion de la DMO. Pasco y cols. encontraron un 23% en incremento de
riesgo de fractura, independientemente de la DMO, con cada desviacion

estandar aumentada, es mas alta la sensibilidad de la PCR.*

4. MARCADORES DE REMODELACION OSEA

Actualmente hay una serie de pruebas que se emplean para evaluar el grado
de pérdida de hueso, como son: Marcadores Bioquimicos de Remodelado
Oseo (MBRO) ademas del fosforo y calcio; estos marcadores pueden ser
evaluados en suero u orina. Los cuales incluyen a la Fosfatasa Alcalina

fraccion 6sea o especifica de Hueso (BAP) y Osteocalcina, como indices de
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formacion 6sea, mientras que la Deoxipiridinolina (DPD) es empleada como

marcador bioquimico de resorcion 6sea.®**

Marcadores de formacion 6sea

Actualmente, la formacion 6sea osteoblastica puede ser medida clinicamente
usando tres diferentes pruebas: 1) osteocalcina en suero, 2) fosfatasa alcalina
especifica de hueso en suero y 3) el Propéptido N-terminal de Colageno tipo |
(PAINP) en suero. Los niveles elevados de osteocalcina, BAP y P1NP son
vistos con el incremento del remodelado 6seo y pérdida 6sea. En tanto que
BAP y P1NP son considerados como los principales marcadores de formacion,
mientras que la osteocalcina y la fosfatasa alcalina, aunque ambos son
marcadores de la actividad osteoblastica éstos estan influenciados por factores

genéticos.*

Fosfatasa alcalina especifica de hueso

Por otro lado, la determinacién del nivel de Fosfatasa Alcalina especifica de
Hueso (BAP), es la Unica prueba sencilla de laboratorio que se corresponde
de una manera directa con la consolidacion de una fractura. El nivel de BAP
se incrementa cuando aumenta el recambio 6seo (remodelacion), lo que
ocurre durante la consolidacion normal de una fractura, durante el crecimiento
esquelético (en la infancia) o en ciertas neoplasias malignas o trastornos
metabdlicos (p. ej., enfermedad de Paget) que afectan el esqueleto.’* BAP es
empleada como un indice selectivo de la actividad osteoblastica expresada

durante la fase de mineralizacion en la formacién de la matriz 6sea.*®*°

Osteocalcina

Mientras que la osteocalcina plasmatica, es una proteina sintetizada por
osteoblastos maduros, considerada como marcador de la actividad
osteoblastica que reduce sus valores en inanicién, malnutricibn y anorexia

nerviosa, dando como resultado una disminucién Osea, volviéndose en
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osteoporosis. En contraste la obesidad humana est4d asociada con el
incremento de los niveles de osteocalcina e incrementa la DMO y el indice de
Masa Corporal (IMC).?

Marcadores de resorcidn 6sea

Entre los marcadores de resorcion Osea, en orina, se encuentra el Enlace
Cruzado del Telopéptido N-terminal del Colageno tipo | (N-tx) y la DPD, que
reflejan el nivel de la actividad osteoclastica en el proceso de remodelado 6seo.
La actividad acelerada osteoclastica incrementa el remodelado y esta asociada
con una baja masa 6sea en mujeres pre y posmenopausicas. Niveles elevados
de marcadores de resorcion indican incremento en la actividad osteoclastica y
un alto riesgo para fractura de cadera por osteoporosis, independientemente de
la DMO. Definitivamente cuando la DMO esta en el rango de osteoporosis, se
incrementa en orina el N-tx y/o DPD lo que indica un incremento en la
resorcion Osea y riesgo de fractura. Estos niveles de DPD son influenciados
por un colapso del colageno muscular, debido a esto el N-tx es mas sensible

para detectar los cambios en el metabolismo éseo que la DPD. *

En este sentido es también importante mencionar que existen otros
parametros que se relacionan con la DMO, por ejemplo el perfil lipidico

(colesterol, triglicéridos y las lipoproteinas de alta densidad HDL).

5. PERFIL LIPIDICO

El perfil lipidico incluye la determinacion del colesterol total, HDL, triglicéridos,
entre otros. En donde algunos estudios reportan que los niveles séricos altos
de HDL tienen un efecto protector sobre la DMO, sin embargo las evidencias

cientificas no son del todo concluyentes.*

Colesterol
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Es el principal esterol del organismo, se trata de un componente estructural de
las membranas celulares y de las lipoproteinas plasmaticas, a partir del cual
se sintetizan los Acidos biliares y las hormonas esteroideas.'! Casi todos los
tejidos del hombre sintetizan colesterol.?

Lipoproteinas (HDL)

Son complejos macromoleculares esféricos de lipidos y proteinas especificas
(apolipoproteinas o apoproteinas), tienen como funciones conservar solubles
sus lipidos componentes mientras los transportan en el plasma, asi como
proveer un mecanismo eficiente para transportar su contenido lipidico hacia los

tejidos y desde ellos.'! %

Se tiene ampliamente entendido que el HDL actia como protector en
enfermedades cardiovasculares, sin embargo recientemente ha sido
identificado como un posible regulador de la diferenciacion de células
osteoblasticas. Por lo que, tanto las HDL y las LDL son consideradas como
biomarcadores, ya que pueden ser indicadores de la reduccion de la calidad

6sea e incremento de riesgo de fractura.* #

Triglicéridos

Son acidos grasos que se acumulan en las células de la mucosa intestinal,
para posteriormente liberarse a la linfa en forma de lipoproteinas llamadas
quilomicrones. La mayor parte de triglicéridos se elimina por la accion de la
enzima hidrolitica denominada lipoproteina lipasa, que est4d unida a la
superficie de las células endoteliales de los capilares y los acidos grasos
liberados son captados por los tejidos y la mayoria se deposita en los

adipocitos.' %

El adipocito tiene como papel principal el almacenamiento de grasa, pero
también funciona como una célula endocrina, ya que sintetiza y libera muchas
moléculas reguladoras, entre ellas una de gran importancia, la leptina, ademas

de otras hormonas.
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6. LEPTINA

Estudios cientificos han mostrado que la leptina parece tener relacion con la
densidad mineral 6sea, por lo que es importante conocer los aspectos mas

relevantes acerca de esta hormona.

La palabra leptina proviene de la raiz griega “leptos” que significa delgado, es
una proteina de 16-kDa constituida por 146 aminoacidos que contiene un
puente disulfuro necesario para su actividad biologica. Es un producto del gen
ob que regula la adiposidad corporal y el balance de energia; se le conoce
también como la hormona de la saciedad y se produce principalmente en el
tejido adiposo y ésta se produce de manera proporcional a la masa adiposa,
por lo que informa al cerebro sobre el nivel de la reserva de grasa.? Fue
identificada en 1994, pero en 1958 Hervey GR fue el primero en demostrar la
presencia de una hormona reguladora del peso corporal a través de su accion
en el hipotalamo. Cinco afios antes Kennedy GC habia sugerido que el sitio de
produccion de la hormona era en el tejido adiposo (teoria lipostatica). Pero
Zhang y cols. identificaron en 1994 el gen responsable de la obesidad en el
raton obeso (leptina), reviviendo la teoria genética de la obesidad. Es
considerada como la hormona de la saciedad porque suprime el apetito e
incrementa la termogénesis a travées de disminuir la produccion del

neuropéptido Y en hipotalamo.?*?°
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Figura 2. Estructura tridimensional de la leptina. Tomado de La Cava, 2004. *

6.1 Aspectos Moleculares

Posee un alto grado de homologia entre especies (ej. 84% entre la leptina
humana y murina) ademas de que comparte algunas similitudes estructurales
con las citocinas. Circula en sangre en forma libre y unida a una familia de
proteinas y cruza la barrera hematoencefalica por endocitosis y es a este nivel
en donde inhibe el apetito y regula el gasto energético. Aunado a esto, el
producto del gen db, es el receptor de la leptina (ObR 0 LR) y es expresado en
varios tipos de tejidos estudiados (hallada en hipotadlamo, hipéfisis, placenta,
musculo esquelético, mucosa gastrica y epitelio mamario), lo que indica la
importancia de la leptina como hormona reguladora en todos los tipos
celulares. El receptor pertenece a la familia de las citocinas de clase I, existen
seis isoformas pero soOlo una es activa, el subtipo ObR el cual usa el
Transductor Janus Sefial/Cinasa (JAK2-STAT3) y el Activador de la via de
Trascripcion como la mayor ruta de sefializacion y con otras cascadas de

sefializacién intracelular. 43
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Figura 3. Via de accién de la leptina. Tomado de La Cava, 2004.%

