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“DETERMINACION DEL INDICE ATEROGENICO Y SU RELACION CON
LA OSTEOPENIA EN MUJERES POST-MENOPAUSICAS”

RESUMEN

La aterosclerosis y la osteoporosis son dos de las enfermedades cronicas mas frecuentes
a nivel mundial, especialmente en mujeres climatéricas y la frecuencia de que ambas
patologias se den simultaneamente en un mismo individuo va en crecimiento. La
relacion entre ambos procesos, estd dada porque estos tienen elementos comunes
vinculados con la reduccion del Estradiol (caracteristica importante en mujeres post-
menopausicas), como genesis de esta correlacion. En este sentido, se pretende mostrar la
relacion a nivel metabdlico-molecular entre el impacto cardiovascular mediante el indice
aterogénico y el impacto de la osteopenia/osteoporosis, a travées de la determinacion de
los Marcadores Bioguimicos 0seos, para asi determinar nexos entre ambas entidades,
que en un futuro coadyuven a establecer lineas de prevencion y tratamiento para ambas.

Para tal efecto, se estudiaron en total 60 mujeres post-menopausicas, en las cuales se
determiné la relacion entre el proceso aterogénico por alteraciones en el metabolismo
lipidico y los cambios en la regulacion del metabolismo 6seo, mediante Marcadores
Bioquimicos de Remodelado 6seo investigados en el laboratorio, como también los
cambios en el proceso de resorcion principalmente causada por el déficit de estrdgenos,
en este sentido también se evalu6 la correlacién de ambos tipos de marcadores con los
niveles de las hormonas del eje gonadal. Sabiendo que la DMO tiene el antecedente de
ser un procedimiento ya validado en nuestro medio, su ejecucion permitié determinar el
Score T que fue importante como parametro de referencia para evaluar o al menos
constatar lo obtenido con los procedimientos bioquimicos. Se pudo determinar, que los
Marcadores de Formacion (BAP, OC y CICP), presentaron baja magnitud con la DMO
(densitometria osea) en columna, y ostensiblemente mas elevada con cuellos femorales
izquierdo y derecho. Por otra parte, los Marcadores de Resorcion, excepto TRAP
presentaron una estrecha correlacion negativa con las DMOQO’s medidas en columna,

cuello femoral izquierdo y cuello femoral derecho.



Esta correlacion entre DMO y los Marcadores bioquimicos 6seos permitieron detectar la
existencia de dos poblaciones definidas, mediante puntos de corte, por encima del cuales
destacan aquellas mujeres con un claro incremento de los Marcadores de Resorcién
Osea, pese a presentar una DMO que refleja osteopenia leve o moderada, lo cual podria
constituir un criterio para detectar de manera temprana la pérdida de masa dsea en estas
pacientes. Tal es el caso principalmente de los Marcadores de Resorcion NTx y PYD,
que se caracterizaron por su alta sensibilidad y especificidad respecto a los demas
marcadores 0seos, y presentaron niveles elevados en parte importante de las mujeres
estudiadas, las cuales presentaban aun Osteopenia leve e incluso normal por DMO.
Afirmando que, segun este estudio, los Marcadores Bioguimicos reflejan con ventaja el
estado del tejido 6seo a corto plazo.

La correlacion de los Marcadores 6seos con las hormonas del perfil gonadal femenino
(Estradiol, LH y FSH) se expres6 de manera apreciable solo con los niveles de estradiol,
lo cual se atribuye a que otros factores como el estilo de vida, habitos y alimentacion
entre otros, aparte de la variabilidad hormonal, participan en el incremento de la
velocidad de pérdida de hueso

La correlacion que se obtuvo entre los Marcadores Oseos con el Perfil Lipidico fue
importante con el Colesterol total, LDL-colesterol, y muy leve con el Indice aterogénico,
excluyéndose este Ultimo como un factor comun entre ambos procesos. Debido a que la
Fraccién LDL-colesterol, participa de manera importante en todos los mecanismos
comunes que comparten tanto el metabolismo 6seo como el lipidico, en los cuales esta
involucrado, junto con una serie de rutas y mediadores, en ambos procesos. Por lo que
los vinculos entre Osteoporosis y Enfermedad Cardiovascular, tienen a los Estrogenos
como el principal aunque no el Unico factor desencadenante de diversos eventos
bioquimicos e inmunoldgicos, que dan lugar, finalmente a la desmineralizacion 6sea y
la mineralizacion arterial, hechos denominados de manera conjunta como: La Paradoja
del Calcio.

Palabras claves: Indice aterogénico, aterosclerosis, osteopenia, marcadores

bioquimicos 6seos, post-menopausia.



“DETERMINATION OF THE ATHEROGENIC INDEX AND ITS
RELATIONSHIP WHIT OSTEOPENIA IN POST-MENOPAUSAL WOMEN”

SUMMARY

Atherosclerosis and osteoporosis are two of the most common chronic diseases
worldwide, especially in perimenopausal women and the frequency of both disorders
occur simultaneously in the same individual is growing. The relationship between both
processes is given because they have common elements related to the reduction of
Estradiol (important feature in post-menopausal women), as the genesis of this
correlation. In this sense, it is intended to show the relationship between metabolic-
cardiovascular molecular level impact by atherogenic index and the impact of osteopenia
| osteoporosis, through the determination of biochemical bone markers, to determine
links between the two entities, contribute in the future to establish lines for both
prevention and treatment.

To this end, we studied a total of 60 postmenopausal women, in which the relationship
between the atherogenic process was determined by alterations in lipid metabolism and
changes in the regulation of bone metabolism by Biochemical Markers of Bone
remodeling investigated in laboratory, as well as changes in the absorption process
mainly caused by estrogen deficiency, in this sense the correlation of both types of
markers and levels of gonadal hormones were also evaluated.

Knowing that BMD has a history of being a method and validated in our setting,
implementation allowed us to determine the T Score was important as a benchmark to
evaluate or at least confirm what obtained with biochemical procedures. It was
determined that the formation markers (BAP, OC and CICP) showed low magnitude
with BMD (bone densitometry) in spine and markedly higher with left and right femoral
neck. Moreover, the resorption markers except TRAP showed a close negative

correlation with BMD's measures column, left right femoral neck and femoral neck.



This correlation between BMD and biochemical bone markers allowed to detect the
existence of two distinct populations, using cutoff points above which include women
with a clear increase in bone resorption markers, while showing BMD reflecting mild
osteopenia moderate, which could be a criterion for the early detection of bone loss in
these patients. This applies mainly to the resorption markers NTx and PYD, which were
characterized by high sensitivity and specificity compared to the other bone markers,
and showed high levels in an important part of the women studied, which showed even
mild Osteopenia and even standard for normal BMD. Affirming that, according to this
study, the advantage Biochemical markers reflect bone status in the short term.

The correlation of bone markers with female gonadal hormone profile (Estradiol, LH
and FSH) was expressed appreciably only with the levels of estradiol, which is attributed
to other factors such as lifestyle and food habits between others besides hormone
variability involved in speed would increase bone loss.

The correlation was obtained between Bone Markers with Lipid Profile was important to
total cholesterol, LDL-cholesterol, and very mild with the atherogenic index, excluding
the latter as a common factor between the two processes. Because the fraction LDL-
cholesterol plays a major role in all common mechanisms shared by both bone and
lipidic metabolism, in which it is involved, along with a number of routes and mediators,
in both processes.

As the links between osteoporosis and cardiovascular disease, have Estrogens as the
main but not the only trigger for various biochemical and immunological events that
lead eventually to bone demineralization and blood mineralization, made jointly called

factor as: the Calcium Paradox.

Keywords: Atherogenic Index, atherosclerosis, osteopenia, bone biochemical markers,

post-menopause.



I. INTRODUCCION

El reloj bioldgico en el sexo femenino, incluye diversos cambios en el perfil hormonal,
particularmente en los esteroides vinculados a la esfera sexual. Cuando la mujer
envejece involucionan todas las glandulas endocrinas. Esto se produce como parte del
impacto del estrés oxidativo ligado a la formacion de radicales libres y al estado de los
sistemas protectores anti-radicales que caracterizan al proceso del envejecimiento.

De acuerdo con las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, la esperanza
de vida en todo el mundo para finales del siglo XX era de 65 afios, debido a los cambios
epidemioldgicos y demogréaficos se ha determinado un incremento en la esperanza de
vida en la poblacion, especialmente de las mujeres y las proyecciones sugieren que para
el 2025, se acerque a los 70 afios de edad. De acuerdo con estos datos, se calcula que
para 2025, 20% de la poblacion mundial tendra 60 afios de edad 0 mas. De esta manera,
en la actualidad la esperanza de vida en los paises industrializados es de 75 afios y casi
90% de las muijeres alcanzan la edad de 65 afios y 30% los 80. *2

En las mujeres latinoamericanas, el 27% se encuentra entre los 40 y 64 afios y en
Bolivia, segun los datos del Instituto Nacional de Estadisticas (INE) de acuerdo al
ultimo censo de poblacion y vivienda en el afio 2012 la esperanza de vida es
aproximadamente de 69 afios, lo cual sugiere que el nimero de mujeres climatéricas es
bastante considerable.'®

El Climaterio es el periodo de la vida de la mujer que va desde la madurez sexual hasta
la senectud. Este transito es paulatino, progresivo y centrado por un fenémeno puntual,
la pérdida de la menstruaciébn o menopausia. La pre-menopausia tiene un comienzo
difuso; la peri menopausia es un periodo problematico de la vida de la mujer, en el que
cada dia es mas evidente que existe modificaciones bioldgicas, endocrinolégicas y
moleculares que tendran repercusiones en diferentes 6rganos y sistemas con diversas
expresiones clinicas, las mismas que son susceptibles de ser tratadas.

La menopausia ocurre, en promedio, a los 50 afios de edad; los Unicos datos disponibles

de instituciones nacionales de mujeres en la etapa de la menopausia, fueron del: Servicio



Departamental de Salud (SEDES), segun el cual se estima que 575 000 de las mujeres se
encontraria entre los 45 a 55 afios, que comprende la etapa menopadsica. Segun el VI
Congreso de la Federacion Latinoamericana de Sociedades de Climaterio y Menopausia
y el VII Congreso Nacional de la Asociacion Boliviana de Climaterio y Menopausia
realizado en el 2013, aproximadamente 758 975 (15%) de las mujeres respecto a la
poblacion total de mujeres se encontraria en la menopausia. Viéndose afectadas por la
aparicion de enfermedades crdnico-degenerativos como osteoporosis, enfermedad
cardiovascular artero-esclerosa, atrofia genitourinaria y alteraciones neuroldgicas,
originando en ellas deterioro de la calidad de vida e incremento en la morbi-mortalidad
en general

En este trabajo de investigacion, se abordara dos de estas entidades Yy la relacion
existente entre ambas: osteoporosis y enfermedad cardiovascular, la primera es la causa
mas importante de morbilidad, afectando cada afio alrededor de 5°000.000 de mujeres
mayores de 60 afios *, esto debido a alteraciones en la remodelacion 6sea, perdiendo la
tercera parte del contenido mineral del hueso, dando lugar a osteoporosis y riesgo
posterior de fracturas.

La segunda entidad; la obstruccién aterosclerética, es otra de las principales entidades
causante de muerte en mujeres occidentales, la prevalencia de enfermedad cardiaca
coronaria se incrementa después de la menopausia, y el perfil lipidico varia en forma
paralela al incremento del colesterol, lipoproteina de baja densidad y triglicéridos. De
este modo se considera que las enfermedades cardiovasculares son una de las principales
causas de muerte en las mujeres especialmente occidentales. La mortalidad femenina
debido a enfermedad coronaria aterosclerotica es la primera causa de mortalidad en el
mundo occidental y América Latina con un 91%; seguida con un 9% por causa de cancer
de mama, cancer de endometrio (1%) y fractura de cadera (1%)™

En Bolivia Instituciones de nuestro medio, donde acude la mayoria de las mujeres en
esta etapa del climaterio, como el Hospital de la Mujer y la Caja Nacional de Salud
(Hospital obrero, Hospital materno infantil), no cuentan con datos de prevalencia de la

relacion entre ambas patologias; por esta razon la prevalencia que se tomo en cuenta fue



de aquellos datos disponibles de paises vecinos como Chile, donde la prevalencia
encontrada segun estudios en ese pais fue del 4%.

Aunque tradicionalmente estas patologias se han considerado como procesos
independientes, cada vez existe una evidencia mas sélida que confirma que ambas
entidades, comparten mecanismos fisiopatolégicos, por lo que deberian ser parte de un
diagnéstico compartido. Frente a una u otra enfermedad se deben estudiar las
coincidencias y las situaciones que anticipen la presencia de la otra patologia.

Por esta razon, el presente trabajo pretende mostrar la relacion a nivel metabdlico-
molecular entre el impacto cardiovascular mediante el indice aterogénico y el impacto
de la osteopenia/osteoporosis, a través de la determinacién de los marcadores
bioquimicos 0seos, para asi determinar nexos entre ambas entidades, que en un futuro
coadyuven a establecer lineas de prevencion y tratamiento para ambas.

La relacion entre calcificacion vascular y pérdida de hueso esta siendo profundamente
estudiada en la actualidad en paises Latino americanos como Argentina y Chile, donde
se han establecido lineas de investigacion acerca de esta relacidn, especialmente
mediante estudios imagenoldgicos, sin embargo, no asi mediante marcadores
bioquimicos; por lo que la relacion encontrada entre osteoporosis y arteriosclerosis en
ciertos casos no es casualidad ni coincidencia. La osteoporosis acarrea un riesgo
aumentado de episodios cardiovasculares, proporcional a la gravedad de la osteoporosis.
Es decir, se unen dos ataques: el ataque cardiaco y el ataque al hueso, por lo que el
tratamiento de la osteoporosis debe incluir medidas para prevenir las consecuencias

cardiovasculares.

Il. JUSTIFICACION.

La ateroesclerosis y la osteoporosis, dos de las enfermedades crénicas mas prevalentes
del mundo; y que originan la mayor parte de la morbimortalidad en adultos mayores,

sigue en aumento?. Ambas entidades pertenecen al grupo de “Enfermedades cronicas no



transmisibles del adulto” y en nuestro medio ocupan un lugar preponderante segun el
ministerio de salud, como causa de muerte en poblaciones como la nuestra, que estan en
transicion demografica, debido al incremento de la expectativa de vida de acuerdo al
censo de poblacién y vivienda 2012. Afectando negativamente la calidad de vida de
estas pacientes, dado que gran parte de ellas son incapaces de retomar una vida normal
en cuanto a las actividades del diario vivir y que un subgrupo requiere de asistencia
profesional hasta el momento de su muerte.

Segun el servicio departamental de salud, no existen datos disponibles acerca de
politicas dirigidas a ambas patologias en comun. Justifican que debido al proceso de
transicién demografica existe una creciente poblacion mayor de 65 afios; por lo que la
prolongacion de la expectativa de vida especialmente a esta edad situa solo a la
osteoporosis como uno de nuestros principales problemas de Salud Publica. Pese a esto,
los costos directos atribuibles a la osteoporosis para 2010 fueron estimados en solamente
14 000 bolivianos para campafias prevencion y exdmenes de DMO gratuitos en algunos
casos. No obstante, debido a los datos de crecimiento demogréafico, la Sociedad
Boliviana del Climaterio y Menopausia insiste en concentrar la atencién en poblacién de
edad madura a avanzada, principalmente femenina cercana a los 50 afios de edad,
altamente susceptible, a las denominadas enfermedades silenciosas del siglo XX como
son la Osteoporosis y los episodios cardiovasculares.

Sin embargo, ya es conocido que estas dos patologias comparten factores de riesgo que
podrian justificar la asociacién que existe entre ambas. Entre ellos destacan la edad, la
deplecién estrogénica, el sedentarismo, el consumo de alcohol y tabaco y factores
dietéticos como la ingesta calcica, el consumo de acidos grasos saturados y
concentraciones deficitarias de vitamina C y K. Es por esto que en los ultimos afios se ha
despertado gran interés en la investigacion de los factores y mecanismos comunes

implicados en la fisiopatologia de ambas entidades, especialmente en mujeres.

Ya que actualmente, la mujer ocupa un lugar preponderante dentro de la sociedad y

permanece activa hasta edades mas avanzadas, un nimero creciente de mujeres, debe



afrontar los sintomas del climaterio y la exposicion a problemas de salud poco usuales
entre las mujeres hasta hace unas décadas, como son el infarto agudo de miocardio, los
eventos cerebro vasculares y las fracturas 0seas. Es posible, que la osteoporosis acarree
un riesgo aumentado de episodios cardiovasculares, donde se involucran, una serie de
procesos metabdlico-moleculares complejos; como ser: la biosintesis del colesterol, la
oxidacion lipidica y el proceso dindmico de aposicion/resorcion oOsea. Por lo que la
busqueda de sustancias con acciones beneficiosas sobre ambos blancos es una linea

actual de investigacion.