6.2 Mecanismo de accion

Unicamente la forma larga del receptor de la leptina (OBRb), puede sefializar
intracelularmente, puesto que las formas cortas no lo hacen. La longitud total
del OBRb es de 1162 amino &cidos; los dominios extracelulares consisten de
816 amino acidos y es un receptor de citocina clase |, éste contiene dos
dominios enlazados como citocina, Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser (WSXWS) y un
dominio de fibronectina tipo lll. Después de unirse la leptina, el OBRb se asocia
con la familia Janus Tyrosin Kinase 2 (JAK2), que llega a ser activada por una
auto fosforilacion o fosforilacion cruzada y fosforila a la tirosina en el dominio
citoplasmico del receptor. Cuatro de los residuos de tirosina fosforilados
funcionan como sitios estacionarios para adaptadores citoplasmicos asi como
transductor de una sefial y activador de los factores de transcripcion (STAT),
particularmente STAT3. La tirosina en la membrana distal (posicion 1138)
funciona como un sitio estacionario para STAT3, el cual es un sustrato de
JAK2. Después de la dimerizacion subsecuente, STAT3 transloca al nucleo e

induce la expresion del supresor de citocina sefializadora3 (SOCS3) y otros
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genes. SOCS3 toma parte en una retroalimentacién que inhibe la sefial de la
leptina por union a tirosinas fosforiladas. El SRC homdlogo (SH2) contiene dos
dominios fosfatados, (SHP2) es reclutado a Tyr985 y Tyr974, y activan una
sefal extracelular regulada por la cinasa (ERK1/2) y la activacion de las vias
p38 vy de la protein cinasa activada por mitdgeno (MAPK) a través de la
proteina del receptor del factor de crecimiento 2 (GRB2), finalmente induciendo
la expresion de FOS, y JUN. Después de unir la leptina, JAK2 puede inducir la
fosforilacidon del sustrato del receptor de insulina 1/2 (IRS1/2) proteinas que son
responsables para la activacion del fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K). La
fosfotirosina fosfatasa 1B (PTP1B), el cual esta localizado sobre la superficie
del reticulo endoplasmico, es involucrado en la regulacién negativa de la
sefalizacion de OBRb a través de la defosforilacion de JAK2 después de la

internalizacion del complejo OBRb.*

6.3 Regulacion de la sintesis y liberacion de la leptina

Asi mismo la secrecion de la leptina muestra un incremento entre las 22:00 y
03:00 h, siendo su concentracion plasmatica directamente proporcional a la
reserva de grasa, al indice de masa corporal (IMC) y a la concentracion de
insulina. Es importante considerar que en la mujer la sintesis de leptina es de
dos a tres veces mayor que en el hombre. Y que ésta se encuentra elevada en
mujeres obesas, y disminuida en mujeres con bajo peso.*®*’

En tanto que la regulacion de la sintesis y liberacion de leptina se lleva a cabo
mediante la activacion del Sistema Nervioso Simpéatico (SNS) que es el
mecanismo primario mediante el cual ésta incrementa el gasto de energia. La
administracion intravenosa de leptina, mediante la via intracerebro-ventricular y
en el nacleo hipotalamico en roedores ha demostrado un incremento del flujo
simpético a los rifiones, tejido adiposo, vasculatura del musculo esquelético y la
red neural al suprarrenal. Por lo que la importancia de este proceso radica en
que el SNS puede ser la llave reguladora o inhibitoria de la produccion de

leptina.”” 3
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Figura 4. Efectos neuroendocrinos centrales y periféricos de la leptina. Tomado de
La Cava, 2004.%

No obstante, los sistemas neuroendocrinos e inmunes se comunican
bidireccionalmente a través de ligandos Yy receptores comunes. El eje adrenal
pituitario hipotalamico (HPA, es una de las principales estructuras que es
responsable de esta comunicacion, asi como las hormonas del HPA, hormona
liberadora de corticotropina, CRH, hormona adrenocorticotropica, ACTH y
glucocorticoides) secretados durante respuestas al estrés y respuestas
inmunes al control de la inflamacién. Los productos de fase aguda: interleucina
-1 (IL-1), IL-6 y el factor de necrosis tumoral (TNF) pueden influir en la
secrecion de las hormonas del HPA. La leptina es una hormona/citocina que
puede ademas influir en el eje HPA. Esta es principalmente producida por el
tejido adiposo y en una menor producciébn por el estdbmago, musculo
esquelético y placenta. La leptina es secretada dentro del torrente sanguineo
con un ritmo circadiano, éste es opuesto a la secrecion de glucocorticoides y es
proporcional al indice de masa corporal (un confiable marcador de la masa
grasa corporal). Una vez liberada dentro de la circulacion periférica, la leptina
tiene efectos centrales y periféricos. En el hipotalamo, la leptina regula el

apetito, el flujo en el sistema nervioso autonomo, masa 6sea y la secrecion de
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las hormonas del HPA. En la periferia, la leptina incrementa el metabolismo
basal, influye en la funcion reproductiva, regula la funcion pancreatica de las
células B y secrecién de insulina, es proangiogénico para células endoteliales,
regula la hematopoyesis en la médula 6sea y afecta la generacion de células T
en el timo y la diferenciacién de las T colaboradoras (Ty1) en las células de los
nodos linfaticos. La insulina incrementa la secrecion de la leptina 'y a su vez la

leptina incrementa la secrecién de la insulina.® %®

Asi mismo, se ha encontrado en ciertos estudios relacion entre la DMO vy la
masa grasa en mujeres, especialmente después de la menopausia, los cuales
sugieren que esta asociacion puede ser el resultado de factores hormonales y
mecanicos. Desde luego la masa grasa puede actuar como un sitio periférico
para la conversion de andrdgenos a estroégenos y los estrégenos séricos estan

asociados con DMO vy el riesgo de fractura.

7. RELACION DE LEPTINA CON LA DENSIDAD MINERAL OSEA

Recientes estudios in vitro muestran que la leptina es expresada y secretada
de forma primaria en cultivos humanos de osteoblastos durante el periodo de
mineralizacion, aumentando a su vez la actividad osteogénica en la médula
Osea al disminuir la osteoclastogénesis. La relacion exacta de la leptina con la
DMO aun no ha sido elucidada por completo. Por lo que han surgido nuevas

propuestas de que la leptina puede ejercer los dos efectos. 3*4°

Por otro lado, hay estudios en los cuales Ducy y cols. reportan que la
leptina administrada en los ventriculos cerebrales de ratones obesos ob/ob
(deficientes en leptina) inhibe la formacion de hueso, sin afectar la resorcion
Osea, por el contrario Burguera y cols. y Blain y cols. observaron que la
administracion sistémica de leptina parece tener un efecto osteoprotector en
ratas ovariectomizadas y en mujeres climatéricas, mientras que Sato y cols.
han encontrado una relacion inversa entre la densidad mineral ésea vy la leptina

sérica en hombres adultos.
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Aunque en sus inicios la investigacion sobre la leptina se dirigié a demostrar su
efecto anti-obesidad a través de su accién bloqueadora sobre el neuropéptido
Y, actualmente juega un papel muy importante en diversos mecanismos
fisiopatoldlogicos del organismo, al vincularla con la funcion reproductiva, inicio
de la pubertad, embarazo, lactancia, regulacion del sistema inmune, proceso
inflamatorio, funcion respiratoria, tensién arterial, asi como su relacion con la
densidad mineral 6sea. También se ha estudiado a la leptina como un potente
mediador con efectos protectores de la masa grasa sobre el tejido 6seo, debido
a que actia directamente aumentando el desarrollo de precursores
hematopoyéticos, linea celular mioblastica o células pulmonares, y mas
importante ejerce efecto angiogénico en células vasculares endoteliales. En
donde se ha observado que los niveles de leptina se incrementan
exponencialmente al aumentar la masa grasa, en altas cantidades

almacenandose en depdsitos grasos subcutaneos y viscerales.****

Bases moleculares de la leptina sobre el control de la formacion 6sea

SoOlo un receptor adrenérgico, el receptor adrenérgico (f2) es expresado en
osteoblastos. Por lo que se ha establecido en experimentos genéticos que el
sistema nervioso simpético, via Adrf2, media por medio de la leptina la
regulacion de la masa Osea. Los enlaces de la leptina con los receptores
hipotalamicos inducen dos cascadas para controlar la masa 0sea. En el nucleo
se incrementa la expresibn de Cart (Transcrito Regulado por Cocaina
Anfetamina) el cual regula la remodelacion Osea via un mecanismo
desconocido, la expresion de RankL (Ligando del Receptor Activador de
Factor Nuclear kappa-B), factor que tiene un papel importante en el
remodelado 06seo, es una proteina transmembrana expresada en los
osteoblastos y de este modo la resorcion 6sea. Ademas los enlaces de la
leptina a receptores en las neuronas sensibles a GTG del VMH en el nucleo,
inducen un incremento en la actividad simpatica la cual sefaliza a los
osteoblastos via receptores B2 adrenérgicos presentes en su superficie. Las

dos cascadas moleculares distintas van de arriba hacia abajo cuando el
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receptor es activado. Una inhibicion de la proliferacion de osteoblastos es por la
via del reloj molecular regulando la expresion de c-myc y Cyclin-D (Proteinas
que participan en la regulacién del ciclo celular). El otro es mediado por la
fosforilacion a PKA de ATF4, promotores de la expresion de Rankl y de este

modo la resorcion 6sea. *

Ob-Rb
Neuronas Neuronas
sensibles ARC
agTG
Cart Hipotalamo
Leptina
/

5

Adipocito

Osteoclasto

Reloj .
_f e

c-myc

Osteoblasto

Figura 5. Modelo actual donde la regulacion de la masa 6sea depende de la leptina.
Tomado de Karsenty, 2006.%

Una sobre activacion de un punto molecular de la rama leptina/SNS reguladora
de la proliferaciébn de osteoblastos via c-myc y Cyclin-D es sobre activada,
llevando a un incremento en la formacién 6sea y de este modo hay un

fenotipo de elevada masa dsea. *
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Figura 6. Representacion esquematica de las modificaciones causadas por la
inactivacion de Perl/2 o Cry1/2 sobre la regulacion de la masa 0sea dependiente de la
leptina. Tomado de Karsenty, 2006.%°

La inactivacion de la sefalizacion B2 adrenérgica lleva a un incremento de la
masa 0sea. Este incremento de formacion 0sea por inhibicion ejercida por una
regulacion negativa por el reloj molecular sobre la proliferacion de
osteoblastos. En resumen esta disminucién de la resorcibn se da por

regulacion limitada de ATF4 y por la regulacion de la expresion de Rankl. *°
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Figura 7. Representacion esquemdtica de las modificaciones causadas por la
activacion de B2 Adrenérgica sobre la regulacion de la masa 6sea dependiente de

leptina. Tomado de Karsenty, 2006.%°

La ausencia de Cart lleva a una disminucion en la masa dsea porque
incrementa la actividad en osteoclastos aislados seguida de una sobre-

expresion de Rankl por los osteoblastos.*
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Figura 8. Representacion esquematica de las modificaciones causadas por la
inactivacion de Cart sobre la regulacién de la masa 6sea dependiente de leptina.
Tomado de Karsenty, 2006.%°

De ahi la importancia de determinar la relacién entre la leptina con la densidad
mineral 6sea, ya que se ha observado que ésta puede tener los dos efectos
tanto el de resorcion que conlleva a una disminucién de la densidad mineral
O0seay el de formacion que aumenta la actividad osteoblastica favoreciendo un
incremento en la masa 6sea, pero aun no se sabe del todo la relacion exacta

entre ambas.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La osteoporosis es una enfermedad crénico-degenerativa, caracterizada por
fragilidad y disminucion de la densidad mineral 0sea que trae consigo
problemas severos, principalmente fracturas de cadera y columna. Son
diversos los factores que participan en la disminucion de la misma, entre ellos
un desequilibrio en el metabolismo 6seo, que incluye principalmente la falta de
secrecion de hormonas, deficiencia en vitamina D, calcio y fbsforo, entre
otros. En este sentido, es importante evaluar los niveles de cada uno de los
parametros en el estudio, comenzando con los marcadores de remodelacion
O0sea como son la fosfatasa alcalina y osteocalcina, ademas de fosforo y
calcio, ya que son los elementos que conforman la matriz 6sea y permiten
saber el estado en que se encuentra el hueso, en combinacion con la
medicion de la densitometria central de columna vy el IMC, los cuales son
importantes en la fisiopatologia de la osteoporosis. Por otro lado, en cuanto a
la leptina, actualmente se le ha relacionado de forma importante con la
densidad mineral 6sea, ya que hay reportes en los que se le ha asociado con
la disminucion de la densidad mineral 6ésea y proponiéndosele como un factor
inhibidor del hueso a nivel del Sistema Nervioso Simpatico. Sin embargo, en
otros estudios recientes reportan que la leptina administrada de forma
sistémica da como resultado un incremento en el crecimiento del hueso, un
incremento en la masa esquelética asi como un incremento en la dureza 6sea.
Aunque también se plantea que la leptina puede ejercer los dos efectos tanto el
de formacion asi como el de resorcibn a través de vias diferentes de
sefalizacion sobre las células 6seas, dependiendo de la forma mediante la cual

actue la leptina a nivel de SNS.

Como se puede observar la informacion cientifica sobre la tematica no es del
todo consistente, de ahi que nos planteamos la siguiente pregunta de

investigacion:

¢ Cudl es la relacion de la Densidad Mineral Osea con los niveles séricos de

leptina en adultos mayores de 50 afios con osteoporosis?
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V. HIPOTESIS

De acuerdo con la informacién tedrica disponible respecto al efecto osteogénico de
la leptina, suponemos que las personas con osteoporosis mostraran niveles séricos

de leptina significativamente mas bajos en comparacion con los sanos.
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VI.  OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

> Determinar la relacion de la densidad mineral 6sea con los niveles séricos de
leptina en una poblacion de personas mayores de 50 afios sanos y con

osteoporosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Evaluar la relacién de la densidad mineral 6sea con el IMC en la poblaciéon
de estudio.

¢ Evaluar el grado de asociacion de la densidad mineral 6sea con los niveles

sericos de leptina.

¢ Determinar el grado de asociacion de la densidad mineral 6sea con la
concentracién de calcio, fosforo, proteina C reactiva, fosfatasa alcalina y
osteocalcina.

¢ Determinar la relacion la densidad mineral ésea con el colesterol, triglicéridos
y HDL.
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VIl. MATERIAL Y METODOS

1. TIPO DE ESTUDIO

Se llevd a cabo un estudio de tipo observacional, prolectivo, transversal

comparativo.

2. POBLACION DE ESTUDIO

y

El estudio se llevo a cabo en una muestra por cuotas de 118 personas mayores de

50 anos, ambos sexos, estudiados durante el ano 2006.

3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Criterios de inclusion:

o0 Mayores de 50 afios sin importar sexo.
Criterios de exclusion:

o Padecimientos enddcrinos

0 Ingesta de corticosteroides

4. VARIABLES
Variables independientes
= Concentracion de leptina.
* indice de Masa Corporal (IMC)
= Perfil lipidico (colesterol, HDL vy triglicéridos)
= Sexo
= Edad

Variable dependiente

= Osteoporosis (Densidad Mineral Osea central)

Variables intervinientes

= Fésforo, calcio y proteina C reactiva

= Marcadores de remodelacion 6sea (fosfatasa alcalina especifica de hueso y

osteocalcina).
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4.1 Operacionalizaciéon de variables

Variables Definicion Nivel de Categoria
medicién

Leptina Hormona de naturaleza proteica Cuantitativa (ng/mL)
sintetizada en adipocitos, conocida continua Mujeres: (9.8-20.3)
como la hormona de la saciedad y Hombres: (1.7-3.6)
control del gasto energético.

Colesterol Principal esterol del organismo Cuantitativa (mg/dL)
humano y precursor de todos los continua Normal: <200
demas esteroides. Alto: =240

HDL Lipoproteina de alta densidad Cuantitativa (mg/dL)
basada en su movimiento relativo continua Sin riesgo
bajo la influencia de la fuerza Hombres: >55
centrifuga. Mujeres: >65

Riesgo alto
Hombres: <35
Mujeres: <45

Triglicéridos Son verdaderas grasas, importantes Cuantitativa (mg/dL)
en el estudio de trastornos que continua Normal: 150
implican el metabolismo graso. Alto: 200

Faésforo Mineral esencial que interviene en Cuantitativa (mg/dL)
la formacién y el mantenimiento de continua Valores normales
los huesos, metabolismo celular, 2.68-4.5
etc.

(mg/dL)

Calcio Mineral esencial para la Cuantitativa Valores normales
preservacion del esqueleto continua 8.10-104
humano.

(U/L)

Fosfatasa Glucoproteina tetramera que se Cuantitativa Mujeres 245 afios

alcalina encuentra en la superficie celular de continua (14.2-42.7)
los osteoblastos. Hombres =25 afios

(15.0-41.3)
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Osteocalcina

PCR

IMC

Densitometria

Edad

Sexo

Proteina sintetizada por
osteoblastos maduros, considerada
como un marcador de la actividad

osteoblastica.

Glicoproteina anormal producida en
el higado en respuesta a la

inflamacién.

Medida antropométrica que se
obtiene a través de la razén peso
dividido entre la estatura al

cuadrado.

Método que permite diagnosticar o
confirmar la  osteoporosis en
pacientes sin fracturas.

Edad que refiere el sujeto en el

momento del estudio.

Diferencia fisica y de conducta que
distingue a los organismos

individuales.

Cuantitativa

continua

Cualitativa

nominal

Cuantitativa

continua

Cualitativa

nominal

Cuantitativa

continua

Cualitativa

nominal

(ng/mL)

Adultos =225 afos

(3.7-10)

Positivo

Negativo

(Kg/m?)
Mujeres: 2814
Hombres: 2613

(T-score)

Sanos: >-1
Osteoporosis: <-2.5
Afos cumplidos

Hombre
Mujer
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5.

MATERIALES

Material Equipo

Instrumentos

Placas de porcelana para PCR Bario Maria (RIOSSA)

Pipetas mecénicas: 0.5-
10uL, 5-40ulL, 10-100uL,
20-200uL,1000uL

Puntas amarillas (100uL)
Puntas azules (1000uL)

Gradillas metalicas/plastico Vortex

Tubos de ensaye (5mL)

Tubos para microcentrifuga
(1.7mL)

Pipetas graduadas (5 y 10mL)
Vasos de precipitados (1000mL)
Probetas (100 y 500mL)

Agujas estériles para toma
multiple 21Gx38mm
(0.8x38mm) VACUTAINER

Equipo de adaptacion al vacio
para extraccion de sangre 23G
%" (0.6X19mmX178mm)
VACUTAINER

Adaptador VACUTAINER

Tubos para toma de muestra al
vacio VACUTAINER con
K;EDTA 4mL (tapén morado)

Tubos para toma de muestra al
vacio VACUTAINER con
Heparina sédica 6mL (tapén
verde)

Tubos para toma de muestra al
vacio VACUTAINER para
quimicas sanguineas con gel
separador 8.5mL (tapon
rojo/gris)

Tubos de vidrio de borosilicato
12X75 mm

Tubos de vidrio de polipropileno
12x75 mm

Centrifuga 5804 Eppendorf®
Centrifuga DYNAC®

Lector de ELISA Biorad
microplate reader
Benchmark ®

Balanza analitica OHAUS®

Espectrofotometro UV/Visible
SHIMADZU®

Espectrofotdometro Vitalab-
Eclipse MERCK®

Micropipeta automatica de
300pL Thermo Labsystems®

Centrifuga 5415C Eppendorf®

Densitémetro Hologic Modelo
QDR4000®

Contador gamma Cobra Il
Auto-Gamma, Packard
Canberra Company®
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Material biolégico

Reactivos (estuches)

Plasma sanguineo
Suero sanguineo

Orina

Estuche para la determinacién de Leptina (Método
Inmunoradiométrico, RIA) (Human Leptin RIA Kit, Cat. # HL-
81K)®.

Estuche para la determinacion de Proteina C Reactiva, kit
(Randox Laboratorios Ltd, UK, CP2488)®.