Los vinculos existentes entre la osteoporosis y las enfermedades cardiovasculares
(ECV), incluyen la asociacion epidemioldgica entre la reduccién de masa 0sea y el
aumento de estas enfermedades cardiovasculares con la edad, conocida como paradoja
del calcio, de desmineralizacion 6sea y mineralizacion arterial. Se puede referir también,
la presencia en arterias calcificadas de hidroxiapatita, proteinas éseas y otros factores
segregados por células de la linea Osea osteoblastica y el déficit de estrogenos que
propicia tanto la aterosclerosis, causa subyacente de ECV, como la osteoporosis

primaria**

Por otra parte, la pared arterial contiene células capaces de comportarse como células
Oseas (osteoblastos y osteoclastos), al igual que el tejido Oseo contiene células
endoteliales. La hipercolesterolemia y los lipidos oxidados promueven la diferenciacion
osteoblastica de las células vasculares e inhiben la diferenciacion de los osteoblastos en
el hueso, activando los osteoclastos y aumentando la resorcion ésea, eventos que podrian
explicar la paradoja del calcio y que sustentan que los antioxidantes y las estatinas

muestren efectos antiosteoporéticos.®

Los nexos entre ECV y osteoporosis abren perspectivas para terapias que actlen de
modo favorable y simultdneo sobre el tejido vascular y 6seo, como resultado del

pleiotropismo de su accién y de las interacciones entre los sistemas corporales.®®



Considerando entonces que ambas entidades serian parte de un diagnostico y prevencion
compartido, el tratamiento de la osteoporosis debe incluir medidas para prevenir las

consecuencias cardiovasculares.

En este sentido, estas entidades se convierten en un problema de salud que deteriora la
calidad de vida de la mujer, por lo que es imprescindible realizar estudios en nuestra
poblacién tratando esta condicion con un adecuado manejo y mejor conocimiento de
mecanismos fisiopatologicos comunes a ambas entidades; para poder en el futuro
ayudar en el desarrollo de farmacos activos sobre el metabolismo 6seo y la

enfermedad cardiovascular.

Tomando en cuenta lo expuesto anteriormente y la revision de la literatura cientifica
sobre este campo; las relaciones estudiadas entre el proceso aterogénico por alteraciones
en el metabolismo lipidico y los cambios en la regulacion del metabolismo 6seo, han
considerado la medicién de este Gltimo proceso bioldgico, principalmente a través de la
determinacion de la masa Osea por métodos imagenoldgicos (Densitometria). Como se
sabe, este procedimiento presenta dificultades relacionadas con la precisién que otorga
el método y con la correlacion entre el proceso de perdida de los componentes
bioquimicos del hueso y su manifestacion en la imagen densitométrica en términos de
tiempo real "2. No se ha reportado la correlacion entre estos dos procesos midiendo los
cambios en la osteogénesis/osteoclastogénesis mediante procedimientos bioquimicos
que otorguen mayor precision y confiabilidad. Estos procedimientos en la actualidad
estan siendo utilizados en el &mbito clinico como predictores tempranos de la pérdida de
masa 6sea, los mismos que establecen con mayor precision y anticipacion los cambios
en el proceso de resorcion principalmente en la menopausia, causada por el déficit de
estrogenos. Por lo anterior, en este estudio se establece la correlacion entre los cambios
del metabolismo lipidico y los del proceso de aposicion/resorcion 6seo en mujeres post-
menopausicas, medidos, estos Gltimos por marcadores bioquimicos de remodelado 6seo

investigados en laboratorio. En este mismo orden, en el entendido de que ambos



procesos estan determinados por los cambios hormonales, en este estudio también se
evaluo la correlacion de ambos tipos de marcadores con los niveles de las hormonas del

eje gonadal.

La importancia de este estudio radica en todo lo dicho anteriormente; por lo que
contribuird, a detectar alteraciones estructurales y funcionales del hueso, siendo de
practica clinica en el diagndstico, la eleccion terapéutica, y la prevencion de las
enfermedades dseas aplicables a mujeres que inician esta etapa bioldgica. Tener un
mejor conocimiento de los mecanismos fisiopatolégicos comunes a ambas entidades
para ayudar al desarrollo futuro de farmacos activos sobre el metabolismo dseo y la
enfermedad cardiovascular, y asi alertar al plantel médico y a las mujeres en esta etapa

para intervenir en el estilo de vida y asi disminuir el riesgo de este tipo de enfermedades.

Por Ultimo aportar a la prestacion de servicios del Instituto SELADIS, implementando
un meétodo para la determinacién de marcadores 6seos como medida preventiva de
pérdida de masa dsea. Ya que segun la Sociedad Boliviana del Climaterio el 47.1% de
mujeres de edad madura a avanzada (45 — 65) aproximadamente ingresan ya con fractura
de cadera. Lo cual indicaria que actualmente, debido a las politicas de prevencién, el
nimero de pacientes que solicitan esta prueba seria cada vez mayor. Por lo que la
demanda de esta prueba imagenoldgica se incrementaria, lo cual indicaria que los
marcadores bioquimicos 6seos ofrecerian un mayor beneficio en cuanto al costo, ademas
que estos podrian utilizarse de manera més efectiva para el control de tratamiento por

determinarse en menos tiempo (dos a tres meses).

111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al ser la ateroesclerosis y la osteoporosis dos de las enfermedades cronicas mas

prevalentes a nivel mundial, afectando cada afo alrededor de 5°000.000 de mujeres en el



caso de la osteoporosis y 36000 mujeres en el caso de la aterosclerosis, en ambos casos
mujeres mayores de 50 afios; estudios recientes indagan la posible relacién multifactorial
entre ellas.®* Como se mencioné anteriormente, es necesario realizar estudios donde se
investigue la prevalencia de estas entidades en nuestro medio ya que, Instituciones

nacionales no cuentan con estos datos.

Dado que la osteoporosis podria ser un marcador de riesgo de mortalidad por
enfermedad ateroesclerética, la probabilidad de que ambas entidades se presenten en un
mismo individuo va en aumento, con una prevalencia del 4% segun estudios realizados
en paises vecinos como Per(i y Chile® (se estimaria similares datos en Bolivia, aunque
no existen datos estadisticos en nuestro pais respecto al tema). Por lo que queda clara la
importancia de realizar una investigacion dirigida, a coadyuvar en el esclarecimiento de
la relacion entre ambas entidades, a partir del estudio de ambos metabolismos, tanto
lipidico como 6seo, mediante la determinacion del perfil lipidico y marcadores
bioquimicos 0seos respectivamente. Siendo estos Gltimos, los que reflejan de manera

mas fidedigna, la dindmica de aposicidn/resorcion ésea.

Por lo tanto, al considerar que el riesgo de desarrollar osteoporosis y enfermedades
cardiovasculares se va incrementando significativamente en mujeres climatéricas y si se
detectase alteracion en uno de los procesos podria suponerse que exista alteracion en el
otro; se ve la importancia de determinar la relacion entre el indice aterogénico como
principal indicador de aterogénesis y su relacion con la osteopenia; por lo que se plante6

la siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual es la relacion entre el indice aterogenico y osteopenia en mujeres post-

menopausicas que asisten a consulta ginecoldgica?



IV. ANTECEDENTES GENERALES DEL PROBLEMA EN ESTUDIO.

El conocimiento de los nexos entre la patologia vascular y el metabolismo 6seo a través
de mecanismos fisiopatologicos comunes compartidos, es sin duda el campo en el que
mas se ha avanzado, especialmente en los aspectos referentes a lo que ocurre en las
mujeres después de la menopausia. Segun varios estudios, entre los que méas destaca es
el de Raisz L.G. et al, ° donde se demostré que proteinas producidas por las células
Oseas, como osteocalcina (OC), osteopontina, osteoprotegerina (OPG), el ligando del
receptor activador del factor nuclear kappa- (RANKL) y las proteinas morfogenéticas
6seas (BMPs), estan presentes en lesiones ateroescleroticas. Asi mismo se encontrd la
presencia de células de estirpe osteoblastica en la pared vascular. Esto debido a que tanto
la pared de la arteria y la osteona del hueso cortical tienen limenes comunes y alineados.
Por otra parte, se ha demostrado que la placa calcificada tiene numerosos elementos
celulares y moleculares que participan en la formacién de hueso, incluyendo la proteina
morfogenética-2 del hueso, el colageno 1, osteonectina, osteopontina, proteinas Gla de la

matriz, la osteocalcina y la osteoprotegerina.

En el pasado, la calcificacion vascular se consideraba un proceso pasivo, secundario a la
degeneracion inherente a la edad. Sin embargo, ahora se lo entiende como un proceso
activo y regulado de manera similar a la formacion dsea; por tanto, puede ser objeto de

una intervencion para prevencion.

La coincidencia clinica de la enfermedad vascular y la osteoporosis indica que existen
mediadores comunes que afectan de manera adversa y similar al metabolismo 6seo y a la
integridad vascular, asf segn Gupta y Aronow™, revisando las historias clinicas de 102
mujeres posmenopausicas, pusieron de manifiesto que la enfermedad vascular
aterosclerotica estuvo presente en el 51% de las mujeres con osteoporosis u osteopenia,
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medida por DEXA. A su vez; Tamaki. et a encontraron asociacion entre la

osteoporosis y la ateroesclerosis carotidea después de la menopausia, al observar un



incremento progresivo del indicador de lesion aterosclerdtica precoz a medida que
disminuia la DMO.

A finales de 1990 Schulz'® propuso la hipétesis sobre la relacion entre aterosclerosis y
osteoporosis, el estudio se realiz6 sobre una base de mas de 4.000 pacientes, entre
quienes se selecciono y analiz6 a las que tenian osteoporosis sin causas secundarias y se
correlacion6 con calcificacion aortica. Al analizar los datos en forma transversal y
longitudinal, se observo que a menor masa 6sea habia mayor calcificacion ateromatosa.

En trabajos posteriores, al ajustar la calcificacion adrtica por edad se ha demostrado que
predice en 26% la densidad mineral dsea y que las mujeres con calcificacion adrtica
tienen 4,8 veces mas fracturas vertebrales y 2,9 veces mas fracturas de cadera que las
mujeres sin calcificacion adrtica, lo que sefiala que ésta alteracion vascular es un

marcador de osteoporosis.*®

Existe también una interrelacion entre los marcadores de arterosclerosis y la enfermedad
Osea. Asi, la mayoria de los estudios transversales han descrito una asociacion inversa
entre la presencia, la intensidad y la progresion de la calcificacion a nivel de aorta
abdominal y la masa dsea a nivel lumbar y femoral, tanto en mujeres posmenopausicas
como en varones.*** Ademas, la calcificacion adrtica se asocia a un mayor riesgo de
fractura de cadera en mujeres posmenopausicas. La ateromatosis carotidea, otro
marcador de enfermedad cardiovascular, se ha asociado con una menor masa dGsea en
mujeres posmenopausicas y con un aumento del riesgo de fractura no vertebral. De
forma analoga, la presencia de fractura vertebral se asocia a un mayor riesgo de
presentar placa carotidea en mujeres post-menopausicas con DMO; por su parte la
pérdida de masa Osea medida en metacarpo estd asociada con la progresion de la

ateroesclerosis adrtica en mujeres.*®

En otro estudio, Luegmayr E demostrd la existencia de una produccién aumentada de

IL-1 y TNFa por monocitos en mujeres ovariectomizadas, y que estos niveles
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disminufan si se les administraban estrégenos’® En ratas ovariectomizadas, también se
producia un aumento en los niveles de IL-1 y TNFa y, tras el tratamiento con
inhibidores de la IL-1 y TNFo, disminuia de la pérdida 6sea inducida por la

ovariectomia®?*

. Al respecto, se debe recordar que ambas citoquinas dirigen la formacion
de osteoclastos ya que estimulan la proliferacion de los precursores osteoclastogénicos,
ademas, inducen la expresion de otras citoquinas que regulan la diferenciacion de los
precursores osteoclastogénicos en osteoclastos maduros como RANKL®, IL-6 y M-
CSF. Por tanto, IL-1 y TNFa son dos factores necesarios para inducir la secrecion de
factores de diferenciacion de los osteoclastos, por lo que pequefios cambios en los
niveles de estas citoquinas provocaran grandes cambios a nivel de la produccién de

osteoclastos.*®

Ademas, la utilizacion de anticuerpos neutralizantes de IL-6 previene la
osteoclastogénesis inducida por la deficiencia estrogénica en ratas ovariectomizadas .
Por tanto, segun los numerosos estudios realizados, se puede concluir que IL-1, IL-6 y
TNFa son tres factores clave implicados en la osteoclastogénesis y en la resorcion dsea

asociadas a la deficiencia estrogénica.

Cabe mencionar, que los efectos a largo plazo de la menopausia, especialmente por el
déficit de estrégenos, dan lugar diferentes entidades fisiopatoldgicas, siendo las
principales la osteoporosis y las enfermedades cardiovasculares motivo de esta tesis. La
menopausia parece aumentar los factores de riesgo de patologia cardiovascular y la
prevalencia de aterosclerosis en las mujeres. Por lo tanto, el cese de la funcidn ovérica se
ha relacionado historicamente con un incremento de las enfermedades cardiovasculares
y riesgo de fractura. Es por esto que estudios recientes se enfocan en determinar la
relacion existente entre estas dos entidades aparentemente tan distantes, pero que sin

embargo comparten varios mecanismos fisiopatoldgicos.
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V. MARCO TEORICO

A. LA MENOPAUSIA: FISIOLOGIA.

El climaterio es el periodo de transicion entre los ultimos afios de la etapa
reproductiva y la vida post-reproductiva, que se inicia con la desaparicion progresiva
de la funcion ovérica.

Ambos procesos estan marcados por la disminucién gradual de la secrecion
estrogenica y diversas alteraciones hormonales relacionadas, que dan lugar a una
serie de cambios organicos y psicoldgicos, los cuales pueden llegar a ser tan
significativos que constituyen una fuente importante de discapacidad y malestar. La
suspension completa de las menstruaciones 0 menopausia propiamente dicha,
acontece por lo general entre la quinta y la sexta década de la vida (edad promedio de
52 afos, en la actualidad) y estd precedida por una etapa durante la cual se presentan
ciclos irregulares y una serie de manifestaciones fisicas caracteristicas, conocida
como pre-menopausia, la cual suele comenzar a partir de los 35 afios, o desde el
momento en que la mujer comienza a detectar irregularidades del ciclo menstrual,
asociadas a otros sintomas del climaterio.*

El criterio clinico para establecer la presencia de menopausia es la ausencia total de
menstruaciones durante un periodo de doce meses. Por Gltimo, la postmenopausia es
la etapa comprendida entre el establecimiento definitivo de la menopausia y el final
del climaterio, alrededor de los 50 a 65 afios.'®

Aungue la menopausia es un proceso absolutamente normal y no una enfermedad,
estd acompariada de connotaciones negativas y una serie de cambios en el organismo
femenino, dando como resultado un desequilibrio en los niveles de hormonas
circulantes y la disminucién progresiva de estrégenos y progestagenos. Este
desbalance se refleja en cambios a nivel del metabolismo lipidico: la aterogénesis, la

distribucion de la grasa corporal y la remodelacion del hueso, entre otros.
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1. Los estrogenos en la menopausia.

Los estrogenos naturales son moléculas derivadas de estratrieno y aungue en el
ser humano existe una gran variedad de ellos, son tres los mas importantes, a
saber: estradiol, estrona y estriol. Normalmente, desempefian un papel destacado
en la gran mayoria de los procesos metabdlicos del organismo.

En el ovario, a lo largo de la fase folicular, estimulan la sintesis de receptores
para la hormona foliculo estimulante (FSH), de forma que contribuyen al
desarrollo y crecimiento de los foliculos. A nivel endometrial inducen la
proliferacion del epitelio y el crecimiento de las capas esponjosa y compacta,
favoreciendo el incremento en el nimero de glandulas, vasos sanguineos y tejido
estromal.”” En la vagina, los estrégenos llevan a proliferacion epitelial, con
escamacion de las células superficiales y acumulacion de glicogeno en el
epitelio. Los labios mayores y menores se hacen turgentes y elasticos.'®

A nivel de la glandula mamaria, los estrogenos estimulan la proliferacion de los
conductos glandulares, el desarrollo del estroma y la acumulacion de tejido
adiposo; aumentan la pigmentacion de los pezones y activan el epitelio acinar,
para que pueda responder a la accion de progesterona y prolactina.

En la hipdfisis, las altas concentraciones circulantes de estrogenos ejercen un
mecanismo de retroalimentacién negativa sobre la sintesis de hormona foliculo
estimulante (FSH), mientras que tienen una accién positiva sobre la produccion

de hormona luteinizante (LH). "0 %

Modifican el perfil lipidico, favoreciendo la produccion de lipoproteinas de alta
densidad y reduciendo los niveles circulantes de colesterol total y triglicéridos.
Desde el punto de vista vascular, los estrégenos estimulan la circulacion
periférica, producen hemodilucion por retencién hidrica y disminuyen la

hemoglobina y el nimero de eritrocitos (Fig. 1)
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FIGURA 1. Mecanismo de proteccion de los estrogenos. A nivel de las células endoteliales
Fuente: Sullivan. et al,**

En los huesos, estimulan la fijacion y mineralizacion de la matriz 0sea,
promueven el depoésito de calcio y aumentan el indice de masa del tejido;
ademas, estimulan el cierre de las epifisis. Tienen una accion tréfica significativa

sobre la piel y los epitelios, pues favorecen la sintesis de fibras elésticas (Fig.2).
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FIGURA 2. Acciones periféricas de los estrogenos, en los érganos diferentes al ovario

FUENTE. Sullivan. et al,**
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2. Manifestaciones clinicas de la menopausia

Al descender los valores de estradiol, se da lugar a modificaciones involutivas en
todo el organismo. Este proceso involutivo tiene repercusiones generales
importantes y de manera especial en el sistema cardiovascular, el sistema
nervioso central, el esqueleto, la piel, el aparato genitourinario y el sistema
neurovegetativo. Por tanto, en este trabajo de investigacion nos centraremos en
los trastornos sobre el sistema cardiovascular y sobre el proceso de

absorcion/resorcion 0sea; ademas de la relacion existente entre ambos procesos.

a. Trastornos cardiovasculares: Los estrogenos ejercen un significativo papel
protector contra diversas enfermedades cardiovasculares, el cual se pierde a
medida que disminuye la produccion de hormonas durante la menopausia. Es por
eso que la cardiopatia coronaria es una de las principales causas de muerte entre

las mujeres ancianas. (Tabla 1).