Estuche para la determinacion de Colesterol (método
enzimatico de punto final), kit CHOD-PAP (Randox
Laboratorios Ltd; UK, CH 201)®.

Estuche para la determinacion de Triglicéridos, kit Randox
GPO-PAP (Randox Laboratorios Ltd; UK, TR212)®.

Estuche para la determinacion de HDL-colesterol, reactivo
precipitante HDL- colesterol catdlogo Ch204 (paquete
suplementario para colesterol CHOD-PAP) (Randox
Laboratorios Ltd; UK)®.

Estuche para la determinacion de Fosforo inorganico, kit
Randox (Randox Laboratorios Ltd; UK, PH1016)®.

Estuche para la determinacion de Calcio, kit Randox (Randox
Laboratorios Ltd; UK, CA590)®.

Estuche para la determinacion de Fosfatasa alcalina especifica
de hueso, kit Metra BAP EIA®.

Estuche para la determinacién de Osteocalcina, kit Metra
Osteocalcin EIA®.
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6. TECNICAS

A la poblacién en estudio se le realiz6 la determinacion de la densidad mineral 6sea
(densitometria central de columna) y se tomaron muestras sanguineas en tubos al
vacio con y sin anticoagulante para realizar la cuantificacion de los niveles séricos
de leptina mediante el método de Radio Inmuno Ensayo (RIA), ademas del perfil
lipidico (colesterol, triglicéridos y HDL) asi como fdsforo, calcio, proteina C reactiva y
los marcadores de remodelacion &sea: osteocalcina y  fosfatasa alcalina,

empleando el método de Ensayo Inmuno Enziméatico (ELISA).
Densitometria central

La densitometria central se midié en la region de la columna con un densitdmetro
Hologic Modelo QDR4000, tomando como criterio de osteoporosis un valor por
debajo de -2.5 desviaciones estandar, en la escala de T-score, de los parametros
obtenidos para adultos jovenes. La técnica para evaluar la densitometria se ajusto a
lo establecido por el fabricante y la medicion la llevé a cabo un técnico capacitado de

una empresa privada reconocida. Los resultados se reportaron en T-score y g/cmz.
Técnicas bioquimicas

Se les tomaron muestras sanguineas a la poblacion en estudio, en tubos al vacio
entre las 8-9 de la mafana con ayuno minimo de ocho horas. Sin anticoagulante
para las determinaciones bioquimicas: (leptina, perfil lipidico, PCR, calcio, y
fésforo. Asi como los marcadores de remodelacion désea: osteocalcina y fosfatasa

alcalina.

Para la determinacion de los parametros bioquimicos se centrifugaron las muestras
a 3500 rpm durante 10 minutos y se separd el suero en microtubos para cada

prueba.
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Proteina C Reactiva (PCR)

Se utilizé el estuche comercial de (Randox Laboratorios Ltd, UK, CP2488). ®

El reactivo PCR contiene particulas de latex recubiertas con anticuerpos que
reconocen la PCR humana. Cuando el reactivo se mezcla con suero que contiene
PCR a un nivel mayor de 6 mg/L, las particulas se aglutinan. Esto se interpreta como
prueba positiva. El reactivo puede ser utilizado también en la semicuantificacién de
PCR. Para este fin, la muestra se somete a diluciones seriadas y cada una se
analiza cualitativamente. El nivel de PCR puede estimarse a partir de la ultima

dilucidn con aglutinacién visible.

Procedimiento:
1. Colocar una gota de latex (50 ulL) sobre una placa obscura, y a un lado
colocar 50 uL de la muestray mezclar en forma circular.
2. Leer si hay o no aglutinacion la cual deberia ocurrir en 2 minutos.
3. En caso de que sea positivo con una aglutinacion marcada indica una
concentracion de PCR superior a 6 mg/L, se realizan diluciones, (1+1.

1+2,...,1+n), con amortiguador, hasta que no haya mas aglutinacion.

Reportar en multiplos de 6 mg/L. Se considera valores altos los superiores a 6 mg/L.

Perfil lipidico

Colesterol Total (Método Enzimatico de punto final)

Se empled el estuche comercial de Randox CHOD-PAP (Randox Laboratorios Ltd;
UK, CH 201)®
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El colesterol se determina colorimétricamente después de hidrdlisis enzimatica y
oxidacion. El indicador quinoneimina es formado del peréxido de hidrégeno con el 4-

aminoantipirina en presencia de fenol y peroxidasa.

Colesterol —esterasa

Ester — colesterol + H,0 colesterol + Ac.grasos

Colesterol —oxidasa

Colesterol + 0O, »3— colestenona + H,0,

Peroxidasa

2H,0, + fenol + 4 —amin oantipirina——————— quinoneimina + 4H,0

Procedimiento:

El blanco, patron y muestra se agitan e incuban con el reactivo de color 10 minutos
de 20 a 25 °C o 5 minutos a 37 °C, y se mide la absorbancia a 546 nm antes de 60
minutos.

., AA
La concentracion de colesterol en la muestra es:  —Msta » Conc.Es tan dar

Patron
Triglicéridos (Método colorimétrico)

Se empled el estuche comercial Randox GPO-PAP (Randox Laboratorios Ltd; UK,
TR212)®

Los triglicéridos se determinan a partir de la hidrdlisis enzimatica con lipasas. El
indicador es una quinoneimina formada por perdxido de hidrogeno, 4-aminofenazona
y 4-clorofenol, bajo la influencia catalitica de peroxidasa.

Lipasa

Triglicéridos + H,O0 —>=— glicerol + Ac.grasos
Glicerol + ATP —X— glicerol — 3 - fosfato + ADP
Glicerol — 3 - Fosfato + 0, —° dihidroxiacetona + H,0,

2H,0, + 4 —aminofenazona + 4 — clorofenol —22— quinonei mina + HCI + 4H,0

Procedimiento:
El blanco, patron y muestra se agitan e incuban con el reactivo de color de 10 a 15
minutos a 20-25 °C o 5 minutos a 37 °C, y se mide la absorbancia a 500 nm antes de

60 minutos.
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Concentracion de Triglicéridos: Mx 200 =mg/dL

Patron

HDL-Colesterol

Se utilizé el estuche comercial Randoxp, paquete suplementario para colesterol
CHOD-PAP, (Randox Laboratorios Ltd; UK)®

La determinacién se fundamenta en que las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
muy baja densidad (VLDL) y las fracciones de quilomicrones precipitan

cuantitativamente al afiadir acido fosfottingstico en presencia de Mg?".

Procedimiento:
Después de centrifugar tomar el sobrenadante y de éste determinar la fraccion de

HDL posteriormente por el método enzimatico de punto final para colesterol total.

Concentracion de HDL-Colesterol (mg/dL): MxConc.patrén

Patron
Fosforo

Faésforo inorgéanico (Método Fosfomolibdato)

Se empled el estuche comercial Randox, (Randox Laboratorios Ltd; UK, PH1016)®

El fésforo inorganico reacciona con molibdato aménico en presencia de acido

sulfdrico para tomar un complejo fosfomolibdato que se mide a 340 nm.

Procedimiento:
1. Emplear una muestra de suero o plasma (con EDTA o fluoruro) u orina. 2.
Mezclar e incubar durante 10 min a 20-25 °C o 5 min a 37 °C.

3. Leer la absorbancia de la muestra y el patrén frente al reactivo.
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Calcio

Calcio (Método Orto Cresoftaleina)

Se empled el estuche comercial Randox, (Randox Laboratorios Ltd; UK, CA590)®

Es un método colorimétrico con O-cresoftaleina sin desproteinizacion. Los iones
calcio forman un complejo violeta con la o- cresoftaleina complexota en medio

alcalino.

Procedimiento:
1. Emplear una muestra de suero, plasma heparinizado u orina.
2. Mezclar y leer la absorbancia de la muestra y del patrén frente al reactivo

blanco al cabo de 5 a 50 minutos.

Marcadores de remodelacion 6sea

Fosfatasa alcalina especifica de hueso (BAP)

Se empled un estuche comercial Metra BAP (EIA)®

El inmuno ensayo Metra BAP proporciona una medicion cuantitativa de la actividad
de la fosfatasa alcalina especifica de los huesos (BAP) en el suero como indicador
de la actividad osteoblastica. La medicion de la BAP esta concebida para su uso
como ayuda en:
v El tratamiento de la osteoporosis posmenopausica y de la enfermedad de
Paget.
v' El control de mujeres posmenopausicas en tratamiento hormonal o con
bifosfonatos.
v' La prediccion de la respuesta esquelética a la terapia hormonal en mujeres

posmenopausicas
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Metra BAP es un inmunoanalisis en formato de tira de microtitulacién en el que se
utiliza un anticuerpo monoclonal anti-BAP recubierto en la tira para capturar la BAP
de la muestra. La actividad enzimatica de la BAP capturada se detecta con el

sustrato de p-Nitrofenilfosfato (pNPP).

Procedimiento:
Incubacion de las muestras

1. Extraer la estructura de pocillos de tiras y el numero necesario de tiras
recubiertas de la bolsa antes de usarlos.

2. Introducir el numero deseado de tiras recubiertas en la estructura de pocillos
en tiras. Etiquetar las tiras para evitar la mezcla en caso de extraccion
accidental de la estructura de pocillos.

3. Anadir 125 uL de amortiguador de analisis a cada pocillo.

4. Anadir 20 uL de patrén, control o muestra a cada pocillo. No mezclar con el
amortiguador de analisis volviendo a pipetear. Este paso debe completarse en
30 minutos. Remover suavemente las tiras para garantizar la mezcla de la
muestra y el amortiguador.

5. Incubar durante 3 horas (+ 10 minutos) a 20-28 °C.

6. Preparar la solucién de sustrato de trabajo como maximo 1 hora antes de su
uso. Introducir una pastilla de sustrato en cada frasco necesario de
amortiguador de sustrato a 20-28 °C. Dejar disolver las pastillas durante 30 y
60 minutos. Agitar vigorosamente las botellas para mezclar completamente.
Paso de lavado

7. Preparar la cantidad necesaria de amortiguador de lavado 1X diluyendo del
amortiguador de lavado 10X con agua desionizada en una proporcion 1:10,
guardarlo a 20-28 °C.

8. Invertir/vaciar manualmente las tiras. Afadir como minimo 250 pL de
amortiguador de lavado 1X a cada pocillo e invertir manualmente las tiras.
Repetir tres veces mas hasta un total de cuatro lavados. Secar vigorosamente

las tiras sobre toallitas de papel después del ultimo lavado.
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Incubacion del sustrato

9. Anadir 150 uL de solucion sustrato de trabajo a cada pocillo.

10. Incubar durante 30 minutos (x 5 minutos) a 20-28 °C.
Detencion de la reaccion/lectura

11. Afnadir 100 pL de solucién de NaOH 0.5N para detener la reaccion a cada
pocillo. AAadir solucion de NaOH 0.5N de la misma forma y en los mismos
intervalos de tiempo que en el caso de la solucién de sustrato.

12.Leer la densidad éptica a 405 nm en un lector de ELISA. Asegurarse de que
no haya burbujas grandes en los pocillos y que el fondo de las tiras esté
limpio. Las tiras deben leerse en los 15 minutos siguientes a la adicion de la
solucion de NaOH 0.5N.

13.Debe utilizarse software de cuantificacion con una ecuacion de ajuste de
curva de calibracién cuadratica para analizar los resultados del analisis.

Ecuacion: y = A+ Bx+Cx?

Los resultados de las muestras se expresan como U/L y no tienen que corregirse
por dilucion. En el analisis Metra BAP, 1 unidad representa 1 umol de pNPP

hidrolizado por minuto a 25 °C en amortiguador 2-amino-2-metil-1-propanol.

Osteocalcina

Se empled un estuche comercial Metra Osteocalcin (EIA)®

El enzimoinmunoensayo Metra Osteocalcin, mide cuantitativamente la osteocalcina
intacta (de novo) en suero. La osteocalcina intacta puede resultar util como
indicador bioquimico de la renovacion de las células éseas.

El ensayo Metra Osteocalcin es un inmunoensayo competitivo. Utiliza tiras
recubiertas con osteocalcina, un anticuerpo anti-osteocalcina de ratén, un conjugado
de IgG-fosfatasa alcalina anti-raton y un sustrato pNPP para cuantificar la
osteocalcina en suero.

Procedimiento:

Incubaciéon de la muestra/anti-osteocalcina
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9.

. Preparar la cantidad necesaria de amortiguador de lavado 1X del

amortiguador de lavado 10X con agua desionizada en una proporcion de
1:10.

Dentro de una hora de su uso, reconstituir los patrones y controles con 0.5 mL
de amortiguador de lavado 1X, esperar al menos 15 minutos para que la
pastilla se disuelva completamente. Los patrones y controles reconstituidos
no deben permanecer a 20-25 °C por mas de 2 horas.

Retirar la estructura de tiras de pocillos y el numero necesario de tiras
recubiertas de la bolsa.

Introducir el numero deseado tiras recubiertas en la estructura de tiras de
pocillos. Etiquetar las tiras para evitar confusiones en caso de retirarlas
accidentalmente de la estructura.

Anadir 25 uL de control, patron o muestra a cada pocillo de las tiras
recubiertas. Este paso debe completarse en 30 minutos como maximo.

Anadir 125 uL de anti-osteocalcina a cada pocillo e incubar durante 2 horas
(x 10 minutos) a 20-25 °C.

Mientras se incuba, preparar el conjugado enzimatico. Reconstituir cada vial
necesario de conjugado enzimatico con 10 mL de amortiguador de lavado 1X.
Dejar que la pastilla se disuelva completamente. Utilizar dentro de las 2 horas.
Paso de lavado 1

Invertir/vaciar manualmente las tiras. Afadir como minimo 300 uL de
amortiguador de lavado 1X a cada pocillo e invertir manualmente las tiras.
Repetir dos veces mas hasta un total de tres lavados. Secar vigorosamente
las tiras sobre toallitas de papel después del ultimo lavado.

Incubacion del conjugado enzimatico

Anadir 150 pL de conjugado enzimatico reconstituido a cada pocillo

10. Incubar durante 60 minutos (+ 5 minutos) a 20-25 °C.

11.Mientras se incuba, preparar la solucion de sustrato de trabajo. Introducir una

pastilla de sustrato en cada frasco necesario de amortiguador de sustrato.
Dejar disolver las pastillas durante 30-60 minutos. Agitar vigorosamente los
frascos para mezclas completamente. Utilizar dentro de 1 hora de su

preparacion.

41



Maria Guadalupe Vergara Marin

Paso de lavado 2

12.Invertir manualmente las tiras. Ahadir como minimo 300 uL de amortiguador
de lavado 1X a cada pocillo e invierta manualmente las tiras. Repetir dos
veces mas hasta un total de tres lavados. Secar vigorosamente las tiras sobre
toallitas de papel después del ultimo lavado.
Incubacion del sustrato

13.Anadir 150 puL de solucion de sustrato de trabajo a cada pocillo.

14.Incubar durante 35-45 minutos a 20-25 °C.
Detencion de la reaccion/lectura

15.Anadir 50 pL de solucion de NaOH 0.5N a cada pocillo para detener la
reaccion.

16.Leer la densidad 6ptica a 405 nm en un lector de ELISA. Asegurarse de que
no haya burbujas grandes en los pocillos y que el fondo de las tiras esté
limpio. Las tiras deben leerse dentro de los 15 minutos de incorporada la
solucion de NaOH 0.5N.

17.Utilizar software de cuantificacion con una ecuacion de ajuste de curva de

calibrado de 4 parametros para analizar los resultados del ensayo.

Ecuacion: y = (A—D)/{1+(x/C)"B)+D
18.Determinar la concentracion de las muestras y los controles a partir de la
curva estandar.
19.Los valores de control deberan estar dentro del intervalo especificado en el

certificado de analisis suministrado con el estuche.

Los resultados de las muestras se expresan como ng/mL y no es necesario

corregirlos por dilucion.
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Leptina (RIA)

Se empleo el estuche comercial (Human Leptin RIA Kit, Cat. # HL-81K)®

En un radioinmunoensayo, una concentracion fija de antigeno marcado es incubado
con una dilucién constante de antisuero de tal modo que la concentracion de los
sitios de unidon del antigeno sobre el anticuerpo es limitado, por ejemplo,
Unicamente el 50% de la concentracién total de la marca puede ser unido por el
anticuerpo. Si el antigeno no marcado es adicionado a este sistema, hay
competicion entre el antigeno marcado y el no marcado por el numero limitado y
constante de sitios de unién del anticuerpo. Asi, la cantidad de marca unida al
anticuerpo ira disminuyendo conforme la concentracion del antigeno no marcado
incrementa. Esto puede ser medido después de separar el anticuerpo marcado del
libre y cuantificando una fraccion o la otra, o ambas. Una calibracion o curva
estandar es un sistema con concentraciones crecientes del antigeno estandar no
marcado y de esta curva la cantidad de antigeno en muestras desconocidas puede
ser calculado. De esta forma, las cuatro necesidades basicas para el sistema de
radioinmunoensayo son: un antisuero especifico para el antigeno a ser medido, la
disponibilidad de una forma marcada radioactiva del antigeno, un método por el cual
el anticuerpo se una a la marca y finalmente un instrumento para cuantificar
radioactividad.

El ensayo de leptina humana Millipore utiliza leptina humana marcada con 1'%

y un
antisuero de leptina humana para determinar el nivel de leptina en suero, plasma o

cultivo de tejido, por la técnica de doble anticuerpo.

Procedimiento:
Dia Uno
1. Etiquetar dos tubos comunes (sin anticuerpo) para las cuentas totales (1-2).
Se marcan y ordenan por duplicado los tubos para unién no especifica,

referencia, estandares y controles.
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9.

. Pipetear 300 uL del amortiguador de ensayo a los tubos de unién no

especifica (3-4), 200 pL a los tubos de referencia (5-6) y 100 uL al resto de los
tubos del ensayo (7,...n).

Pipetear 100 uL de estandares y controles por duplicado en el fondo de los
tubos.

Pipetear 100 uL de cada muestra en los tubos.

Pipetear 100 uL de leptina humana marcada con 1'% a todos los tubos.
Pipetear 100 pL del anticuerpo de leptina humana a todos los tubos, excepto

a los tubos de cuentas totales (1-2) y tubos de unién no especifica (3-4).

. Agitar cuidadosamente por espacio de 1 a 2 segundos en vortex, cubrir e

incubar toda la noche (20-24 horas) a 4°C.

Dia dos

Adicionar 1.0 mL de agente precipitante frio (4°C) a todos los tubos, excepto a
los tubos de cuentas totales.

Agitar cuidadosamente en vértex e incubar 20 minutos a 4°C.

10.Centrifugar, a 4°C, todos los tubos, excepto los de cuentas totales (1-2), por

20 minutos a 2000-3000 xg.

11.Inmediatamente decantar el sobrenadante de todos los tubos, excepto los

tubos de cuentas totales (1-2), por inversion simultanea en un recipiente para
desechos radiactivos, se escurren perfectamente sobre material absorbente
para facilitar un perfecto vaciado y posteriormente se dejan sobre material
absorbente de 15 a 60 segundos. Invertir los tubos unicamente una vez, los

botones son fragiles y puede ocurrir un desprendimiento.