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ESTROGENOS EN LA PREVENCION
CARDIOVASCULAR

Estimulan el catabolismo de cLDL

Facilitan el aclaramiento plasmatico

Inhiben la lipasa hepética que es destructora de cHDL

Inducen la disminucion de receptores celulares hepaticos para cHDL

Efecto vascular directo sobre los vasos

TABLA 1: Mecanismos de accién de los estrogenos. A nivel del perfil lipidico
FUENTE. Witztum JL. **

Estas evidencias sugieren que durante la edad fértil existe una proteccion natural
que retarda el dafio arterial. Los estrégenos, especialmente el estradiol, parecen
ser los responsables de la proteccién cardiovascular de las mujeres jovenes, de
manera que cuando sus niveles disminuyen con la menopausia y la estrona es
entonces el principal estrogeno, el desarrollo de la enfermedad coronaria es

semejante al de los hombres.
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Parte del efecto anti-ateroesclerdtico de los estrdgenos se debe a su accién sobre
la lipoproteina-lipasa (LPL), que depura las lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). Los remanentes son eliminados por los receptores de LDL, que
reconocen la apoproteina E en la superficie de la lipoproteina. La accién de la
LPL también disminuye los niveles de LDL, pero puede ocasionar un ligero
incremento en los valores séricos de los triglicéridos. El significado clinico de la
depuracion aumentada de los remanentes de colesterol de las VLDL, se reduce en
forma relativamente a los triglicéridos con lo que se disminuye la aterogenicidad
de esta fraccion de lipoproteina.

Por otro lado, los estrégenos disminuyen la lipasa hepéatica que también tiene un
papel importante en la depuracion de los remanentes de las lipoproteinas. Los
estrégenos también estimulan la remocion por el receptor de LDL, con lo que se
disminuye la cantidad de esta lipoproteina en el suero.

En el higado, los estrdgenos actuan sobre la sintesis de enzimas responsables del
metabolismo lipidico: los estrogenos aumentan las concentraciones de colesterol
ligado a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) (especialmente de cHDL 2),
disminuyen la actividad de la lipasa hepatica, encargada de la transformacion de
cHDL 2 en cHDL 3; aumentan la produccién hepatica de colesterol ligado a
lipoproteinas de muy baja densidad (cVLDL), con lo que aumentan las
concentraciones de triglicéridos (TG) y se incrementa el catabolismo del cLDL,
con lo que disminuyen su concentracion. También se ha descrito la disminucion
de las concentraciones de lipoproteina (a), proteina que se involucra de forma
clara con el riesgo aterosclerdtico.

Al disminuir los niveles de estrdgenos circulantes se presenta una desviacion del
perfil lipidico (Tabla 2), ya que aumenta el colesterol total y unido a proteinas de
baja densidad (LDL), en tanto que disminuyen las HDL. Asi, se ve favorecida la
formacion de placas de ateroma y la progresion de la aterosclerosis coronaria y,
por ello, la incidencia de enfermedades cardiovasculares se incrementa de forma

sustancial en las mujeres postmenopausicas.*®
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‘Cambios en el perfil lipidico
durante la menopausia

_ Aumento de colesterol total

_ Aumento de triglicéridos

. Aumento de colesterol-LDL

. Disminucion de colesterol-HDL

TABLA 2: Cambios del perfil lipidico en la menopausia, por disminucion de estrégenos.
FUENTE. Witztum JL'*

Las alteraciones que se producen en el perfil lipidico, da lugar a la enfermedad

cardiovascular, descrita a continuacion.

a.1 Aterosclerosis

La aterosclerosis es una lesion arterial, caracterizada por un engrosamiento de la
intima causa de una compleja interaccion entre la pared vascular y los
componentes de la sangre donde pueden intervenir procesos inflamatorios, de
crecimiento, proliferacién y migracion de células de musculo liso (CML) y de
sintesis de matriz extracelular, ademas de procesos degenerativos, de necrosis y
tromboticos, dando lugar a las placas de ateroma. El proceso aterosclerético

ocurre en tres etapas, los cuales se detallan a continuacion.

El primer acontecimiento que tiene lugar en la aterosclerosis es la acumulacion
de las lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) en la matriz subendotelial. El
exceso de lipoproteinas de baja densidad (LDL) circulante, aumenta el transporte
y la retencién de las mismas en los lugares donde la permeabilidad es mayor.

Las LDL se difunden a través del endotelio y quedan retenidas debido a la
interaccion entre la molécula de la apolipoproteina (Apo B) de las LDL y los

proteoglicanos de la matriz subendotelial®®. La acumulacion de las particulas de
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LDL estimula en el endotelio la produccién de moléculas pro inflamatorias,
incluyendo moléculas de adhesion celular (VCAM-1, PCAM-1, ICAM-1, P-
selectina, E-selectina) y factores de crecimiento (M-CSF). Todo ello ocasiona la
llegada de monocitos y linfocitos a la pared arterial. Estos macréfagos presentan
en su superficie unos receptores llamados basureros o  “scavenger” que
reconocen y captan las lipoproteinas modificadas y otras particulas. La captacion
indiscriminada de lipidos por parte de los macréfagos produce su acumulacion en
el interior de la célula transformandose en lo que se conoce como células
espumosas. (Fig. 3A). Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) tienen un
importante papel protector en la aterosclerosis por un doble mecanismo™, por
una parte son capaces de retirar el exceso de colesterol acumulado en la matriz
subendotelial y en el interior de las células espumosas, y por otra, protege la
oxidacion lipidica, debido a la presencia en esta lipoproteina de una enzima, la

paraxonasa sérica, que degrada ciertos fosfolipidos biolégicamente activos™
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FIGURA 3. Acontecimientos iniciales de la estria grasa (A): CE, células endoteliales; CML células
de musculo liso; RL, radicales libres; LDL, lipoproteinas de baja densidad; LDL MO, LDL
modificadas; LDLox, LDL oxidadas. Progresion de la lesidn aterosclerotica (B): formacion de la
placa fibrosa.

FUENTE. Witztum JL.**
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El siguiente paso en el desarrollo de la aterosclerosis es la formacion de la placa
fibrosa que se caracteriza por un crecimiento de una masa lipidica extracelular,
principalmente colesterol y ésteres de colesterol, la acumulacion de CMLs y la
formacion de una red proteica de matriz extracelular producidas por las CMLs™
La placa fibrosa se inicia con la migracion de las CMLs desde la capa media
hacia la matriz subendotelial. Alli las células proliferan y captan las lipoproteinas
modificadas contribuyendo asi, junto con las células espumosas, al
engrosamiento del ndcleo lipidico (Fig. 3B). Ademas estas células secretan
proteinas de la matriz extracelular, como colageno y proteoglicanos, conduciendo
al desarrollo de la placa fibrosa™

La respuesta proliferativa de las CMLs y de las células inflamatorias hace que la
estria grasa evolucione a una placa aterosclerdtica mas compleja llevando la
lesion a estadios méas avanzados que implican muerte celular, rotura de las
placas, calcificacion y procesos tromboticos. Las placas ateromatosas mas
avanzadas presentan un nucleo necrotico que consiste en un gran nucleo lipidico

rodeado por una delgada cubierta fibrosa. Las células espumosas pueden morir
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FIGURA 4. Lesiones avanzadas: ruptura de la placa fibrosa y trombosis.
FUENTE. Witztum JL**
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liberando una gran cantidad de lipidos a la matriz extracelular, formandose asi el

nucleo necrotico al que contribuyen ademas los lipidos intracelulares, las CMLs

(células de musculo liso) que también han captado LDL modificadas y el resto
del material lipidico extracelular®® (Fig. 4)

No se conoce muy bien los mecanismos que inducen a la apoptosis de los
macrofagos y de las CMLs aunque se ha sugerido que las particulas de LDL
oxidadas podrian participar en este proceso ya que son capaces de inducir la
muerte de muchos tipos de células.®® Las placas mas vulnerables a la rotura
generalmente son delgadas y contienen un elevado nimero de células
inflamatorias. La estabilidad de las placas depende del mantenimiento de la placa
fibrosa que, a su vez, depende del equilibrio entre la sintesis y la degradacion de
las proteinas de la matriz. Las CMLs sintetizan las fibras de colageno y los
proteoglicanos de la matriz extracelular, mientras que los macréfagos secretan

varias proteinas como colagenasas y catepsinas que la degradan.

Las placas mas complejas también pueden presentar depositos de calcio lo que
ocasiona un cambio en las caracteristicas mecéanicas del tejido arterial,
contribuyendo a la inestabilidad de la placa y limitando la flexibilidad de los
vasos sanguineos. Los componentes internos de la placa y el factor tisular inician
la cascada de la coagulacion que provoca la adhesion de las plaquetas circulantes
y que, a su vez, pueden producir trombosis por oclusion de la luz vascular. De
esta forma, las lesiones aterosclerdticas avanzadas pueden acarrear sintomas
isquémicos como resultado de un estrechamiento progresivo de la luz arterial.
Las consecuencias agudas de las ECVs, tales como el infarto de miocardio o la
enfermedad cerebrovascular, son el resultado generalmente de la ruptura de la

placa y la trombosis.*
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a.2 Lipoproteinas plasméticas y aterosclerosis

Las alteraciones de las lipoproteinas plasmaticas y los trastornos del metabolismo
de los lipidos se encuentran entre los factores de riesgo de aterosclerosis mas
conocidos. En la figura 5, se muestra los porcentajes de cada uno de los
componentes de las diferentes lipoproteinas.

Los quilomicrones (QMs) son las lipoproteinas del plasma de mayor tamafio y su
funcion es transportar los triglicéridos (TG), el colesterol y otros componentes
liposolubles de la dieta desde el intestino hasta la sangre. Las VLDL son
lipoproteinas secretadas a nivel hepatico y en menor cantidad a nivel intestinal
que contienen colesterol, fosfolipidos, TG, Apo B 100 y pequefias cantidades de
Apo E y Apo C, presentan cierta similitud con los QMs, aungue son menos
voluminosas. Los remanentes de VLDL, son ricos en ésteres de colesterol se
conocen como lipoproteinas de densidad intermedia (IDL).
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FIGURA 5. Conformacidén de una lipoproteina.
FUENTE: Lobby A.”

Las LDL se generan en el plasma, procedentes de la IDL y contienen solo una

molécula de Apo B100. EIl papel de las LDL es transportar el colesterol a los
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tejidos periféricos y regular la sintesis de novo del colesterol en estos lugares.
Estd ampliamente descrito que concentraciones elevadas de LDL en el plasma
constituyen un factor de riesgo independiente de ECV'®. Sin embargo, los
estudios in vitro han demostrado que las LDL nativas estan desprovistas de
actividad aterogénica y solo después de su modificacion pueden dar lugar a la
formacion de células espumosas. Debido a su caracteristica de depositarse en las
paredes de los vasos sanguineos que presentan lesiones endoteliales se las
considera un factor potencial de aterogénesis. Otras lipoproteinas como la
lipoproteina (a) también se consideran aterogénicas. Se trata de una lipoproteina
esférica, rica en ésteres de colesterol y fosfolipidos, que se asemeja en su
composicién a la LDL. Esta lipoproteina puede quedar retenida en la subintima
arterial y contribuye a la formacion de células espumosas. Los estudios
epidemioldgicos han puesto de manifiesto que las concentraciones elevadas de
lipoprotefna (a) constituyen un factor de riesgo de ECV.** Por dltimo, las HDL
pueden ser producidas por el higado o generadas en el plasma como
consecuencia de interacciones entre las distintas lipoproteinas plasmaticas y los
tejidos. El papel de las HDL es el transporte inverso de colesterol desde los
tejidos extra hepéticos hacia el higado®®. Son consideradas como un factor de
proteccién contra la aterogénesis ya que extraen el colesterol plasmatico
excedente. De esta forma, niveles elevados de HDL son beneficiosos para el
organismo Yy se correlacionan inversamente con el riesgo de sufrir enfermedad
vascular coronaria relacionada a procesos ateroscleréticos. Por todo ello, hoy en
dia se tienden mas a considerar los valores de LDL como factor de riesgo

cardiovascular en vez de la concentracion.

a.3 Tipos de Indices aterogénicos para la estratificacion del riesgo
cardiovascular.
El indice aterogénico, reflejo de los principales componentes del metabolismo

de los lipidos, resulta una herramienta sencilla, asequible y muy util, para
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evaluar si existe el riesgo de formacion de placas de ateroma en la paredes
arteriales de las coronarias y cerebrales, obstruyendo el riego sanguineo y de
esta manera detectar los individuos con mayor riesgo de presentar enfermedad
coronaria prematura.
e Riesgo aterogénico I: Este valor surge de la relacion entre los valores de
colesterol LDL/ colesterol HDL. Su valor de referencia debe ser menor a
3.
¢ Riesgo aterogénico Il: Este valor surge de la relacion entre los valores
de colesterol total/ colesterol HDL. Su valor de referencia debe ser

menor a 5.

El estudio de Framingham, reconoce la relacion del indice aterogénico,
calculado a partir de los datos del perfil lipidico, especificamente Colesterol
total/colesterol HDL o también Ilamado Indice de Castelli, permite realizar una
clasificacion de la probabilidad de padecer una enfermedad cardiovascular,
teniendo en cuenta la proporcion que se presenta con el valor de colesterol total
sobre el valor del colesterol cardio protector HDL, por tanto valores elevados
de colesterol total o bajos de colesterol HDL , clasifican al paciente en sujeto
potencial a adquirir una enfermedad cardiovascular. Cuando se compara el
colesterol total, el colesterol-HDL vy el indice colesterol total / colesterol-HDL
en una poblacion aparentemente normal y en otra de sobrevivientes de infarto
de miocardio, se comprueba que la relacion colesterol total / colesterol-HDL es
la que presenta la menor superposicién de poblaciones.”* De ésto se deduce el
alto poder discriminador de enfermedad coronaria que presenta el indice
colesterol total / colesterol-HDL, ademas de una gran capacidad predictiva. La
relacion colesterol-LDL / colesterol-HDL tiene la misma utilidad que colesterol
total / colesterol-HDL, sin que hasta ahora se hayan demostrado mayores
ventajas sobre esta ultima. El valor de corte para el indice colesterol total /

colesterol-HDL se consideran hasta 4,5.
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b. Trastornos sobre el sistema de formacién y resorcion 6sea.

Los estrogenos, al igual que sobre el sistema cardiovascular, juegan un rol
importante en el proceso de formacion y resorcion ésea, la remodelacion del
hueso y el reemplazo del tejido antiguo por uno nuevo, requiere una serie de
pasos que comienzan con la resorciébn como resultado de la accion de los
osteoclastos, células derivadas de los monocitos circulantes y que son reclutadas
hacia el hueso gracias a la presencia de interleucina 6 y factor estimulante de
disolucién de la matriz mineral colonias monocito-macréfago, liberados por los
osteoblastos. Diversos compuestos, como hormona paratiroidea, interleucina 1 y
factor de necrosis tumoral, contribuyen a la diferenciacion del monocito hacia
osteoclasto.

Este proceso de remodelacion depende, en buena medida, de la actividad de las
hormonas sexuales. Los estrogenos, al actuar sobre las células estromales
mesodérmicas, interfieren con la liberacion de interleucina 1 e interleucina 6, las

cuales atraen y activan a los osteoclastos.
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FIGURA 6. Papel regulador de los estrégenos y progesterona, sobre el proceso de
remodelacién 6sea.
FUENTE. Denke %
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En consecuencia, durante la menopausia y debido a la ausencia de estrégenos, se
presentan dos fendbmenos concomitantes: por una parte, aumento de la resorcion
Osea y por otra, disminucion en la formacion de hueso.

La deficiencia hormonal introduce profundos cambios en el metabolismo del
hueso, que se manifiestan por un incremento de la actividad osteoclastica y una
disminucion en el deposito de minerales, con el subsecuente incremento de la
fragilidad del tejido. Aunque la matriz mineral 6sea comienza a perderse a partir
de los 30 a 35 afios de edad, esta pérdida se acelera, de manera muy significativa,
en los primeros afios de la menopausia, debido a la caida en los niveles de
estrogenos. Es maés, se estima que durante los primeros cinco afios de la
menopausia, se pierde alrededor de la tercera parte del contenido mineral del
hueso, lo que incrementa el riesgo de fracturas (sobre todo vertebrales y del

cuello del fémur) relacionadas con osteoporosis
b.1 Fisiologia 6sea.

El conocimiento de la estructura dsea normal permite una mejor valoracién de
los cambios patoldgicos que tienen lugar en la génesis de los trastornos
metabolicos.

El hueso desempefia un doble papel en el organismo. Por un lado, constituye la
base fisica para la locomocién y proporciona proteccién a los 6rganos internos, y
por otro, la fase mineral del hueso acttiia como reservorio de minerales esenciales
y sistemas tampon. Los principales factores que regulan el metabolismo éseo son
el estrés mecanico, los niveles en el espacio extracelular de los iones
(fundamentalmente calcio y fosfato) implicados en la formacion de hueso
mineral y las influencias hormonales, sobre todo las debidas a la hormona
paratiroidea, los glucocorticoides, los esteroides gonadales y los metabolitos
biolégicamente activos de la vitamina D. En términos generales, las

enfermedades metabdlicas del hueso son el resultado de la alteracion en la
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funcion de la célula ésea producida por estimulos patoldgicos de tipo fisico,
hormonal o i6nico.

Todos los huesos estan compuestos por una capa externa de tejido denso
compacto o hueso cortical que define los limites de la cavidad medular. La
cavidad medular contiene hueso esponjoso, grasa y médula hematopoyeética. El
hueso esponjoso estd formado por una red compleja de trabéculas
interconectadas y presenta una superficie mucho mayor que la corteza.

La remodelacion normal del hueso ocurre a diferentes escalas a nivel del hueso
cortical y del hueso esponjoso, este hecho es muy importante en la homeostasis
mineral.

El hueso esta constituido principalmente por tres elementos: una matriz proteica,
una fase mineral y las células 6seas. La matriz proteica ocupa aproximadamente
el 50% del volumen 6seo total y estd formada, en su mayor parte, por una
proteina fibrosa, el coldgeno. Los haces entrecruzados de colageno actian como
un armazon estructural sobre el cual se situa la fase mineral. Esta ocupa la mayor
parte del 50% restante del volumen dseo, y constituye aproximadamente las dos
terceras partes de su peso. La fase inorganica estd compuesta por minusculos
cristales de un mineral de caracter alcalino, la hidroxiapatita
[Cal0(PO4)6(OH)2]. Estos cristales se incrustan entre las fibras de colageno para
formar un material que redne las caracteristicas adecuadas de rigidez, flexibilidad
y resistencia. El hueso cortical esta formado por sistemas haversianos (osteonas),
que son estructuras laminadas de hueso denso, que se organizan alrededor de un
canal central en cuyo interior discurre la microcirculacion. En todo el espesor de
este hueso denso, los osteocitos aparecen diseminados e incluidos en
compartimentos profundos denominados lagunas y conectados con los
osteoblastos por prolongaciones celulares elongadas. EI hueso trabecular consiste
en una trama esponjosa y avascular formada por espiculas dseas entre las que no
existen los sistemas haversianos organizados. Las superficies del hueso

trabecular estan cubiertas por osteoblastos, osteoclastos y “células de
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revestimiento” indiferenciadas de origen mesenquimal, estando los osteocitos

diseminados por todo el espesor del hueso trabecular®.

b.2 Células 6seas

Todas estas células mesenquimatosas (osteoblastos, condrocitos, mioblastos y
células del estroma de la médula dsea que incluye adipositos), las cuales se cree
se originan de progenitores mesenquimatosos comunes, componen el tejido éseo.
Fisiolégicamente, cuatro tipos de células dseas son las principales responsables
directas de su formacién y mantenimiento: pericitos, osteoclastos, osteoblastos y
osteocitos, que representan entre 2-5% del peso total del hueso®. La actividad de
estas células esta determinada por un gran numero de factores humorales
sistémicos y locales, asi como por las interacciones con células vecinas y con

diversos farmacos.

Osteoblastos Osteoclastos
Hormona paratiroidea (HPT) Calcitonina
1,25-dihidroxi-vitamina D Bifosfonatos
Corticoides Interleucinal

Factor de crecimiento Factor estimulante
similar a la insulina de colonias

Factor de crecimiento Factor de crecimiento
tisular tisular o

Interleucina 6 Factor de crecimiento
Péptido relacionado tisular

con HPT Nitrato de galio

TABLA 3. Factores humorales y farmacoldgicos que actlan sobre las células 6seas.
FUENTE. Rackley C.E '®

Pericitos. Células planas similares a los fibroblastos, las cuales forman una

membrana continua que recubre por completo las superficies libres del hueso.

Osteoblastos y osteocitos. Los osteoblastos, las células formadoras de hueso,
trabajan en grupos para segregar, y después mineralizar, paquetes de matriz dsea.
Morfol6gicamente, el osteoblasto activo presenta un nicleo redondo grande
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situado en la base de la célula hacia el lado opuesto de la superficie 0sea. Se
caracteriza por tener un aparato de Golgi prominente, situado entre el ntcleo y el
apice de la célula, y un reticulo endoplasmatico grande, lo que refleja la alta
actividad biosintética y secretora de esta célula. Los osteoblastos presentan unas
prolongaciones citoplasmaticas en la cara secretora de la célula que se extienden
hasta el fondo de la matriz y sirven de sistema de comunicacion entre células.
Estas células expresan abundantemente fosfatasa alcalina, enzima que
probablemente contribuye a la mineralizacion de la matriz liberando fosfato
inorgénico. Las superficies Gseas quiescentes estan recubiertas por una mono
capa de osteoblastos aplanados inactivos que a menudo se denominan “células de
revestimiento”. Los osteoblastos derivan de progenitores mesenquimales
presentes en la médula 6sea, los cuales son capaces de diferenciarse hacia otras
estirpes celulares, como los adipocitos y los fibroblastos. Los osteoblastos, o sus
precursores, expresan receptores para muchas hormonas, incluyendo la
paratohormona (PTH), la 1,25-dihidroxivitamina D, las hormonas sexuales y los
glucocorticoides. También expresan varias moléculas de adhesion (integrinas) y
receptores para citoquinas (Fig. 7). En su membrana también expresan citoquinas
propias, como el factor estimulante de colonias (CSF) y el ligando del receptor

Inhibicion:
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Colageno tipo |
Glicoproteinas

Osteoide

FIGURA 7. Representacion esquematica de un osteoblasto. Factores que actdan estimulando o
inhibiendo el osteoblasto
FUENTE. TORGERSON D.J **
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activador del factor nuclear kappa-B (RANKL) que, como se verd mas adelante,
es un factor imprescindible para la diferenciacion de los osteoclastos (células
encargadas de destruir hueso). También segregan osteoprotegerina (OPG), un
receptor sefiuelo de RANKL capaz de inhibir la formacién de osteoclastos

Durante la formacion 6sea, algunos osteoblastos quedan englobados en la matriz,
que se va depositando a su alrededor y se diferencian a osteocitos, formando una
red de células dispersas interconectadas. Se piensa que los osteocitos intervienen
en la respuesta del hueso a los estimulos mecéanicos, actuando como mecano-
receptores que se comunican con los osteoblastos y osteoclastos presentes en las

superficies 6seas. *

Osteoclastos. El osteoclasto es la célula responsable de la resorcidn Gsea y se
encuentra en las superficies 6seas calcificadas y dentro de unas estructuras
Ilamadas lagunas de Howship que se forman como resultado de su propia
actividad resortiva. Es una célula gigante multinucleada (contiene de 4 a 20
nucleos). Los nucleos varian dentro de la misma célula (Fig. 8); algunos son
redondos y otros tienen un contorno irregular. En estas células destacan

abundantes aparatos de Golgi que quedan dispuestos alrededor de los nucleos de
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FIGURA 8: Morfologia de un osteoclasto, ilustra un osteoclasto polarizado y la distribucion
especifica de la membrana y organelos.
FUENTE. SCHULZ.
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manera caracteristica. También poseen abundantes mitocondrias y vesiculas de
transporte cargadas de enzimas lisosémicas®.

La zona de la membrana plasmatica del osteoclasto en contacto con la superficie
Osea, presenta unos pliegues profundos que dan un aspecto de borde rugoso y que
recibe el nombre de borde en cepillo (Fig. 9). El borde rugoso que queda en el
centro esta rodeado de un anillo de actina que sirve para unir la célula a la
superficie Osea y crear una zona de cierre hermético formandose asi el
compartimento de resorcion Osea. La unién de la célula a la matriz se realiza
mediante receptores de integrinas del osteoclasto que se unen a secuencias
especificas de las proteinas de la matriz. Ademas, también expresan receptores
para diversos factores que actdan estimulando al osteoclasto, como a la PTH, la

IL-1, el TNFo, o bien inhibiéndolo, como los estrégenos y la calcitonina, entre

otros.

Estirmdacion SO0 Inhibicion

CATK
TRAS

FIGURA 9. Imagen superior: Representacion esquematica de un osteoclasto y factores que actdan
estimulando o inhibiendo a la célula 6sea. Imagen inferior: Detalle del borde rugoso del osteoclasto y
enzimas sintetizados (CATK: catepsina K; TRAP: fosfatasa acida tartrato resistente) para iniciar la
resorcion.

FUENTE. SCHULZ. **®
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La membrana plasmatica de la zona del borde rugoso contiene proteinas que
también se encuentran en la membrana de los lisosomas y organelos, una ATPasa
de protones y un canal de cloro especifico responsable de la acidificacion del
compartimento extracelular de resorcion 6sea (Fig. 10). La membrana plasmatica
basolateral del osteoclasto es rica en bombas de sodio-potasio, intercambiadores
de HCO3-/CI- e intercambiadores de Nat+/H+, ademé&s de varios canales
i6nicos’® Los osteoclastos también expresan en su membrana RANK vy el
receptor del factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) que son dos
factores implicados en la diferenciacion de los osteoclastos, ademas del receptor
de la calcitonina, que es capaz de inactivar rapidamente al osteoclasto.

CI7THCO;
exchanger

Ccr

CO,+ H,0 = H,CO,
0

B

chlorij-dproton H*
antiporter type 7

FIGURA 10. Maquinaria molecular dentro del osteoclasto, involucrada en la disolucién de la matriz
inorganica y organica del hueso
FUENTE. SEIBEL M.J."*®

Es posible encontrar hasta cuatro o cinco osteoclastos en la misma zona de
resorcion, pero habitualmente solo hay uno o dos. El osteoclasto inicia la
resorcion sintetizando enzimas lisosémicas (Fig. 13) como la fosfatasa acida
tartrato resistente (TRAP), la catepsina K (CATK), la colagenasa, etc, que se
encuentran en el reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y muchas vesiculas

de transporte. Estos enzimas se segregan a través del borde rugoso al
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compartimento extracelular de resorcion Osea. El osteoclasto acidifica el
compartimento extracelular mediante la secrecion de protones a través de la
membrana del borde rugoso (mediante bombas de protones) y asi, ya puede
iniciar su actividad. Durante el proceso de resorcidn, en primer lugar, los cristales
de hidroxiapatita se movilizan por la hidrolisis de su enlace con el colageno
(proteinas no colagenas) y se disuelven por el medio &cido.

Posteriormente, las fibras colagenas residuales se digieren por la activacion de la
colagenasa y las catepsinas en un pH &cido. Las enzimas, ahora en un pH 6ptimo,
degradan los componentes de la matriz; los residuos de esta digestion
extracelular se interiorizan, se transportan a traves de la célula y se liberan en la
region basolateral, o se liberan durante los periodos de recaida de la zona de
cierre hermético.**

Como consecuencia de la actividad del osteoclasto se liberan a la circulacion
muchos productos procedentes de la degradacion del hueso. Estos productos se
utilizan clinicamente como medidas indirectas de la resorcion 6sea en los seres
humanos lo cual se vera mas adelante en Marcadores bioquimicos de
remodelado 6seo.

El osteoclasto proviene de células madre hematopoyéticas de la estirpe
mononuclear fagocitica 2 Después, se necesita la presencia del factor
estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF), sintetizado por células
estromales, para atraer a las células de la estirpe monocitica y que puedan
proliferar y expresar la superficie celular el receptor RANK, un factor clave para
la diferenciacion del osteoclasto. Una vez los pre-osteoclastos han expresado
RANK, necesitaran la presencia de otra citoquina, RANKL, que como ya hemos
visto, es producida por las células estromales/osteoblastos y que se trata de un
factor imprescindible para la diferenciacion del osteoclasto. La union RANKL-
RANK provoca en el pre-osteoclasto una serie de cambios como reestructuracion
del citoesqueleto, formacion de uniones estrechas entre la membrana basal y la

superficie 0sea y la creacion del compartimento de resorcion, que lo llevaran a
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iniciar el proceso de resorcion Osea. En esta fase también se exige la expresion
del factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral-6 (TRAF6), factor
nuclear kappa-B (NFKB) y c-Fos, todos ellos transductores de la sefial de RANK
en el interior de la célula. Por tanto, RANK, RANKL y M-CSF son, claramente,
tres factores clave para la diferenciacion del osteoclasto ya que serdn los
encargados de asegurar el compromiso de las células precursoras hacia la estirpe
osteocléstica y hacia su diferenciacion final.**°

Pese a provenir de la linea mononuclear/fagocitica, los osteoclastos han perdido
la expresion de algunos receptores de membrana aunque mantienen la expresion
de algunos otros, ademas de expresar receptores especificos (RANK y
calcitonina). Estas células también presentan receptores estrogénicos.
Actualmente se cree que el osteoclasto experimenta apoptosis después de un
ciclo de resorcién, proceso favorecido por la deficiencia estrogenica y que
posiblemente explica la mayor resorcién Gsea después de una gonadectomia o de

la menopausia.

b.3 Remodelamiento 6seo.

Una correcta salud 6sea es indispensable para que el esqueleto pueda cumplir con
sus tres funciones fundamentales: mecanica, como soporte del cuerpo; protectora
de drganos internos y metabdlica como reserva de iones, principalmente calcio
(Ca) y fosforo (P). Para ello, el esqueleto cuenta con la habilidad de renovarse
continuamente mediante el proceso de remodelamiento 6seo (del inglés turnover)
que comienza tempranamente, en el Utero, y continla hasta la muerte del
individuo.

En los individuos jovenes el remodelado mantiene la masa esquelética
practicamente invariable. EIl envejecimiento, la menopausia Yy distintas
enfermedades alteran el balance del remodelado hacia un predominio de la

resorcion sobre la formacion, lo que ocasiona una pérdida Osea y como
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consecuencia, osteoporosis. El hueso trabecular es més sensible a las alteraciones
del balance 6seo debido a su mayor superficie.

El remodelamiento 6seo no es mas que el reemplazo periddico de hueso viejo y
dafiado por hueso nuevo, en el mismo sitio, reparando el dafio por fatiga del
material que pudiera producirse por la acumulacion de mineral. Este proceso es
el responsable de la completa regeneracion del esqueleto adulto cada 10 afios.

El recambio 6seo comprende dos etapas: resorcion y formacién 6sea que son
llevadas a cabo por el esfuerzo colaborativo y secuencial de un grupo de células
que se encuentran dentro de una estructura temporaria denominada "unidad de
remodelamiento 6seo" (URO) (Fig.11). Es decir, la resorcion del hueso viejo y su
reemplazo por hueso nuevo es producto de la accion principal de dos tipos
celulares diferentes: osteoclastos y osteoblastos que, a pesar de no encontrarse

separados, son independientes.
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FIGURA 11. Unidad de remodelamiento dseo, donde participan diversos tipos de células seas.
FUENTE. Murphy M.G., ¥

En todo el esqueleto y en un periodo de tiempo dado, millones de estas UROs se
encuentran operando en diferentes estadios del ciclo. Cada URO permanece
inactiva aproximadamente de 6 a 8 meses aunque continla acumulandose
mineral con lo cual el hueso se endurece y pierde elasticidad. Las alteraciones

biomecanicas producidas por este envejecimiento hacen que comiencen a
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producirse "microfracturas” las que, por una sefial no del todo clara, son
detectadas por células inmersas en la matriz mineralizada. Estas células liberan
factores hacia la superficie Osea desencadenando el inicio del ciclo de
remodelamiento en el que se evidencian 5 fases: quiescente, activacion,

resorcion, reversion y formacion.
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FIGURA 12.Fases del remodelado 6seo en la superficie del hueso trabecular. Origen y localizacion
de las células 6seas
FUENTE. Murphy M.G., ¥

La Fase quiescente se refiere al estado de reposo del hueso. En esta fase, cierto
numero de osteoblastos involucrados en la remodelacién pueden ser incorporados
en la matriz 6sea y diferenciarse de osteocitos, otros quedan sobre la superficie
6sea como células de revestimiento y otra parte de ellos mueren por apoptosis.

La activacion produce la atraccion desde la circulacion de precursores
osteoclasticos mononucleares (provenientes de progenitores hematopoyéticos)
cuya diferenciacion celular a preosteoclastos multinucleados es realizada por
citoquinas provenientes de las células en reposo que tapizan la superficie 6sea y
otras celulas del mesénquima. También se ha demostrado la influencia de

factores hormonales, fuerzas mecanicas locales y cambios ocurridos en el hueso
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como consecuencia del envejecimiento o dafios por fatiga. Los preosteoclastos se
pegan a la superficie a resorber mediante receptores de integrinas presentes en
sus membranas que tienen la particularidad de unirse a determinados péptidos
presentes en la matriz extracelular que contienen la secuencia arginina- glicina-
aspéartico. Dicha union delimita un compartimento denominado "laguna de
resorcion” 'y desencadena la polarizacion del osteoclasto que emite
prolongaciones citoplasmaticas Ilamadas "ribete en cepillo™ a través de las cuales
volcaran sus productos iniciando la siguiente fase denominada de resorcién
propiamente dicha.