12.Colocar todos los tubos en un contador gamma (Cobra Il Auto-Gamma,

Packard Canberra Company) para su lectura durante un minuto. Calcular los
ng/mL de leptina humana en las muestras desconocidas usando un

procedimiento automatizado de reduccién de datos. O de forma manual.

Los niveles de leptina estan directamente correlacionados con el grado de

adiposidad:
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Calcular el promedio de los duplicados de las cuentas totales por minuto (tubos 1-2),
de los tubos de unién no especifica (3-4), los tubos de referencia (5-6) y todos los
tubos de los estandares y muestras del ensayo.

Al sustraer el promedio de cuentas de la unién no especifica, de cada promedio
contado (excepto para las cuentas totales. Esas cuentas son usadas para los

siguientes calculos:

Calcular el porcentaje de la union de la marca:

(Cuentas de Unidn Totales/ Cuentas Totales) x100, esta puede ser de 35-50%

Calcular el porcentaje de union total (%Union total/Referencia) para cada estandar y
muestra como sigue:

(%Union total/Referencia) = (Muestra o Estandar/Unién Total) x 100

Construir una curva del % de las Cuentas Totales por Minuto para cada estandar en
(eje Y) contra la concentracién conocida de leptina (eje X) en una grafica log-log. En
base a las Cuentas Totales por Minuto de muestras y controles se determina la

concentracion de leptina a partir de la curva construida por interpolacién.

Se considera hiperleptinemia en los hombres cuando éstos presentan valores

> 3.6 ng/mL y en las mujeres > 20.3 ng/mL.
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IX. DISENO ESTADISTICO

Los datos se analizaron utilizando medidas  descriptivas, promedio y
desviacion estandar (DE). Se realizé la prueba t de Student como prueba de
comparacion con un nivel de confianza de 95%, regresion lineal multiple vy
estratificada, y analisis de frecuencias y porcentajes con calculo de 2.

El analisis se realiz6 con ayuda del programa estadistico Satistical Package for

Social Sciences (SPSS) version 15.0.
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X.  RESULTADOS

Se detectd una prevalencia de osteoporosis del 74%, utilizando como
parametro la medicion de la densidad mineral ésea de columna: 1) 31 sanos
(68.1+8.9 afos) y 2) 87 con osteoporosis (68.6+7.4 anos) respectivamente.

Por otro lado, se encontré niveles significativamente mas altos (p<0.05) en el
grupo de sujetos con osteoporosis en la fosfatasa alcalina, osteocalcina,
PCR, Colesterol y HDL (Cuadro 1). Asi mismo se muestran de forma grafica
tanto los porcentajes de la actividad de fosfatasa alcalina y de osteocalcina en
funcion de sus valores de corte, en normal y elevada de acuerdo al

diagndstico, (Figura 9y 10).

Posteriormente, ambos grupos, se estratificaron por género conformandose
cuatro grupos: 1) 18 hombres sanos (71.2t7.5 afios), 2) 8 hombres con
osteoporosis (69.61£6.9 afos), 3) 13 mujeres sanas (63.7+9.2 afios) y 4) 79
mujeres con osteoporosis (68.4+7.5 afos), (Cuadro 2, Figura 11); observando
que los niveles de leptina son menores en el grupo de mujeres con
osteoporosis, en cambio en el grupo de los hombres estos niveles se
encuentran aumentados, aunque no son estadisticamente significativos para
ambos casos, (Figura 12). Con respecto a los marcadores de remodelado
0seo, solo la fosfatasa alcalina mostrd un nivel significativamente mas elevado
en el grupo de mujeres con osteoporosis (p<0.01), sin embargo con relacion a
la osteocalcina sus niveles no fueron estadisticamente significativos entre los
grupos. En cuanto al foésforo y calcio, solo el fésforo mostrdé  ser
significativamente menor en el grupo de hombres con osteoporosis (p<0.01). Y
con respecto al IMC, éste fue significativamente menor en las mujeres con

osteoporosis (p<0.05).

Por otra parte a través del analisis de regresion lineal multiple se estimo el
grado de asociacion y dependencia de los niveles de leptina asi como las
demas variables, con la densidad mineral 6sea. Encontrando lo siguiente: en
primer lugar se observé una asociacion estadisticamente significativa entre la

densidad mineral ésea con la leptina (r=0.177, p<0.05), con la fosfatasa
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alcalina (r=-0.180, p<0.05), con la edad (r=-0.399, p<0.0001) y con el IMC (r=
0.201, p<0.05), con los TG (r= 0.195, p<0.05) y con el HDL (r= -0.176, p<0.05).
Asimismo, la leptina se asoci6 tanto con la edad (r= - 0.246, p<0.01) asi como
con el IMC (r=0.646, p<0.0001), (Cuadro 3).

De la misma forma, tanto la leptina asi como las demas variables se
estratificaron con la edad en funcion de la DMO en tres grupos: 1) 50-59 afios,
2) 60-69 anos y 3) >70 anos y con el género en dos grupos: 1) Hombres y 2)
Mujeres, también con respecto a la densidad mineral 6sea. Obteniendo lo
siguiente: el IMC resultdé tener una asociacion positiva con respecto a la
densidad mineral ésea en las mujeres en todos los grupos de edad (p<0.05),
(Cuadro 4, 5, 6 y 11). En el caso de la fosfatasa alcalina se observd asociacion
negativa con la densidad mineral 6sea en mujeres, en el grupo de 50-59 anos
y con las mayores de 70 anos (p<0.01), (Cuadro 7,9y 12).
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Cuadro 1. Comparacion de parametros bioquimicos y antropométricos de los adultos >50 afios

cony sin osteoporosis.

Parametro Sanos Osteoporosis
(n=31) (n=87)

Edad (afios) 68.10+£8.94 68.60+7.43
IMC (kg/m?) 27.66+3.52 26.54+3.41
Densitometria de columna (DE) 0.17+1.20 -3.50+0.70*
Densitometria de columna (g/cm?) 1.08+£0.15 0.66+0.08*
Colesterol (mg/dL) 191.86+24.48 209.90+38.33*
Triglicéridos (mg/dL) 183.79+67.65 168.78+90.29
HDL (mg/dL) 51.28+9.61 56.87+11.33
Calcio (mg/dL) 9.17+3.17 8.94+0.95
Fosforo (mg/dL) 5.07+0.58 4.80+0.75
PCR (mg/dL) 0.96+3.74 8.14+26.10°
Fosfatasa alcalina (U/L) 27.88+10.69 37.49+12.55"
Osteocalcina (ng/mL) 10.57+3.49 13.04+4.65*
Leptina (ng/mL) 10.32+14.85 11.36+£12.17

Prueba t de Student, con un ICgsy. *p<0.0001, 'p<0.001, ¥p<0.05

Los valores corresponden a la media + desviacion estandar.

IMC: indice de Masa Corporal, HDL: Lipoproteinas de alta densidad, PCR: Proteina C Reactiva,

DE: Desviaciones estandar.
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Figura 9. Porcentaje de sujetos con fosfatasa alcalina normal y elevada por diagnostico. *Las barras
muestran que los sujetos con osteoporosis son los que presentan la actividad mas alta de fosfatasa
alcalina, p<0.05.
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Figura 10. Porcentaje de sujetos con osteocalcina normal y elevada por diagnéstico. *La grafica muestra

que los sujetos con osteoporosis son los que contienen el nivel mas alto de osteocalcina, p<0.05.
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Cuadro 2. Comparacion de parametros bioquimicos y antropométricos

mujeres con y sin osteoporosis.

entre hombres y

Parametro Hombres Mujeres
(n=26) (n=92)

Sanos Osteoporosis Sanas Osteoporosis

(n=18) (n=8) (n=13) (n=79)
Edad (afios) 71.22+7 .47 69.63+6.91 63.704£9.22 68.44+7.51%
IMC (kg/m?) 26.66+3.06 25.33+3.22 29.04+3.76 26.65+3.42*
DM COL (DE) 0.39+1.38 -3.11+0.42* -0.138+0.85 -3.54+0.71*
DM COL (g/cm2) 1.14+0.16 0.74+0.06* 1.01+0.12 0.66+0.08*
Colesterol (mg/dL) 185.88+25.97 203.13+39.306 200.33+20.27 210.63+38.43
Triglicéridos (mg/dL)  160.18+40.88  137.50+64.06 217.25+84.47 172.12492.35
HDL (mg/dL) 51.88+10.02 55.63+10.58 50.42+9.36 57.00+11.47
Calcio (mg/dL) 9.4610.77 8.15+1.06 9.10+1.37 8.97+0.94
Fosforo (mg/dL) 5.20+0.10 3.95+0.21" 5.04+0.65 4.83+0.75
PCR (mg/dL) 000.000 7.71£20.41 2.00+5.32 8.18+26.76
F ALC (U/L) 28.01+12.67 26.7347.99 27.75+8.59 38.53+12.46"
Osteocalcina (ng/mL) 10.391£3.48 12.8244.22 10.766+3.64 13.06+4.72
Leptina (ng/mL) 3.1211.94 9.85+12.21 18.64+18.76 11.51+12.24

Prueba t de Student, con un ICgs¢, *p<0.0001,

Los valores corresponden a la media + desviacion estandar.

DM COL: Densitometria de Columna, F ALC: Fosfatasa Alcalina

"p<0.01, ¥p<0.05.
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Figura 12. Porcentaje de sujetos con leptina normal y elevada por diagnéstico. La grafica no muestra

diferencia estadisticamente significativa en los niveles de leptina, tanto en sujetos sanos asi como con

osteoporosis.
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Cuadro 3. Regresion lineal multiple para la densitometria de columna en (g/cm?), con todas las variables de estudio.