Durante la fase resortiva una bomba de protones (H+) especifica y otros canales
i6nicos presentes en la membrana del ribete en cepillo del osteoclasto producen
una disminucion considerable del pH en la laguna de resorcion. Esta
acidificacion es acompafiada por la secreciébn de una serie de enzimas
lisosomales tales como fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) y catepsina K,
asi como metaloproteasas de la matriz (MMP) entre las que se encuentran
colagenasas como la MMP-9 (Fig. 13). La disminucion del pH en forma conjunta
con la liberacién de enzimas que presentan actividad méaxima a pH acidos

produce la degradacion del cristal de hidroxiapatita y en forma subsiguiente la
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FIGURA 13. Enzimas implicadas en la actividad del osteoclasto.
FUENTE. Gowen M.,”
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del colageno creando cavidades denominadas "lagunas de Howship" en el hueso
trabecular y tuneles cilindricos en el hueso cortical.

Generalmente se encuentra solo uno o a lo sumo dos osteoclastos en el mismo
sitio resortivo pero, en condiciones de resorcion exagerada, es posible encontrar
hasta cuatro o cinco células resortivas. La resorcidén es un proceso rapido que
dura aproximadamente 10 a 12 dias, finaliza con la apoptosis del osteoclasto y es
seguida por la fase reversa.

Durante la etapa de reversion la laguna de resorcion es reemplazada por
monocitos y osteocitos, que fueron liberados de la matriz mineralizada durante la
resorcién, y por pre-osteoblastos que fueron reclutados para comenzar a formar
nuevo hueso. En esta etapa es donde se producen las sefiales de acoplamiento
mas importantes y aunque, hasta el momento, la naturaleza exacta de dichas
sefiales es desconocida, se sugiere que, durante la resorcion, los osteoclastos
liberarian ciertos factores de crecimiento que habian quedado inmersos en la
matriz Osea mineralizada, los que actuarian como factores quimiotacticos
osteoblasticos estimulando su proliferacion y diferenciacion. Alguno de los
candidatos potenciales sugeridos son factor de crecimiento tumoral beta (TGF);
factor de crecimiento insulinico 1 'y 1l (IGF I y II); proteinas morfogenéticas
(BMPs); factor de crecimiento y diferenciacion plaquetario (PDGF) y factor de
crecimiento fibroblastico (FGF). Entre todos ellos el principal candidato es el
TGF beta, ya que diversos estudios demostraron que prolonga la vida media de
los osteoblastos inhibiendo su apoptosis, a la vez que inhibe la produccion por
dichas células de otros factores que aumentan la resorcion. En el adulto, y
debido al proceso de acoplamiento, los osteoblastos son atraidos al lugar donde
se gener0 previamente la resorcion. Esta etapa es la menos conocida de todo el
ciclo de remodelamiento, no se observa durante el crecimiento, por ello se
denomina de "modelamiento”. A diferencia del remodelamiento, el

modelamiento no se encuentra acoplado en el sentido de que la formacién puede
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producirse donde previamente no existio resorcion, siendo asi el responsable del
crecimiento en largo y ancho de los huesos.

La formacion comprende dos etapas en las que los osteoblastos sintetizan
primeramente la matriz del osteoide y luego regulan su mineralizacion. Los
osteoblastos provienen de progenitores mesenquimaticos que pueden proliferar y
diferenciarse a precursores osteoblasticos, pre-osteoblastos y osteoblastos
maduros. A diferencia del osteoclasto que llega al hueso desde la circulacién, los
precursores osteoblasticos mayoritariamente lo alcanzan por migracion de
progenitores desde los tejidos conectivos circundantes. Cuando el hueso esta
inactivo los osteoblastos se encuentran sobre la superficie dsea y se las denomina
células en reposo. Estas células presentan una forma alargada, plana que se
modifica hacia una forma cubica cuando existe formacion activa. Dentro de la
cavidad de resorcion los osteoblastos primeramente forman una capa sintetizando
proteinas de la matriz, principalmente coladgeno tipo | y otras proteinas no
colagenas (osteocalcina, osteonectina, factores de crecimiento, citoquinas, etc.),
todas ellas importantes para el proceso de mineralizacion. A continuacién se
incorporan factores locales y citoquinas produciendo la maduracion del osteoide.
Sobre las fibras de coldgeno maduro comienza el proceso de calcificacion
correspondiente a la incorporacion de cristales de hidroxiapatita. Todos estos
procesos determinan que, a diferencia de la resorcion, la formacién sea mas lenta
(3 meses).

Los osteoblastos gatillan la mineralizacion liberando pequefias vesiculas pegadas
a su membrana denominadas vesiculas matriciales, que establecen condiciones
Optimas para iniciar la deposicion de mineral. Dichas vesiculas concentran iones
calcio y fosfato y enzimas que degradan a los inhibidores de la mineralizacion
como pirofosfatos y proteoglicanos presentes en la matriz extracelular. A medida
que la mineralizacion continua, los osteoblastos quedan inmersos en la matriz y
cambian su morfologia transformandose en osteocitos. Es decir, que al cumplir

su funcion, sélo aproximadamente el 20% de los osteoblastos muere por
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apoptosis, el resto queda inmerso dentro de la matriz mineralizada que ellos
mismos produjeron transformandose en osteocitos. Estas células no proliferativas
corresponden al ultimo estadio de diferenciacion de las células del linaje
osteoblastico, son relativamente inertes metabolicamente y como se ubican
dentro de lagunas osteociticas rodeadas de un tejido mineralizado duro pierden su
capacidad migratoria.

Los osteocitos han tomado un interés creciente en los Ultimos afios ya que se ha
descubierto que participan activamente en la regulaciébn homeostatica del
remodelamiento Gseo. Estas células se caracterizan por tener una morfologia
estrellada que recuerda la trama dendritica del sistema nervioso. Son las células
méas abundantes del hueso (10 osteocitos cada 1 osteoblasto) y se comunican
entre si 0 con células de la superficie 6sea mediante maltiples extensiones de sus
membranas citoplasmaticas. Su localizacion las transforma en excelentes células
mecano sensoras capaces de detectar sefiales de "estrés mecénico", las que
traducen en sefiales quimicas (citoquinas), son enviadas a la superficie iniciando
asi el proceso del remodelado 6seo. El osteocito se polariza en el sentido de que
sus prolongaciones son mas numerosas hacia la superficie del hueso para
conectarse con células en reposo y/o con osteoblastos. Los osteocitos también
participan en la finalizacion del proceso de formacién ya que secretan una
citoquina denominada esclerostina que tiene la particularidad de suprimir la

funcion osteoblastica.

b.4 Regulacion del remodelamiento 6seo

El remodelado 6seo es el proceso encargado de asegurar la renovacion del hueso
manteniendo el equilibrio entre los fendmenos de resorcion-formacion ésea y
conservando asi la integridad estructural del hueso y la homeostasis mineral del
organismo. Se sabe que alteraciones en este equilibrio pueden derivar en

enfermedades Gseas como osteoporosis (ver mas adelante) u osteopenia, por
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tanto, es necesaria la existencia de un sistema de regulacion que se encargue de
mantener el balance entre ambos procesos. Asi pues, podemos encontrar dos
tipos de regulacion del remodelado éseo: uno a nivel sistémico, encargado de
controlar las funciones metabdlicas del hueso, y otro a nivel local, encargado del

control de las funciones estructurales del hueso.

b.4.1. Regulacion sistémica del remodelado 6seo

Las funciones metabdlicas del esqueleto estdn controladas por una serie de
hormonas entre las que destacan las hormonas calciotropas como la
paratohormona (PTH), la 1,25dihidroxivitamina D3 o calcitriol y la calcitonina,
las hormonas sexuales, las hormonas tiroideas, hormonas de crecimiento y los

glucocorticoides.

PTH. Es el regulador mas importante en la homeostasis del calcio. Esta hormona
es secretada por la glandula tiroidea cuando se produce un descenso en los
niveles de calcio en el organismo con el fin de actuar sobre los depésitos de
calcio que existen en el hueso y disminuir la pérdida de calcio renal e intestinal.
En el rifion la PTH induce la reabsorcion de calcio, la eliminacién de fosforo y
estimula la sintesis de calcitriol o 1,25 dihidroxivitamina D3 (forma activa de la
vitamina D) el cual, al mismo tiempo, inducira la absorcion de calcio intestinal a
través de unas bombas de calcio dependientes de vitamina D3 (o calcitriol o
vitamina D3). En el caso del hueso, la PTH activa la resorcion 6sea por los
osteoclastos de forma indirecta estimulando a los osteoblastos quienes, en
presencia de la hormona, expresan RANKL vy otras citoquinas disparando la
diferenciacion osteoclastica y, por tanto, la resorcién 6sea'® Se sabe que una
administracion de PTH de forma continuada induce la resorcién 6sea de acuerdo
con lo que se acaba de describir. Sin embargo, la administracién de forma

intermitente de PTH induce la formacién de hueso, por lo que en la actualidad se
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considera a la PTH un posible agente anabdlico ™ Este doble comportamiento de

la PTH refleja la complejidad del mecanismo de accion de la hormona.

1,25 dihidroxivitamina D3 o calcitriol. Se trata de la forma activa de la
vitamina D. La mayor fuente de sintesis de calcitriol en el organismo es el rifidn.
Regula la reabsorcion del calcio a nivel renal e intestinal y, en el hueso, estimula
la resorcion dsea ya que promueve la diferenciacion de los osteoblastos y la
maduracion de los osteoclastos. Todas estas funciones las realiza en colaboracion
con la PTH. También estimula la expresion de IL-6 e IL-11 por las células
estromales y osteoblésticas *°

Calcitonina. De forma contraria a la PTH y al calcitriol, que se sintetizan ante un
descenso de calcio en el organismo, la calcitonina es una hormona que sera
secretada por la glandula tiroidea ante unos niveles elevados de calcio en el
organismo. La calcitonina actia de forma directa sobre los receptores de los
osteoclastos inhibiendo la resorcion 6sea inducida por la PTH. Asimismo, esta
hormona actda inhibiendo la reabsorcion de calcio en el rifion. De este modo la

calcitonina consigue ejercer un efecto hipocalcemiante.

Estrogenos. Los estrogenos desempefian un papel fundamental en el
metabolismo 6seo. Este hecho queda de manifiesto en la pérdida de masa dsea
que ocurre en los primeros afios de postmenopausia tras el cese de la actividad
estrogenica que ocasiona un aumento del remodelado debido a la elevacion de
distintas citoquinas prorresortivas como IL 1, M-CSF y TNF a.

Sus efectos sobre las células 6seas estan mediados por dos clases de receptores
estrogenicos expresados en el citoplasma y nucleo: el alfa, presente en los
osteoblastos y osteoclastos, y el beta, expresado solo por osteoblastos.

Los estrogenos ejercen ademas sus efectos positivos a través de un efecto

paracrino. El papel de los estrégenos in vitro es la inhibicion del desarrollo de los
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osteoclastos favoreciendo su apoptosis por estimulo de la produccion de TGF B
por los osteoblastos ademéas de inhibir la produccion de IL-6, el principal
estimulo para la resorcion. Previenen la apoptosis osteoblastica. La deficiencia
estrogenica incrementa la apoptosis de los osteocitos, 1o que se ha propuesto que
altera la funciébn mecano sensora del sistema canalicular de reparacion de

microdafios contribuyendo a la fragilidad Osea.
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b.4.2 Regulacién local del remodelado 6seo

En la regulacion local del remodelado 6seo intervienen un elevado numero de
factores que se encargan de controlar las funciones del mismo. La mayoria de
ellos son citoquinas y factores de crecimiento que actuan sobre las células del
hueso estimulando sus funciones.

Entre los factores estimuladores de los osteoclastos cabe destacar una gran
variedad de citoquinas como la IL-1, que es un factor activador de los
osteoclastos maduros; la IL-3, que estimula la diferenciacion de los precursores
osteoclasticos; IL-4, 13 y 10 que inhiben la maduracién osteoclastica; IL-6
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estimula precursores hematopoyéticos; IL-11 estimula la produccion de RANKL
por los osteoblastos; IL-12 e IL-18 inhiben la formacién de osteoclastos.

Ademas de estas citoquinas, otros dos factores a destacar son el factor de
necrosis tumoral (TNFa), que estd implicado en la diferenciacion de los
precursores monociticos en pre osteoclastos, y el factor estimulador de colonias
de macréfagos (M-CSF), que atrae a las células hacia la estirpe monocitica para
que puedan proliferar y expresar RANK, que sera el ultimo factor clave para la
diferenciacion del osteoclasto. A parte de todos estos factores inductores de la
osteoclastogénesis, hay otros factores que inhiben la formacion de los
osteoclastos como es el caso de INFy.”* Entre los factores estimuladores de los
osteoblastos hay que destacar a las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs) y
al TGF-p.

Las BMPs, como ya se ha visto, regulan la diferenciacién osteoblastica ya que
inducen la expresion de factores de transcripcion involucrados en la
diferenciacion del osteoblasto como, por ejemplo, Runx2, Osterix y proteinas
Whnt. En cuanto al TGF-p, se trata de un factor implicado en la inhibicion de la
apoptosis osteoblastica y, ademas, estimula la apoptosis de los osteoclastos por lo

que favorece la formacion ésea.
b.4.3 Sistema RANK-RANKL-OPG

A pesar de todos estos factores involucrados en la regulacion del remodelado
6seo (citoquinas y factores de crecimiento), recientemente se ha descubierto un
sistema de citoquinas propio del hueso que es vital para la homeostasis
esquelética; estas citoquinas son RANKL (receptor activator of nuclear factor
KB ligand), RANK (receptor activator of nuclear factor KB), y la
osteoprotegrina (OPG) ™ RANKL es una proteina de membrana que se expresa
en osteoblastos y células del estroma en respuesta a inductores de resorcion 6sea

como los glucocorticoides, IL-1, TNF, PTH, etc. La expresion de RANKL por
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los osteoblastos coordina el remodelado 6seo ya que inhibe la apoptosis de los
osteoclastos y estimula su diferenciacion y activacion induciendo asi la resorcion
Osea. Se trata, por tanto, de un promotor de la diferenciacion y activacion del
osteoclasto.

La union de RANKL con RANK, junto con M-CSF, es una sefial necesaria y

suficiente para generar osteoclastos'®

(Fig.15). En el caso de los pre-
osteoclastos, la union RANK-RANKL induce su diferenciacion a osteoclastos
maduros, mientras que en los osteoclastos maduros induce la activacion y la
prolongacion de su supervivencia.

En el hueso, la osteoprotegerina (OPG) es una proteina soluble perteneciente a la
familia de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). Es producida por
los osteoblastos y células del estroma, (Fig. 16) en respuesta a factores
antirresortivos (TGFf, BMP), aunque actualmente se cree que la mayor fuente de
sintesis de OPG en la medula dsea son las células B. Esta proteina no permanece
unida a la membrana del osteoblasto sino que es secretada. Funciona como un

receptor sefiuelo para RANKL, compitiendo con RANK en la unién a RANKL.
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FIGURA 15. Acciones de OPG y RANKL sobre osteoclastos y células osteoblasticas
FUENTE. Seibel M.J.,**

44



Por tanto, la OPG es un potente inhibidor de la formacion de osteoclastos. El
balance entre RANKL y OPG representa el principal determinante del nimero y

de la actividad osteoclastica.

Precursor osteoclasto Osteoclasto

Diferenciacion

1,25(0H),D,
PTH
Osteoblasto/células del estroma SENALES

FIGURA 16. Sistema RANK-RANKL-OPG: el osteoblasto expresa RANKL en respuesta a
inductores de resorcion dsea (IL-11, PTH). RANKL se une a RANK (expresado por el osteoclasto)
y, en presencia de M-CSF, inducira la diferenciacion del osteoclasto iniciando la resorcién 6sea. La
OPG, sintetizada por el osteoblasto, se unira a RANKL para impedir su unién a RANK e inhibir la

resorcion ésea.
FUENTE.. Seibel M.J.,**®

b.4.4. Regulacion del sistema OPG/RANKL

Existen numerosos factores de crecimiento, hormonas, citoquinas y farmacos que
act(ian modulando la expresion de RANKL y/o OPG en las células 6seas'® La
expresion de RANK sin embargo, se ve minimamente afectada por estos factores
y se cree que realmente es controlada por los niveles de RANKL y OPG.