Parametro DCOL  EDAD IMC COoL TG HDL CAL FOS PCR FAL OST LEP
DCOL 1.000
EDAD -0.399 1.000
IMC 0.201  -0.273 1.000
Coeficiente CcOoL 0.016  -0.037  0.002 1.000
de TG 0.195 -0.244  0.320 0.140 1.000
correlacion HDL -0.176  0.276  -0.207 0.331  -0.296 1.000
lineal CAL -0.032 0.109 -0.135 0.058 -0.127  0.093 1.000
FOS 0.074 0.087 -0.133 -0.093 -0.098 -0.010  0.120 1.000
r PCR -0.149  0.036 0.054 -0.194 -0.068  0.007 0.093 0.041 1.000
FAL -0.180  0.037 0.049 0.109  -0.147  0.075 0.054 0.051 -0.026 1.000
OST -0.134  0.153  -0.073 0.204 -0.203  0.113 0.203 0.111 0.106 0.456 1.000
LEP 0.177  -0.246  0.646 0.073 0.119  -0.025 -0.021 -0.078 -0.026 0.090 -0.022 1.000
DCOL
EDAD 0.0001
IMC 0.020 0.002
Significancia COL 0.434 0.355 0.491
estadistica TG 0.023 0.006  0.0001 0.077
HDL 0.036 0.002 0.017  0.0001  0.001 .
p CAL 0.373 0.134 0.086 0.278 0.098 0.173 .
FOS 0.227 0.188 0.089 0.172 0.160 0.461 0.112 .
PCR 0.065 0.358 0.293 0.024 0.247 0.474 0.173 0.338
FAL 0.033 0.355 0.311 0.133 0.067 0.224 0.294 0.302 0.395
OST 0.086 0.059 0.229 0.018 0.019 0.125 0.019 0.130 0.141  0.0001
LEP 0.036 0.006  0.0001  0.231 0.113 0.401 0.415 0.216 0.396 0.182 0.411

DCOL: Densitometria de columna, COL: Colesterol, TG: triglicéridos, CAL: Calcio, FOS: Fésforo, FAL: Fosfatasa alcalina, OST: Osteocalcina, LEP: Leptina.
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Cuadro 4. Regresion lineal multiple

estratificada por grupo de edad (50-59 afios) con

densitometria de columna (g/cm?) para IMC, Perfil lipidico y Leptina.

Parametro DCOL IMC CoL TG HDL LEP
DCOL 1.000
IMC -0.149 1.000
r COL -0.011  -0.093 1.000
TG -0.061 0.440 0.157 1.000
HDL 0.094 -0.235  0.380 -0.380 1.000
LEP 0.075 0.421 0.345 0.070 0.056  1.000
DCOL .
IMC 0.216 .
p COL 0.477 0.312 .
TG 0.374 0.008 0.204
HDL 0.311 0.106 0.019 0.019 .
LEP 0.347 0.010 0.031 0.357 0.385

Cuadro 5. Regresion lineal multiple estratificada por grupo de edad (60-69 afios) con

densitometria de columna (g/cm?) para IMC, Perfil lipidico y Leptina.

Parametro DCOL IMC COL TG HDL LEP
DCOL 1.000
IMC 0.316 1.000
r CcOoL 0.087 0.082 1.000
TG 0.041 0.061 0.362 1.000
HDL -0.065 -0.115 0.161 -0.342 1.000
LEP 0.034 0.665 0.055 0.075 0.008 1.000
DCOL .
IMC 0.004 .
p CcoL 0.241 0.254 .
TG 0.371 0.309 0.001 .
HDL 0.298 0.175 0.095 0.002 .
LEP 0.391 0.0001 0.327 0.270 0.473
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Cuadro 6. Regresion lineal multiple

estratificada por grupo de edad (= 70 afos) con

densitometria de columna (g/cm?) para IMC, Perfil lipidico y Leptina.

Parametro  DCOL IMC COL TG HDL LEP
DCOL 1.000
IMC 0.085 1.000
r COL -0.237  0.008 1.000
TG 0.014  0.201 0.441 1.000
HDL -0.196 -0.259 0.175 -0.308  1.000
LEP 0.035 0.583 0.231 0.273  -0.010 1.000
DCOL .
IMC 0.264 .
p COL 0.036  0.475 .
TG 0460 0.065 0.0001
HDL 0.070  0.025 0.095 0.009 .
LEP 0.396 0.0001  0.040 0.019 0.470

Cuadro 7. Regresién lineal mlltiple estratificada por grupo de edad (50-59 afios) con

densitometria de columna (g/cm?), para marcadores bioquimicos de formacion 6sea PCR,

Fosforo y Calcio

Parametro  DCOL CAL FOS PCR FAL OST
DCOL 1.000
CAL -0.134  1.000
r FOS 0.206  0.293 1.000
PCR -0.061 -0.017  0.188 1.000
FAL -0.475 -0.063 -0.137  0.054 1.000
OST -0.265 0.197 -0.066  0.072 0.474 1.000
DCOL .
CAL 0.262
p FOS 0.162  0.078 .
PCR 0.386  0.468 0.184 .
FAL 0.008  0.382 0.257 0.399
OST 0.101 0.173 0.377 0.366 0.008
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Cuadro 8. Regresion lineal multiple estratificada por grupo de edad (60-69 afos) con

densitometria de columna (g/cm?), para marcadores bioquimicos de formacién 6sea PCR,

Fosforo y Calcio.

Parametro DCOL CAL FOS PCR FAL OST
DCOL 1.000
CAL -0.034 1.000
r FOS 0.154 0.097 1.000
PCR -0.102 0.215 0.094 1.000
FAL 0.153 0.156 0.124 0.010 1.000
OST -0.063 0.141 0.038 0.053 0.494 1.000
DCOL .
CAL 0.409
p FOS 0.145 0.254 .
PCR 0.243 0.069 0.261
FAL 0.147 0.142 0.198 0.474
OST 0.333 0.168 0.399 0.358 0.0001

Cuadro 9. Regresion lineal multiple estratificada por grupo de edad (= 70 afos) con

densitometria de columna (g/cmz), para marcadores bioquimicos de formacién 6sea PCR,

Fosforo y Calcio

Parametro DCOL CAL FOS PCR FAL OoSsT
DCOL 1.000
CAL 0.168 1.000
r FOS -0.057  -0.084 1.000
PCR -0.145 0.029 -0.059 1.000
FAL -0.433 0.089 0.077 -0.094 1.000
OST -0.008 0.300 0.378 0.153 0.367 1.000
DCOL .
CAL 0.172 .
p FOS 0.375 0.318 .
PCR 0.206 0.435 0.371 .
FAL 0.005 0.309 0.333 0.298 .
OST 0.481 0.042 0.014 0.194 0.016
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Cuadro 10. Regresion lineal multiple estratificada por género (Masculino) con densitometria

de columna (g/cmz), para IMC, Perfil lipidico y Leptina.

Parametro ~ DCOL IMC COL TG HDL LEP
DCOL 1.000
IMC 0.181 1.000
r COoL -0.065  -0.081 1.000
TG 0.283 0.154 0.413 1.000
HDL -0.151 -0.483 0.131 -0.269 1.000
LEP -0.263 0.047 0.290 0.256 -0.088 1.000
DCOL .
IMC 0.188 .
p COoL 0.375 0.348 .
TG 0.080 0.227 0.018 .
HDL 0.231 0.006 0.262 0.092 .
LEP 0.097 0.410 0.076 0.103 0.334

Cuadro 11. Regresion lineal multiple estratificada por género (Femenino) con densitometria

de columna (g/cm?), para IMC, Perfil

lipidico y Leptina.

Parametro DCOL IMC COL TG HDL LEP
DCOL 1.000
IMC 0.300 1.000
r COoL 0.015 0.046 1.000
TG 0.119 0.218 0.317 1.000
HDL -0.136 -0.175  0.202 -0.389  1.000
LEP 0.291 0.663 0.129 0.120 -0.010 1.000
DCOL
IMC 0.0001
p CoL 0.432 0.302
TG 0.090 0.006  0.0001
HDL 0.061 0.023 0.011  0.0001 .
LEP 0.0001  0.0001 0.072 0.088 0.454
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Cuadro 12. Regresion lineal multiple estratificada por género (Femenino) con densitometria de

columna (g/cm?), para marcadores bioquimicos de formacion 6sea PCR, Fosforo y Calcio.

DCOL CAL FOS PCR FAL OSsT
DCOL 1.000
CAL -0.048 1.000
r FOS 0.056 0.119 1.000
PCR -0.145 0.100 0.044 1.000
FAL -0.183 0.056 0.044 -0.029 1.000
OST -0.112 0.219 0.109 0.096 0.458 1.000
DCOL .
CAL 0.313 .
p FOS 0.285 0.114 .
PCR 0.070 0.157 0.329 .
FAL 0.031 0.286 0.328 0.386
OST 0.129 0.013 0.136 0.167  0.0001
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Xl. DISCUSION

La osteoporosis es una alteracion en el metabolismo 6seo caracterizado por la
disminucion de la densidad mineral 60sea, con un subsecuente incremento en la

fragilidad de los huesos y susceptibilidad a fracturas.*®

Actualmente es considerada como un problema de salud publica a nivel
mundial por su magnitud y trascendencia. Se calcula que 75 millones de
personas en EU de América, Europa y Japoén la padecen. En México los datos
estadisticos son escasos, no obstante Delezé y cols. (1997) en un estudio
multicéntrico detectd osteoporosis en un 19.5% en mujeres de 60 a 69 afios y
el 30% en mujeres de 70 a 79, mientras que en hombres solo el 9.6% de 60 a

69 afios y el 10% en hombres de 70 a 79 afios respectivamente.*

Asi mismo, a la leptina se le han atribuido varias funciones, entre ellas la
regulacion de la formacién y resorcion 6sea, ademas de la regulacioén del gasto
energético, entre otras.***® Proponiendo de este modo que la leptina puede
estar relacionada con el aumento y, a su vez con la disminuciéon de la
densidad mineral 6sea. De tal modo que en otras investigaciones se asegura
gue la leptina regula la formacion y resorcién Osea a través del hipotalamo
utilizando mediadores nerviosos: principalmente el tono simpatico, que actua
sobre los osteoblastos y osteoclastos mediante la activacion de diferentes
receptores en dichas células, ejerciendo un mecanismo protector sobre hueso
al limitar la excesiva resorcién 6sea y aumentando en contraste la formacion

osea.’®

Por tal motivo en este estudio se evalio la relacion entre la Densidad Mineral

Osea y los niveles séricos de leptina en los adultos mayores de 50 afios.