Muchas de estas moléculas modulan el sistema RANKL-OPG activando la
expresion de RANKL y disminuyendo, en casi todos los casos, la expresion de
OPG. Asi, la mayoria de las hormonas calciotropas y citoquinas resortivas
(calcitriol, PTH, IL-1, IL-6, TNFa) activan la expresion de RANKL en los
osteoblastos y disminuyen la expresion de OPG, favoreciendo por tanto la

osteoclastogénesis y la resorcion Osea. Sin embargo, esta situacion puede ser
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revertida por la OPG cuya expresion se vera favorecida por la accién de
citoquinas antirresortivas (INFy, IL-4, etc.) y actuard inhibiendo Ia
osteoclastogénesis inducida por RANKL. Por tanto el ratio OPG/RANKL sera un
factor determinante en el metabolismo 6seo

En resumen, el RANKL (factor de diferenciacion osteoclastica) y la OPG (factor
inhibidor de la osteoclastogenesis), ambos expresados en los osteoblastos, acttan
sobre la osteoclastogénesis que precede a la fase se resorcion ésea: mientras el
primero es un fuerte estimulo del proceso el segundo es su principal inhibidor. La
OPG actia como “receptor sefiuelo” del primero, evitando su union al RANK.
Cuando hay un incremento absoluto o relativo de la resorciéon frente a la
formacion se produce un desequilibrio en el remodelado 6seo y por ende una
pérdida de masa Osea. Ello puede ser debido a un aumento de la resorcién a
consecuencia de que los osteoclastos excavan cavidades muy profundas que los
osteoblastos son incapaces de restaurar (recambio 6seo alto), o bien por un déficit
en la formacion, al producir los osteoclastos cavidades normales o incluso de
menor profundidad pero que los osteoblastos no pueden rellenar (recambio 6seo
bajo); lo cual sucede en diferentes patologias Gseas, donde el sistema
OPG/RANKL juega un rol importante, especialmente en la osteoporosis

postmenopausica, la cual se debe principalmente a la deficiencia de estrogenos.

b.5 Pérdida 6sea y deficiencia estrogénica

En el caso de las mujeres, la pérdida dsea experimenta una fuerte caida, respecto
a los hombres, tras la menopausia debido a la disminucion en los niveles de
estrégenos, afectando principalmente al hueso trabecular y desencadenando asi la
aparicion de la osteoporosis posmenopausica y un aumento en el riesgo de
fractura.

La disminucion de la DMO que se produce con la deficiencia estrogénica en la

menopausia (natural o quirdrgica) y el efecto protector de los estrégenos sobre la
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pérdida de masa 6sea y la incidencia de fracturas, demuestran claramente la
relacion que existe entre la deficiencia estrogénica y la pérdida 6sea® Sin
embargo, el mecanismo preciso de accion de los estrégenos sobre el hueso no se
conoce todavia.

El descubrimiento de receptores de estrogenos en las células del hueso
(osteoblastos y osteoclastos) sugiridé una posible via de actuacion directa de los
estrogenos sobre el hueso**. La deficiencia estrogénica provoca un desequilibrio
en el remodelado dseo con un predominio de la resorcion 6sea. En la ultima
década se ha propuesto que los efectos directos que ejerce la deficiencia de
estrogenos sobre el hueso se deben a cambios en la sintesis de determinadas

citoquinas y factores reguladores por las propias células del hueso.

b.5.1 Alteracion en los niveles de citoquinas (IL-1, IL-6 y TNFa).

La principal consecuencia de un aumento en los niveles de citoquinas en el
microambiente del hueso, debido a la deficiencia estrogénica, es un incremento
en el nimero de osteoclastos y una mayor tasa de osteoclastogénesis, una mayor
actividad de los osteoclastos maduros y un aumento del tiempo de vida media de
estas células.

Entre todas las citoquinas reguladas por estrogenos hay que destacar a IL-1, IL-6
y TNFa. Estas tres citoquinas inducen resorcion ésea y diversos estudios han
demostrado que su expresion disminuye con la administracién de estrégenos™™
La IL-1 y el TNFa son dos citoquinas con un elevado poder resortivo a nivel
local y, ademés, actiian como inhibidores de la formacién 6sea’*

En cuanto a la IL-6, se trata de un potente factor osteoclastogénico sintetizado
por las células estromales y osteoblasticas en la deficiencia estrogenica. Actua a
través de sus receptores (IL-6R) estimulando la osteoclastogénesis de las células

precursoras tanto en humanos como en ratones. Por lo tanto son tres factores
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clave implicados en la osteoclastogenesis y en la resorcion dsea asociadas a la
deficiencia estrogénica.

Ademas de las citoquinas que acabamos de ver, la OPG es otra citoquina cuya
expresion también se ve regulada por los niveles de estrogenos. Como ya se ha
visto, la OPG es un fuerte inhibidor de la osteoclastogénesis ya que al actuar
como receptor sefiuelo de RANKL impide su union a RANK inhibiendo asi la
diferenciacion de los osteoclastos y la resorcion dsea. Existen estudios que han
demostrado que los estrogenos inducen un aumento en la expresion de OPG en
cultivos de osteoblastos humanos y como este efecto desaparece con la
administracion de antagonistas estrogénicos. Por lo tanto; los estrégenos
desarrollan un papel muy importante en la homeostasis 6sea y que su deficiencia

esta asociada a la aparicién de la osteoporosis posmenopausica.

Desde hace tiempo se sabe que algunos estados de inflamacidn se acomparian de
pérdida dsea. Sin embargo, ha sido en los ultimos afios cuando se ha descubierto
que algunos miembros del sistema inmune, como la célula T, estdn implicados en
este proceso de pérdida 6sea, sintetizando citoquinas resortivas como RANKL*®
0 TNFa, entre otras. No obstante, las células T también secretan citoquinas que
inhiben este proceso tales como IFN-y, IL-12, IL-18 y TGF-B. Aunque la mayor
parte de los estudios se han realizado en ratones y no en humanos, todos estos
hechos muestran una clara relacion entre el sistema inmune y el metabolismo
6seo, por lo que recientemente se ha acufiado el término “osteoinmunologia”
para reflejar este nexo de unién entre ambos sistemas™*?

Se sabe que los estrogenos también regulan al sistema inmune y a las células T.
Sin embargo, hace relativamente pocos afios que los investigadores han
encontrado una relacion entre el sistema inmune y la pérdida ésea por deficiencia
estrogénica. La deficiencia de estrogenos induce un aumento en los niveles de

IFN-y sintetizado por la célula T que provoca al mismo tiempo una mayor
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presentacion antigénica y un incremento en la activacion de las células T. Estas
celulas T activadas secretan RANKL, que activa directamente al osteoclasto, y
TNFa, que induce la expresion de RANKL por las células estromales y
osteoblastos, por lo que esta situacion desembocara finalmente en un aumento en

la osteoclastogénesis y en la pérdida 6sea **.

Los factores antes mencionados dan lugar a una enfermedad esquelética
denominada OSTEOPOROSIS caracterizada por wuna resistencia 0sea
disminuida que predispone a una persona a un riesgo aumentado de fractura'* La
resistencia 6sea refleja fundamentalmente la integracion de densidad y calidad
Oseas. La densidad Osea viene expresada como gramos de mineral por area o
volumen, y en un individuo concreto viene determinada por el pico de masa 6sea
y por la cantidad de pérdida Gsea. La calidad Osea se refiere a la arquitectura,
recambio, cumulo de lesiones (microfracturas) y mineralizacion. Cuando a un
hueso que tiene afectada su resistencia se le aplica una fuerza inductora, aparece
la fractura; por tanto, la osteoporosis es un factor determinante en el riesgo de

fractura.

La osteoporosis es la enfermedad metabdlica 6sea mas frecuente. Afecta tanto a
hombres como a mujeres, aungue el riesgo es mas elevado en mujeres.

Segln criterios de la OMS, su prevalencia se estima en un 30% en mujeres
caucasicas y en un 8% en varones caucasicos mayores de 50 afios, y asciende
hasta un 50% en mujeres de mas de 70 afios™. Por tanto, segin estos hechos, es
I6gico encontrar un mayor indice de fracturas osteoporéticas en mujeres que en
varones. La OMS también establecio los criterios diagnosticos de osteoporosis,
validos para mujeres de raza blanca, en funcion de los valores de masa Gsea
obtenidos en la densitometria (DMQO). Asi se establece como valores de DMO
superiores a -1 (DE) con relacion a la medida de adultos jovenes (T score > -1);

osteopenia valores de DMO entre -1 y -2.5 DE (T score comprendido entre -1 y
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2.5); osteoporosis valores de DMO inferiores a -2.5 DE (T score inferior a -2.5) y
osteoporosis establecida cuando alguna de las situaciones descritas asocia una o

mas fracturas osteoporoticas (Fig. 17)

Criterios diagnosticos de osteoporosis de la OMS.

t A
D OSTEOPENIA

OSTEOPOROSIS

MASA OSEA NORMAL

OSTEOPOROSIS ESTABLECIDA:
Tscore< 2.5 + FRACTURAS

FIGURA 17. Criterios diagndsticos de osteoporosis de la OMS
FUENTE. OMS.*

b.5.2 Etiopatogenia, factores de riesgo y clasificacion de la osteoporosis

La etiopatogenia de la osteoporosis es desconocida, si bien diversos estudios
epidemioldgicos han identificado una serie de factores de riesgo para esta
patologia (Tabla 4), pues segun la causa productora de la osteoporosis, podemos
diferenciar dos tipos de osteoporosis®

1. Osteoporosis primaria o involutiva.

2. Osteoporosis secundaria.

Modificables No modificables

Actividad fisica escasa:
sedentarismo

Edad

Escasa ingestion de calcio

Sexo (mujer)

Dieta hiperproteica Genética
Tabaco Menopausia
Abuso de alcohol Hipogonadismo

Abuso de café

Enfermedades Endocrinas

Corticoides

Enfermedades Reumatologicas

Inmunos upresores

Enfermedades Nutricionales

Anticoagulantes

Enfermedades Digestivas

IMC: indice de masa corporal.

Neoplasias

TABLA 4. Factores de riesgo para la osteoporosis
FUENTE. Notelovitz M.%
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1. Osteoporosis primaria o involutiva

Es el grupo de osteoporosis mas frecuente. Existen tres tipos de osteoporosis
involutiva:

- Osteoporosis idiopatica juvenil y osteoporosis del adulto joven:

Afecta a nifios o adultos jovenes de ambos sexos con funcion gonadal normal. La
osteoporosis idiopatica juvenil es un trastorno raro, que se inicia generalmente
entre los 8 y los 14 afios con la aparicion brusca de dolor 6seo y de fracturas con
traumatismos minimos. El trastorno remite espontaneamente en un periodo corto
de tiempo. La osteoporosis idiopatica del adulto joven se observa en varones
jovenes y mujeres premenopausicas en las que no se observa ningun factor
etiologico. La evolucion en este caso es variable aunque no suele producir un

fuerte deterioro en el paciente.

- Osteoporosis posmenopausica o tipo I: se produce en la mujer como
consecuencia de la deficiencia estrogénica y conlleva una pérdida 6sea acelerada
que afecta principalmente al hueso trabecular. Existe un aumento en el riesgo de
fractura, sobre todo a nivel de vértebras y extremidad distal del brazo® Sobre la
cual nos enfocaremos en el siguiente trabajo de investigacion.

- Osteoporosis senil o tipo I1: se produce en ambos sexos como consecuencia de
la pérdida de masa 6sea que se produce por el proceso de envejecimiento. Es un
proceso de pérdida dsea mas lento y afecta tanto a hueso trabecular como
cortical. Las fracturas mas frecuentes se producen a nivel de la cadera™.

2. Osteoporosis secundarias: Este tipo de osteoporosis viene derivada por algun
otro tipo de alteracion como puede ser enfermedades (hiperparatiroidismo,
hipertiroidismo, anorexia nerviosa, hipogonadismo masculino, malabsorcién,

etc.) o tratamientos (glucocorticoides).
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b.5.3. Osteoporosis postmenopdausica

La reduccion en la produccion de hormonas sexuales en la mujer a partir de los
50 afios se asocia a una desmineralizacion mas intensa de los huesos, tal como se
detallé anteriormente en la pérdida 6sea por deficiencia estrogénica, esto da lugar
a una resistencia 6sea disminuida, aumentando el riesgo de fractura. Esta pérdida
acelerada o por brotes que ocurren en una tercera parte de todas las mujeres a
partir de la menopausia, debe diferenciarse de las pérdidas lentas. Existen
factores ginecoldgicos que ayudan a identificar las mujeres con osteopenia. Estan
especialmente en peligro las que han sufrido una menopausia prematura
quirdrgica y no han recibido tratamiento hormonal sustitutivo.

Se ha sugerido sobre las bases de datos bioquimicos, que la pérdida désea de
algunas mujeres es mas rapida que en otras durante la menopausia (son las que
Ilaman perdedoras lentas y perdedoras rapidas). Este concepto si se demostrara
que es valido, tendria importantes implicaciones para la identificacion de mujeres
de alto riesgo para la osteoporosis.

En los 3 primeros afios de la menopausia, la pérdida anual en columna es de un
4%, en los siguientes 2 afios de un 2%, en el antebrazo es de un 2% y 1,3%
respectivamente en los mismos periodos de tiempo.

Estas regiones dseas contienen proporciones variables de hueso cortical y
trabecular, con la excepcion de la mitad del radio que es casi todo hueso cortical.
Aunque el impacto de la menopausia es universal en todo el esqueleto el uso de
la tomografia computarizada de las vértebras ha mostrado que la mayor
disminucion en el hueso ocurre en la parte central de las vértebras que es
predominantemente hueso trabecular.

El célculo de los indices de pérdida 0sea después de la menopausia muestra que
estos pueden ser considerables. En la region trabecular central de la vértebra los
indices de pérdida anual son del 10% durante los dos primeros afios. En

contraste, el indice de pérdida 0sea cortical en el radio oscila del 2 - 3% por afio.
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Estas diferencias en los indices de hueso cortical y trabecular pueden reflejar
simplemente que el hueso trabecular tiene un area de superficie disponible mayor
que la resorcion.

Este aumento repentino en la resorcion neta de hueso durante los primeros 4 afios
después de la menopausia, refleja un incremento en la activacion de muchas mas
areas de resorcion y puede ser medido bioquimicamente en plasma.

Durante los siguientes 4 afios hay un incremento en los marcadores bioquimicos
de la resorcion Osea y presumiblemente esto refleja un aumento en el nimero de
areas de remodelacion oOsea. Un desarrollo adicional puede ser que los
osteoclastos produzcan cavidades mas profundas de lo habitual y éstas son
incompletamente rellenadas por los osteoblastos. Probablemente ocurren ambos
procesos. Asi el 50% de la disminucion de la densidad mineral Osea de la
columna ocurre en los primeros 8 afios después de la menopausia.

Aunque la deficiencia estrogénica es una causa importante de la pérdida de hueso
trabecular, deberia hacerse notar, sin embargo, que la pérdida désea trabecular
relacionada con el cuello femoral ocurre independientemente de la actividad

estrogénica en el periodo pre y posmenopausico tardio.

b.6 El laboratorio como método auxiliar diagndéstico de osteoporosis

En circunstancias fisioldgicas, la resorcion y formacion Gsea son procesos
complementarios; sin embargo, cuando uno de los dos procesos predomina, el
resultado es una pérdida de la masa 6sea. La densitometria dsea es incapaz de
identificar cambios en la masa 6sea a corto plazo cuando se utiliza terapia
antirresortiva. Por lo tanto, se ha buscado un método de valoracion del
remodelado 0seo que sea rapido, preciso y de bajo costo. Es importante recalcar
que tanto la historia clinica como la exploracion fisica del paciente orientaran al
médico a solicitar estudios de laboratorio, partiendo desde lo general hasta lo

especifico para efectuar el diagnéstico diferencial entre diversas enfermedades
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sistémicas. Por lo tanto, las mediciones bioquimicas del remodelado 6seo pueden
ser de utilidad cuando se evaluan pacientes con alto riesgo de desarrollar
osteoporosis. Actualmente, estos marcadores son también el mejor medio
disponible para determinar el éxito de la terapia antirresortiva. Cambios
tempranos en estos marcadores se asocian con cambios en la masa 6sea. Tales
marcadores pueden ser divididos en dos grupos: resorcion y formacion.

Las primeras técnicas para medir los marcadores urinarios de remodelacion Gsea
resultaron imprecisas e inexactas, por lo que se desarrollaron ensayos en suero
para determinar su utilidad en la practica clinica. Basicamente, estos marcadores
son o una enzima relacionada directamente con la actividad de osteoblastos u
osteoclastos, o un constituyente de la matriz 6sea liberado a la circulacion.
Dentro de estos parametros bioquimicos se incluyen: marcadores de metabolismo
mineral y los de remodelado 6seo como tal, donde a su vez se incluyen aquellos

que evallan la resorcion y los que miden la formacion (Tabla 5)

Estos Marcadores Bioquimicos de Remodelado Oseo son productos secretados
por la actividad de las células 6seas que se liberan al torrente sanguineo y pueden
ser determinados en sangre y/o orina. Los que provienen de la actividad de los
osteoblastos se denominan "marcadores de formacion” y todos ellos se evaltan
en sangre. Los provenientes de la actividad de los osteoclastos se denominan
"marcadores de resorcion™ y aungue en un principio se determinaban en orina,
actualmente es posible evaluarlos en suero; o bien productos que se originan
durante la formacién o la degradacion del colageno tipo 1, la principal proteina
que forma la matriz organica del hueso. Estos marcadores son de gran utilidad ya
que mediante su determinacion se puede evaluar la tasa de resorcion y formacion
Osea Yy, por tanto, reflejan el proceso de remodelado 6seo en su conjunto. En
Tabla 6 se enumeran los marcadores bioquimicos del remodelamiento dseo

actualmente disponibles en forma comercial.
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MARCADORES BIOQUIMICOS OSEOS

Formacidn dsea Resorcidn dsea

Fosfatasa alcalina total Fosfatasa dcida tartrato-resistents TRAP 5b

Fosfatasa alcalina dsea Telopeptido del colageno tipa | carboxilo terminal
de la regidn o, (ICTF)

Osteocalcina Telopéptido del colageno tipa | carboxilo terminal
(CTX o Crossiaps)

Propéptida N-terminal del colageno Telopéptido del colageno tipo | amino terminal

tipo | (PINF) (NTX)

Propéptido C-terminal del colageno tipo | (PICP) Deoxipiridinalina
Piridinalina

TABLA 5. Marcadores bioquimicos 6seos mas utilizados
FUENTE. Seibel M.J.,*%°

b.6.1 Marcadores de formacion dsea. Son proteinas liberadas del tejido 6seo o
sus fragmentos, o enzimas relacionadas con las células 6seas durante el proceso
de remodelado Oseo, estas proteinas pueden ser producto de la formacion de
colagena o productos de la degradacion de la misma, o bien proteinas no
colagenas como son osteocalcina o sialoproteinas dseas.
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FIGURA 18. Diagrama que muestra la erosion producida por los osteoclastos a la matriz 6sea
donde los osteoblastos inician el proceso de reparacion. En este sitio los osteoblastos se activan
sintetizando nueva colagena tipo-1 tomando para ello moléculas de pro-coldgena de la
circulacion; al seccionar los extremos terminales de la molécula de pro-colagena se liberan a la
circulacion los fragmentos N-PCP y C-PCP. La osteocalcina se sintetiza en el osteoblasto, la
mayor parte es depositada en la matriz dsea, pero parte de ella es liberada a la circulacion. La
fosfatasa alcalina es una enzima de membrana celular del osteoblasto que se produce cuando el
osteoblasto se encuentra activo.

FUENTE. Taguchi. **
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o Fosfatasa Alcalina Osea (FAO - BAP). Es una glicoproteina tetramérica
que pertenece a una gran familia de proteinas unidas a las membranas celulares
plasméaticas mediante un grupo glicano-fosfatidil-inositol carboxilo terminal.
Tiene una vida media de 1-2 dias, lo que contribuye a que su variacion diurna sea
minima. Existen varias isoenzimas de fosfatasa alcalina: placentaria, intestinal,
de células germinales y hepatica/hueso/rifidn. La isoenzima de fosfatasa alcalina
encontrada en el higado y huesos es el principal componente de esta enzima en el
suero y es por ello que la medicion de la actividad de fosfatasa alcalina total en el
suero es un pobre indicador de la formacién 6sea. En condiciones normales los
niveles sanguineos de FAO corresponden a solo el 40% de la FAL total, el resto
es fundamentalmente hepéatico aunque en ciertos casos pueden encontrarse
fracciones significativas de naturaleza intestinal o placentaria. En nifios y
adolescentes la isoenzima predominante es la FAO que puede alcanzar un nivel
entre 70% y 90% de la FAL.

En pacientes con osteoporosis pueden producirse ligeros decrementos en la
actividad de fosfatasa alcalina, alcanzando 2 veces el limite inferior normal del
rango de referencia.

Se ha mejorado la especificidad de la medicion de la fosfatasa alcalina mediante
el empleo de pruebas especificas para la fraccion 6sea de la fosfatasa alcalina (B-
ALP). Esta enzima juega un papel muy importante en la mineralizacion y en la
formacion osteoide. Su fraccion dsea es producida por el osteoblasto y puede ser
medida mediante desnaturalizacion con calor, electroforesis, precipitacion de
lectina, inhibicion selectiva y mas recientemente por inmunoensayos. Por ello, la
medicion de su actividad en suero es una medida indirecta del proceso de
formacion, mas sensible y especifica que la de FAL. La determinacion sérica de
FAO presenta poca variabilidad entre sujetos, baja variabilidad metodolégica y
bioldgica. En osteoporosis con bajo remodelado no es muy sensible aunque su
mayor utilidad radica en detectar el incremento del remodelamiento 6seo durante

la postmenopausia. En la actualidad, la sensibilidad y especificidad clinica de
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FAO se ha incrementado por la disponibilidad comercial de inmunoensayos con

anticuerpos monoclonales especificos.

o Osteocalcina (OC), es el constituyente proteico no coldgeno mas
importante de la matriz 6sea con un porcentaje que ronda el 15%. Corresponde a
un pequefio peptido de 49 aminoacidos sintetizado por los osteoblastos en los
ualtimos estadios de la formacion ésea como una molécula precursora llamada
pro-osteocalcina y bajo el control de la vitamina D. Este pro péptido contiene tres
residuos de acido glutamico (glu) en las posiciones 17, 21 y 24 que se carboxilan
postraslacionalmente a acido carboxiglutamico (gla) en una reaccion dependiente
de vitamina K. La fraccion propeptidica se elimina de la molécula al mismo
tiempo que la proteina carboxilada se vuelca al espacio extracelular donde se une

a la hidroxiapatita via Ca™™ a través de los residuos de gla. (Fig. 19)

Parte de la OC pasa a la circulacion donde es rapidamente degradada en el rifién
a un péptido menor. Los tiempos de vida media de este y otros fragmentos son
mayores a los de la OC intacta y se acumulan en la insuficiencia renal cronica
(IRC). Cuando el hueso se degrada, la OC carboxilada que se encontraba unida a
la hidroxiapatita, pasa también a la circulacion y sufre la misma metabolizacion
que aquella fraccién carboxilada que no fuera utilizada en el proceso de
formacion osea. Por ello, actualmente la medicion de OC carboxilada intacta se

considera un marcador de remodelamiento mas que de formacion.

En circulacion no solo se encuentra la OC carboxilada intacta, sino también los
distintos fragmentos de su metabolizacion, que no pueden discriminarse Si
provienen del proceso realizado en sangre, tejido 6seo o ambos. Esto hace que

los distintos métodos de medicion de OC den resultados dispares.
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FIGURA 19. Metabolismo de la osteocalcina.
FUENTE. Taguchi G.L.,**

Los niveles de OC no carboxilada se encuentran suprimidos en individuos con
bajo tratamiento con glucocorticoides lo que podria reflejar, en parte, la accion
de estos compuestos sobre la expresion del gen de OC. Asimismo, recientemente
se la ha sefialado como una "hormona” del osteoblasto que regularia el
metabolismo lipidico y energético. La secrecion de osteocalcina es circadiana
con niveles pico a las 4:00 A.M. y a las 5: P.M. Esta actividad ciclica refleja un

aumento del turnover en la noche.

. Propéptidos de colageno (CICP), derivan del colageno tipo I, principal
proteina extracelular de la matriz 6sea. Aunque el colageno tipo I no es exclusivo
del hueso, el que se encuentra en tejido 6seo tiene ciertas caracteristicas propias.
Es un heterodimero constituido por dos cadenas ay (I) y una cadena ay (I) que
presenta una larga cadena media helical y dos regiones cortas no helicoidales
propeptidicas a cada extremo de la cadena. Los osteoblastos sintetizan el
colageno tipo | en una fase temprana de su diferenciacion en forma de una
cadena prepro-alfa. EI gen COL1AL1 que se encuentra en el cromosoma 17 vy el

gen COL1A 2 presente en el cromosoma 7 codifican para ambas cadenas. El
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preprocolageno en el reticulo endoplasmatico rugoso pierde la fraccion N-
terminal y se transforma en procolageno el cual sera modificado post-
traslacionalmente por varias enzimas especificas del tejido Oseo. Estas
modificaciones incluyen la hidroxilacion de residuos de lisina y prolina;
glicosilacion de la hidroxilisina a galactosil-lisina o gluco-galactosil- hidroxilisin
y por ultimo, la fosforilacion de residuos de serina. Mientras la glicosilacién
ocurre en la fraccion C-terminal, la fosforilacion ocurre en el extremo N-terminal
de los propéptidos. Las tres cadenas alfa se ensamblan mediante puentes
disulfuro dando el propéptido de colageno tipo | que se caracteriza por tener
largas extensiones terminales propeptidicas amino (N-) y carboxilo (C-) terminal.
Mientras el propéptido C-terminal (PICP) es globular, el propéptido N-terminal
(PINP) es parte globular y parte helical. El procolageno tipo | es secretado, via el
complejo de Golgi, al espacio extracelular donde es degradado por
endopeptidasas. EI PICP o CICP es separado en primer lugar por la Proteina
Morfogénica 1 (BMP1), mientras el PINP es liberado luego por otras enzimas. El
colageno tipo | se incorpora a la matriz 6sea y los propéptidos pasan a la
circulacion donde pueden evaluarse como marcadores de formacion por

inmunoensayos especificos (Fig.20).

Molécula de colageno 1

SETIERY

s

PINP
PICP

FIGURA 20. Fracciones propeptidicas del colageno tipo I.
FUENTE. Taguchi G.L.,**!

El colageno tipo | no es especifico del hueso pero, entre aquellos que lo

contienen, este tejido es el que presenta mayor remodelamiento por ello sus
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propéptidos, en concordancia con estudios histomorfométricos, reflejan la
actividad total de formacion oOsea. Distintos estudios avalan este concepto y
demuestran que la fraccion N-terminal es la de mayor utilidad clinica.
Existen varios ensayos para la medicion de PINP, uno de ellos es un ELISA
(PINP) que utiliza anticuerpos policlonales dirigidos contra una secuencia
sintética de la cadena proalfa 1 obtenida de liquido amni6tico; otro es un RIA
donde el antigeno se obtiene de cultivos celulares de osteosarcoma. En el primer
caso la concentracion de PINP obtenida es 100 veces mayor que la del PICP, ya
que este ensayo mide tanto la fraccién intacta como un pequefio fragmento del
Coll que se obtiene por metabolizacion renal del PINP y que, por lo tanto, se
acumula en IRC. El método RIA sblo mide la fraccion intacta. Su medicion es
utilizada en la menopausia para detectar cambios en la remodelacion 6sea y para
el seguimiento en la terapia con estrdgenos.
El PICP puede medirse por RIA o ELISA. Sin embargo, presenta poca

especificidad y falta de respuesta en condiciones de bajo recambio 6seo.

b.6.2 Marcadores de resorcion 6sea. La resorcion 6sea es el principal factor
que controla tanto la calidad como la densidad de los huesos del esqueleto del
adulto. Cuando los osteoclastos reabsorben hueso, degradan la matriz
extracelular y liberan diferentes productos de la descomposicion de colageno tipo
| hacia la circulacion, después son metabolizados en el higado y los rifiones
donde se eliminan de la siguiente manera: de forma libre (40-50%) o en forma de
péptidos unidos (50-60%). Diversos marcadores de resorcion han sido descritos
en los Gltimos afos; sin embargo, dentro de los marcadores se incluyen otras
proteinas no colagenas como son sialoproteinas éseas o tartrato resistente a la
fosfatasa acida. Pueden ser medidos tanto en orina como en sangre, pero la orina

es el espécimen mas utilizado.
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o Calcio en orina. El calcio urinario de 24 h proviene del metabolismo
general y representa la cantidad filtrada por los glomérulos y no reabsorbida a
nivel de los tubulos renales, siendo los valores de referencia de hasta 250 mg/24
h en la mujer y hasta 300 mg/24 h en el hombre. La calciuria de 2 h se mide en la
2° orina de la mafiana recogida en ayunas después de ingerir 200 cm® de agua
destilada. Se expresa en mg/mg de creatinina. Ambas muestras son poco
especificas y sensibles pero como se trata de un marcador muy econémico y
accesible a cualquier laboratorio de rutina se lo utiliza actualmente para detectar

cambios en el recambio dseo.

. Hidroxiprolina. (OHP) se forma intracelularmente. Es un aminoacido no
esencial que proviene de la hidroxilacion post-traslacional de prolina y constituye
el 10% del contenido de coldgeno maduro.

El 90% de OHP es liberada durante la degradacion del colageno tipo |, pasa a
circulacién, se metaboliza en el higado y posteriormente es excretada en la orina
donde se encuentra en forma libre sélo en un 10%. EI mayor porcentaje
corresponde a OHP unida a péptidos por lo cual para su determinacion
colorimétrica es indispensable una hidrdlisis previa. Su excrecion es mayor en
nifios que en adultos y ademas puede estar influida por el contenido de carne o
gelatina de la dieta, por lo que debe realizarse una dieta exenta de productos que
la aporten durante las 48 h previas a la recoleccion de orina.
So6lo el 10% de la OHP proviene del colageno tipo | degradado del hueso ya que
otras proteinas la aportan, entre ellas el componente C1q del complemento o bien
de colageno recientemente sintetizado. Parte de este aminoacido se metaboliza y
reutiliza para la sintesis de nuevas proteinas lo que determina que sea un
marcador inespecifico para determinar la degradacion del tejido Gseo.
La mayoria de los métodos utilizados para su deteccion son engorrosos lo que

aumenta su variabilidad con un coeficiente de variacion entre 10 a 12%. Puede
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determinarse por HPLC (cromatografia de alta presion liquida), aunque dicha
metodologia no se encuentra disponible para cualquier laboratorio de analisis
clinicos. Como los niveles de OHP urinaria reflejan basicamente la cantidad de
este aminoacido proveniente de la resorcion Osea de coldgeno sintetizado
recientemente, esto hizo que su uso primordial haya sido determinar la actividad
y seguimiento de la enfermedad de Paget. En osteoporosis presenta baja
sensibilidad ya que existe gran sobre-exposicion con los valores obtenidos en
muestras de sujetos normales y si bien la determinacion de HOP urinaria fue el
marcador de resorcion histérico, con el tiempo ha sido reemplazado por otros
mas sensibles y especificos de hueso.

o Piridinolinas. Cuando el procolageno tipo | pierde sus fracciones
propeptidicas y se transforma en colageno tipo | se deposita en forma de fibrillas
longitudinales sobre la matriz 6sea. Estas se contactan con otras fibrillas dando
lugar a una fibra coldgena que se estabiliza por medio de puentes de
entrecruzamiento entre ellas denominados cross-links. Su formacion comienza
con la desaminacién del grupo amino de la lisina e hidroxilisina presentes en la
region telopeptidica de una molécula de colageno a su aldehido correspondiente.
Este compuesto desaminado reacciona con otros residuos de lisina o hidroxilisina
localizados en una molécula de coldgeno vecina formando estructuras ciclicas
Illamada piridinolinas. Los residuos de hidroxilisina son mucho menos
abundantes en el tejido 0seo respecto de otros tejidos, lo contrario ocurre con los
residuos de lisina. Se conocen dos formas de piridinolinas: si el residuo que
interactta dentro de la molécula de colageno es la hidroxilisina el producto de
entrecruzamiento maduro se denomina piridinolina (Pir), mientras que si el
residuo es la lisina se denomina deoxipiridinolina (D-Pir) (Fig. 21). Estos
productos de entrecruzamiento son importantes ya que determinan las

propiedades biomecéanicas y estructurales del hueso.
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FIGURA 21. Productos de entrecruzamiento del colageno tipo I (Pir y D-Pir).
FUENTE. SCHULZ.'®

La Pir y la D-Pir, también llamadas Hidroxilisilpiridinolina (HP) vy
Lisilpiridinolina (LP), estabilizan la molécula de colageno maduro y constituyen
uniones Unicas para las moléculas de colageno y elastina. Cuando el colageno es
degradado por osteoclastos, ambas se vuelcan a la circulacién y, a diferencia de
la hidroxiprolina no sufren metabolizacion posterior y son excretadas
directamente en la orina. Estos cross-links no son exclusivos del hueso: la Pir
esta presente en el coladgeno tipo Il del cartilago y otros tejidos conectivos,
mientras que D-Pir se ubica casi exclusivamente en hueso y dentina. Por ello la
D-Pir urinaria es mas especifica como marcador de resorcion 6sea. Como el
tejido 6seo es el mayor reservorio de colageno tipo | del cuerpo y se remodela
mas rapidamente que el resto de los tejidos conectivos se considera que la
mayoria de la D-Pir presente en la orina de un adulto sera la que provenga de la
resorcion 6sea. La D-Pir se encuentra en orina tanto en forma libre (40%) como
unida a péptidos (60%). Una ventaja respecto de la determinacién de
hidroxiprolina es que no es necesaria una dieta previa a la toma de muestra,
siendo de esta manera un marcador excelente de perdida Osea. Sin duda, es

evidente que estos productos de la protedlisis del colageno proporciona un indice
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cuantitativo de la resorcion del hueso, con una especificidad muy mejorada sobre
la hidroxiprolina urinaria

Las piridolinas fueron las primeras que se encontraron en orina hace una década.
Debido a que el hueso es excepcional entre tejidos conectivos al ser
continuamente remodelado, el contenido de Pyr cross-links en orina es
considerado principalmente de origen déseo, una conclusion sostenida por la
relacion molar de Pyr:D-Pyr en orina que es similar a la del hueso.