En este estudio se detect6 una frecuencia de osteoporosis del 74% (87), de
los cuales 79 fueron mujeres y solo 8 hombres. Como puede apreciarse la
prevalencia en mujeres es mucho més alta que en los hombres. En este

sentido, es bien sabido que los factores hormonales (disminucion de
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estrogenos) constituyen uno de los principales factores que afectan la

densidad mineral 6sea de la mujer en la menopausia.’

El siguiente sefialamiento importante en la primera parte del andlisis, es que,
aunque los niveles de leptina no fueron significativamente diferentes entre los
grupos de estudio, se observaron concentraciones menores en las mujeres
con osteoporosis a comparacion de las sanas, sugiriendo un efecto protector
de la leptina para la osteoporois. Asi mismo, se observé que la leptina esta
asociada de forma positiva con la densidad mineral 6ésea y con el IMC,
principalmente en mujeres. Al respecto Blain et al. (2002) en un estudio
realizado en mujeres posmenopausicas de 50-90 afios de edad, encontré una
correlacion significativa entre los niveles séricos de leptina, la densidad mineral
Osea y la edad (p<0.0001), por lo que sefialan que la leptina puede tener un
efecto protector sobre el hueso actuando sobre la diferenciacién
osteoblastica,*® mediante la interaccién con el sistema nervioso simpatico.*® 3*
Al igual que Pasco et al. (2001) demostraron una asociacion positiva entre los
niveles de leptina y la masa 6sea proponiendo que los niveles circulantes de
leptina pueden jugar un papel en la regulacién de la masa 6sea.”” Por el
contrario Sato et al.(2001) sugieren que altos niveles de leptina reducen la
formacion oOsea y pueden disminuir la densidad mineral 6sea en adultos
mayores.”®  Del mismo modo Ducy et al (2000), en un estudio realizado en
ratones, demostraron que la leptina inhibe la formacion 6sea via un mecanismo
hipotalamico, ellos encontraron un incremento masivo de masa 0sea en
ratones obesos ob/ob (deficientes de leptina) y db/db (deficientes del receptor
de leptina), en donde la administracion intracerebro-ventricular de leptina en
ratones ob/ob invierten la elevada masa Osea, concluyendo que la leptina
inhibe la formacion 6sea y mientras que en un estudio in vitro realizado al
mismo tiempo, la leptina no act(io sobre la funcién osteoblastica.*

Como puede observarse, la informacion cientifica sobre la tematica es
contradictoria e inconsistente, no obstante, la mayoria de estudios apoyan la
propuesta de que la leptina tiene un efecto osteogénico y por lo tanto protector

para la osteoporosis,? 3% 434247 |g cual fue observado en nuestro estudio.
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Por lo tanto nuestros hallazgos sugieren que la leptina puede ejercer un efecto
protector para la osteoporosis, no obstante es indispensable llevar a cabo
estudios longitudinales con tamafio de muestras representativas para

confirmar nuestros resultados.

Asi mismo, se observd un efecto protector de la obesidad contra la
osteoporosis, al haber encontrado que el IMC y el perfil de lipidos se
incrementan conforme al tejido graso, y a su vez, éstos se asocian de manera
positiva con la densidad mineral ésea. Esto puede ser debido a la conversién
de andrdgenos a estrogenos en el tejido adiposo, lo que presumiblemente tiene
un efecto favorable sobre la densidad mineral 6sea.*® *° Solomon et al (2005)
demostraron que los niveles séricos altos de HDL tienen un efecto protector
sobre la densidad mineral 6sea.?* Sin embargo estas evidencias cientificas no

han sido confirmadas en otros estudios.

Por otro lado con relacion a los marcadores de formacion Osea, encontramos
qgue los niveles de fosfatasa alcalina y osteocalcina son significativamente
mayores en las personas con osteoporosis, y sobre todo en mujeres de 60 a
69 afios. Sin embargo, con la fosfatasa alcalina se observé de forma mas
clara la relacion negativa con la densidad mineral 6sea, ya que los niveles de
fosfatasa alcalina se incrementan cuando aumenta el recambio 0seo es decir
cuando hay una excesiva resorcion en el hueso.* ?° Mismos resultados fueron
obtenidos por Shaarawy et al (2003) en donde encuentran que los niveles de
fosfatasa alcalina especifica de hueso y la osteocalcina estuvieron de forma
incrementada en pacientes posmenopausicas con osteoporosis.'®

Estos resultados concuerdan con lo reportado en otras investigaciones, al
considerar tanto a la fosfatasa alcalina asi como a la osteocalcina como
marcadores bioquimicos efectivos para evaluar el grado de pérdida ésea en los
huesos.'® Debido a que son proteinas no coldgenas empleadas como un
indice selectivo de la actividad osteoblastica, siendo su papel fisiolégico actuar
en la mineralizacion 6sea al favorecer o inhibir el depdésito de mineral en la
matriz osteoide, y de esta forma, su funcion en la resorcion 6sea es la de

regular la actividad de los osteoclastos, ya que poseen la funcion de
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reconocimiento en la estructura de la matriz osteoide y favorecen el anclaje de
las células 6seas en dicha matriz, también contribuyen en la formacion de su
estructura ademas de que otras de sus funciones son el ayudar al transporte
de iones, hormonas y metabolitos y el estimular o inhibir enzimas.'*®
Mostrando asi que la medicion combinada de ambos marcadores pueden
predecir hasta de un 60 a 70% de la pérdida 6sea. >*

Mostrando de esta forma, que una baja densidad mineral 6sea en los adultos
mayores, implica tener niveles séricos mayores de fosfatasa alcalina especifica

de hueso y de osteocalcina.

Por otra parte, dentro de los resultados de esta investigacion es importante
mencionar al calcio y al fésforo, ya que se conoce que son los dos nutrientes
mas importantes en la conservacion de la salud del hueso, en forma de
hidroxiapatita, y que componen del 80 al 90% del contenido mineral éseo y
algunos otros elementos inorganicos como Mn?*, Cu?*, zn?*, 3 57910

Y aunque los niveles de calcio encontrados no fueron estadisticamente
diferentes entre el grupo de hombres y mujeres, tanto sanos y con
osteoporosis, si se observo una leve disminucion en las personas con
osteoporosis. Contrario al fésforo, que mostro diferencia en el grupo de los
hombres, al observar niveles menores en los adultos con osteoporosis.®
Aunque se ha reportado que tanto el fésforo como el calcio séricos no estan

directamente relacionados con la osteoporosis.*

Con respecto a la proteina C reactiva, encontramos que ésta fue
significativamente mayor en las mujeres con osteoporosis en donde se
mostraron los niveles mas elevados de la proteina. Asi mismo, se ha
reportado en algunos estudios que no hay una asociacion directa entre la PCR
sérica y la densidad mineral ésea, aunque en otros estudios muestran que
niveles altos de PCR estan asociados con una reduccion de la densidad
mineral 6sea, reportando hasta un 23% en incremento de riesgo de fractura.”
Por lo que nuestros resultados concuerdan con que el presentar osteoporosis

es estar en un constante estado de inflamacion.>?
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Finalmente es importante resaltar la relacion positiva entre la densidad
mineral 6sea y la leptina como el hallazgo més relevante de nuestro estudio.
Asimismo, el IMC vy el perfil de lipidos mostraron una correlacion positiva, en
contraste los marcadores de formacion Osea la fosfatasa alcalina vy

osteocalcina mostraron una correlacion negativa.
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HIPOTESIS

"De acuerdo con la informacién tedrica disponible respecto al efecto
osteogénico de la leptina, suponemos que las personas con 0Steoporosis

mostraran niveles séricos de leptina  significativamente mas bajos en

comparacion con los sanos”

Xll.  CONCLUSIONES

Los niveles séricos de leptina  mostraron una correlaciébn positiva
estadisticamente significativa con la Densidad Mineral Osea sugiriendo un

efecto protector para la osteoporosis.

El IMC se asocié positivamente con la Densidad Mineral Osea al igual que el

perfil de lipidos, principalmente en mujeres.

La fosfatasa alcalina especifica de hueso se asocid negativamente con la

Densidad Mineral Osea, en las mujeres.

Las variables que mas se asociaron con la Densidad Mineral Osea fueron la

edad de manera negativa y el género, siendo las mujeres las més afectadas.
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Xlll.  PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

e Realizar el estudio longitudinal en muestras representativas para

confirmar nuestros hallazgos.

e Determinar el marcador de remodelacion Osea deoxipiridinolina para

evaluar resorcion 6sea.

e Realizar investigacion preclinica para evaluar el posible efecto

terapéutico contra la osteoporosis de la leptina.
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