Las ventajas tedricas de las Pyr y D-Pyr sobre la hidroxiprolina como marcador
de la resorcion dsea son variables. Primero, estan formadas solamente en las
fibrillas del coladgeno extracelular y por lo tanto se originan como productos de
degradacion de matriz madura y no del colectivo de moléculas de colageno
nuevas que fallan en fibrillas extracelulares. Segundo, parece no ser significativo
el catabolismo de estos aminoacidos en el cuerpo de modo que proporciona una
medida directa de la masa de colageno resorbido y por lo tanto del tejido de
origen. Tercero, el enlace cruzado menos abundante, D-Pyr, es encontrado en
cantidades significativas solo en colageno de hueso, de modo que su medida
constituye un indice aun mas especifico de resorcion 6sea que las piridolinas
totales. Finalmente, las Pyr en colageno dietético o gelatina no parece ser
absorbida a través del intestino por lo que no hay contribucion dietética.

La excrecién urinaria de piridinolina y deoxipiridinolina aumenta con la edad y
en los pacientes con ciertos estados patoldgicos, incluyendo el hipertiroidismo y
la enfermedad de Paget. Los niveles urinarios de estas moléculas también se
encuentran elevados en pacientes con osteoporosis, y los niveles disminuyen
durante el tratamiento con medicamentos antirresortivos. La excrecion de
piridinolina y deoxipiridinolina correlaciona bien con otros marcadores de
resorcion 6sea, confirmando su utilidad como marcador de pérdida dsea.

La excreciéon urinaria de la deoxipiridinolina, se encuentra aumentada en la
postmenopausia temprana y regresa a los niveles pre-menopausicos con el

tratamiento de reemplazo hormonal. Se ha encontrado que el grado de pérdida de
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masa Osea en 2 afios determinada por densitometria puede ser calculado
utilizando una combinacién de marcadores, permitiendo detectar a aquellas

mujeres que tienen un remodelado alto como perdedoras rapidas.

o Telopéptidos amino y carboxilo terminal del colageno tipo 1. La
degradacion de la matriz GOsea es esencial para que se produzca el
remodelamiento G6seo. Dos tipos de enzimas proteoliticas se encuentran
involucradas en dicho proceso, la catepsina K lisosomal y las MMPs
(metaloproteasas de la matriz) cuya actividad depende del estado de
remodelamiento 'y del tipo de hueso a ser remodelado.
Actualmente se considera que la catepsina K, cuya actividad es maxima a pH
acido, es la principal colagenasa del proceso de resorcion Gsea. Esta enzima es
capaz de degradar al coladgeno en varios sitios dando lugar a pequefios péptidos
N- y C-terminales, dejando asi expuesta a la molécula de colageno para la accion
de otras colagenasas que actlan a pH neutro, entre ellas las MMPs.
Se considera en la actualidad que los telopéptidos N- y C-terminal, conocidos
como NTX y CTX, respectivamente son los marcadores mas sensibles y
especificos de la resorcion 6sea, ya que los niveles de telopéptidos en sangre o en
orina aumentan en pacientes con enfermedades Gseas asociadas con aumento en
la resorcion (osteoporosis posmenopausica) y disminuyen en pacientes con
osteoporosis en respuesta a tratamiento antirresortivo (véase FIGURA 22). Estos
fragmentos se forman por la actividad de la catepsina K y aparecen en cantidades
significativas, tanto en sangre como en orina, donde pueden medirse por
inmunoensayos especificos. Su especificidad es de 80% y su sensibilidad de
70%.

La medicion sérica proporciona una ventaja con respecto al ensayo en orina
porque evita el efecto aditivo de la variabilidad biologica de la excrecion de

creatinina urinaria.
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FIGURA 22. Telopéptidos carboxilo (C-) y amino (N-) terminal del colageno tipo I.
FUENTE. Raisz L.G.,'®

o Fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), consiste en una familia de
isoenzimas que se expresan en diferentes tejidos y células tales como préstata,
hueso, higado, rifion, bazo, plaquetas, eritrocitos, macrofagos y osteoclastos.
En sangre la FA circula como dos fracciones diferenciadas por su sensibilidad al
tartrato. Todas las fosfatasas acidas son inhibidas por L-tartrato, excepto la banda
5 que se denomina fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP). Existen dos
subtipos conocidos de TRAP: 5a y 5b que se diferencian en gque la 5a contiene
acido sialico y la 5b no. Esta Gltima proviene de los osteoclastos; el origen de
TRAP-5a es desconocido, pero podria ser expresada por los macré6fagos. Los
niveles de TRAP-5b representan el nimero y actividad de los osteoclastos méas
que el nivel de degradacién Gsea, aun asi su actividad en suero aumenta en las
condiciones clinicas en que el remodelamiento dseo se encuentra aumentado y
un cambio en su concentracion sérica se considera un indice especifico de
alteracion aguda de la resorcion Osea. La mayoria de los ensayos para la
medicion de TRAP utilizaban métodos colorimétricos donde no era posible
diferenciar ambas isoformas. En la actualidad existen inmunoensayos con
anticuerpos monoclonales especificos para TRAP-5b, aun asi la medicion de los
niveles de TRAP es técnicamente dificil por lo que su utilidad en la practica

clinica ha sido limitada.
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o Catepsina K. Descubierta en 1994 a partir del analisis diferencial del
ADN de osteoclastos y macrofagos en ratones, la Catepsina K es un miembro de
la familia de las cisteinas proteasas constituida por 215 aminoacidos, secretada
en forma de pro enzima de 329 aminoacidos que a diferencia de otras catepsinas,
tiene la capacidad Unica de cortar las regiones helicoidales y telopeptidicas del
colageno tipo I, asi como la de actuar a pH &cido y neutro. Estudios
inmunocitoquimicos demostraron que la catepsina K se encuentra
intracelularmente en vesiculas, granulos y vacuolas en el citoplasma de los
osteoclastos y es secretada dentro de las lagunas de resorcion Osea donde
participa de la degradacion extracelular del colageno. Debido al hecho de que la
catepsina K es expresada y secretada por osteoclastos durante la resorcion dsea
activa actualmente es considerada un marcador de la actividad osteoclastica. Para

su medicion existen disponibles inmunoensayos especificos.

. Otras Proteinas no Colagenas de la Matriz Osea: Ademéas de la
osteocalcina se han identificado otras proteinas no-colagenas en la matriz dsea.
Algunas de ellas son: Glucoproteinas fosforiladas participan en la regulacién y el
mantenimiento del proceso de mineralizacion.

Sialoproteina dsea (BSP): sintetizada por los osteoblastos, como por algunos
osteoclastos y se deposita en el nuevo tejido osteoide. Se ha sugerido que esta
involucrada en la regulacion del remodelado 6seo, si bien recientemente, gracias
a la posibilidad de utilizar un inmunoensayo especifico, se ha demostrado que
refleja procesos asociados con la resorcion dsea.

Galactosil-hidroxilisina y  glucosil-galactosil-hidroxilisina: ~ Ambos  se
sintetizan durante la sintesis de procolageno, el primero sobre todo del colageno
0seo0. No se metabolizan y sus niveles se afectan menos por la dieta. De momento
no se pueden determinar directamente por inmunoensayo, lo que ha limitado su

amplia utilizacion clinica.
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Osteonectina y la osteopontina: La osteopontina y la osteonectina pueden ser
sintetizadas por los osteoblastos, pero también estdn presentes en otros tejidos
conectivos. La osteopontina se fija a la hidroxiapatita, pero también a las células
y participa durante la resorcion osteoclastica posiblemente via mediacién de la

fijacion de los osteoclastos a la superficie de la fase mineral.

b.6.3 Utilidad clinica de los Marcadores del Remodelamiento Oseo

La utilidad de la determinacion de marcadores de remodelado en el campo de la
osteoporosis postmenopausica que a continuacion se detalla, es controvertida.
Los datos existentes reflejan una mayor tasa de pérdida 6sea y de fracturas en
pacientes con alto remodelado, pero los resultados proceden de estudios
poblacionales y en muchos casos retrospectivos y no esta clara su aplicacién en

la préactica clinica diaria y en la valoracion de un paciente individual.

Prediccion de la Masa Osea. Los marcadores bioquimicos evaltan el balance
entre la resorcion y formacion del hueso y aun cuando los marcadores 6seos
generalmente correlacionan con la DMO, estas correlaciones no son lo
suficientemente fuertes para tener valor en términos de prediccion de masa 6sea
para un individuo. Por lo tanto, estos marcadores no pueden, ni deben ser
utilizados para diagnosticar osteoporosis o predecir masa 6sea. Las mediciones

de DMO por densitometria son mucho mas precisas para esto.

Prediccion del Riesgo de Fractura. Esto representa tal vez el uso mas
interesante de los marcadores bioquimicos, porque en principio, la valoracion
del remodelado 6seo nos podria dar informacion adicional sobre el riesgo de
fractura mas alla de la obtenida por la medicion de la DMO. Varios estudios

sugieren que el remodelado 6seo puede ser un predictor independiente del
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riesgo de fractura. En un estudio de cohorte prospectivo de mujeres francesas
en edad avanzada (de méas de 75 afios), se asocidé los CTx urinarios y la
excrecion libre de Deoxipiridinolina por arriba del limite superior del rango de
pre-menopausia (media + 2 DS) con un aumento en el riesgo de fractura de
cadera aun después del ajuste para la DMO del cuello femoral.

El mecanismo mediante el cual el aumento del remodelado déseo afecta el riesgo
de fractura incluye la exacerbacion del ritmo de pérdida 6sea, el deterioro dela
micro arquitectura del esqueleto debido a perforaciones de las trabéculas y
pérdida de los elementos estructurales del hueso o una reduccién en la fuerza
6sea debida a un agrandamiento del espacio remodelado. EI remodelado 6seo
evaluado por marcadores bioguimicos, parece tener un impacto significativo en
el riesgo de fractura, independiente de la DMO. Sin embargo, no se puede
recomendar el uso rutinario de los marcadores bioquimicos Gseos para
complementar las mediciones de DMO para la prediccion del riesgo de fractura
hasta que haya méas informacion prospectiva disponible, particularmente en

mujeres jovenes ademas de las estudiadas en la cohorte francesa.

Prediccion de Pérdida Osea. La deficiencia de estrogenos en la menopausia
aumenta el ritmo de la remodelacion del esqueleto, lo que resulta en una
pérdida importante de hueso. Esto se traduce en un aumento significativo en el
valor promedio de los marcadores de resorcion y disminucion de los de
formacion después de la menopausia. La variabilidad individual en los
marcadores de remodelado dseo también aumenta después de la menopausia,
indicando una respuesta esquelética variable entre diferentes individuos con
deficiencia de estrogenos. Esto se refleja en las tasas variables de pérdida de
hueso observadas en mujeres después de la menopausia. Varios estudios han
indicado que, al menos para grupos de individuos, los marcadores 0seos

pueden ser utilizados para predecir la tasa de pérdida de hueso.
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Estos y otros datos'® sugieren que los marcadores, de remodelado 6seo, ya sea
en forma individual o en combinacién, pueden predecir las tasas de pérdida de
hueso, complementando las mediciones estaticas de la DMO. Sin embargo aun
cuando esto parece ser cierto para grupos de individuos, esta por establecerse si
los marcadores de remodelado 6seo pueden predecir la tasa de pérdida de hueso
en un individuo, particularmente dada la variabilidad de un dia a otro que

presentan algunos de los marcadores.

Monitoreo de la Efectividad del Tratamiento. Este es tal vez el mejor uso
establecido para los marcadores bioguimicos de remodelado 6seo. Considerable
informacion indica que después de la iniciacion del tratamiento con
antirresortivos, hay una reduccion significativa en los niveles de marcadores de
resorcion Osea entre 4 y 6 semanas, y en marcadores de formacion dseaen 2 a 3
meses después de iniciado el tratamiento.18 Estos marcadores de remodelado
6seo pueden ser utilizados para identificar a aquellos pacientes en los que el
tratamiento no es efectivo. Los agentes antirresortivos deberian producir una
reduccion en los marcadores de resorcion de entre 20% y 80%, dependiendo del
agente y el marcador. A pesar de la potencial variabilidad bioldgica y técnica de
los marcadores, los cambios de esta magnitud son clinicamente importantes.
Para la mayoria de los tratamientos, el nadir se alcanza entre 2 a 3 meses
después de la iniciacion del tratamiento y permanecen constantes mientras el
paciente continda con el tratamiento. Si los marcadores de resorcion fallan en
demostrar la reduccion esperada, esto pude indicar que no funciona el
tratamiento o la necesidad de cambiar la dosis o el tipo de medicamento.

Este uso de los marcadores bioguimicos ofrece una marcada ventaja sobre el
uso del DMO para evaluar la efectividad del tratamiento, porque el intervalo
entre las mediciones seriadas de DMO deben ser de por lo menos 12 meses
antes de que pueda demostrarse un cambio significativo en la DMO o0, mas

importante, se pueda establecer con certeza la falta de cambio en la DMO.
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Aunque en teoria todos los marcadores podrian ser Utiles para el seguimiento de
la enfermedad, actualmente se considera que los mas aconsejables para la
monitorizacion del tratamiento son: a) entre los marcadores de resorcion, NTX
0 CTX en orina 'y CTX sérico para monitorizar el tratamiento con bisfosfonatos,
y los mismos marcadores o también la Deoxipiridinilina libre en orina para
monitorizar el tratamiento hormonal; b) entre los marcadores de formacién, la

Fosfatasa alcalina, la Osteocalcina y el Propéptido Amino-terminal.

b.6.4 Interpretacion clinica de los Marcadores Bioquimicos Oseos

En un sujeto individual, la interpretacion del valor de un marcador bioquimico
de remodelamiento 6seo es complicada debido a los distintos factores que
podrian influir en sus resultados y que, por lo tanto, deben tenerse en cuenta.
Entre ellos se encuentran la influencia de las condiciones pre-analiticas, sus
caracteristicas analiticas de sensibilidad y especificidad y su variabilidad
bioldgica. Asimismo, la falta de estandarizacién hace aun mas engorrosa la
comparacion entre los resultados obtenidos por los distintos laboratorios.
La variaciéon pre-analitica incluye la preparacion del paciente antes de la
obtencion de la muestra (horas de ayuno, necesidad de dieta diaria) y tipo de
muestra (Ssuero-orina), anticoagulantes utilizados, temperatura de manipulacién
y almacenamiento, ciclos de congelamiento y descongelamiento, entre otros.
Todas estas fuentes de variabilidad técnicas son importantes y pueden ser
controladas.

La variacion analitica es funcién de la reproducibilidad y exactitud de las
técnicas empleadas. Las muestras sanguineas presentan menos variacion
analitica que las urinarias ya que a estas Ultimas se le debe sumar el error de la
determinacion de creatinina. Aunque el error de precision analitica de los
marcadores es alto (10 a 20%), el porcentaje de descenso por efecto del

tratamiento utilizando un marcador sensible y especifico es mayor (40 a 60%
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luego de 3 a 6 meses), esto hace que los marcadores sean Utiles para determinar
la eficacia de la terapia instituida. La variabilidad bioldgica depende de la
regulacion del remodelado 6seo relacionado con factores mecanicos (actividad
fisica y fuerza muscular) y humorales (concentracion de Ca*" y fosfatos,
hormonas, vitamina D, citoquinas) que actuan sobre la células éseas para el
reclutamiento, proliferacion y funcién celular. Ciertos factores bioldgicos como
la edad, género, etnicidad, etc., no pueden modificarse; en cambio, otros
factores pueden ser modificables y, por lo tanto, deben tenerse en cuenta para
tratar  de disminuir ~ su influencia  al maximo posible.
Distintos estudios han investigado diversas condiciones que influirian en los
resultados de los marcadores 6seos tales como la dieta, tipo de muestra, cambio
diario (ritmo circadiano), ciclo menstrual, menopausia, estacion anual, edad,
sexo, crecimiento. A continuacion se enumeran los mas importantes.
- Variacion diaria (circadiana): salvo las determinaciones enzimaticas, los
marcadores bioquimicos presentan variacion diaria con valores mas elevados en
las primeras horas de la mafiana y mas bajos en horas de la tarde. En general, la
amplitud de la variacion se encuentra entre el 20-30%, aunque el mayor o
menor valor dependeréa del marcador utilizado. La etiologia de esta variacion es
desconocida aunque varias hormonas que presentan ritmo diario (PTH,
hormona de crecimiento, cortisol, etc) podrian estar involucradas parcialmente
en dicho cambio.

- Edad: las concentraciones de marcadores 0seos, tanto en suero como en
orina, no son estables a través de la vida. Son altas al nacimiento y descienden
en la nifiez siguiendo la curva de velocidad de crecimiento; se incrementan
nuevamente en la pubertad debido a la 2° etapa de velocidad de crecimiento. Es
mas temprano y de menor intensidad en las nifias. A partir de ahi, decrecen y se
mantienen estables hasta la menopausia, en gque se incrementan, en la mujer,

nuevamente en relacion directa a la deficiencia de estrégenos. En los hombres,
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en cambio, permanecen sin grandes variaciones. A partir de los 70 afios se
observa un incremento que es independiente del género

- Ciclo menstrual: La mayoria de los marcadores 6seos presentan variacion
durante el ciclo menstrual. La resorcion es de mayor amplitud (10- 20%)
durante el periodo medio y tardio de la fase folicular y temprano de la fase
luteal. Por tal motivo se recomienda la extraccion de la muestra entre el 3er. y
7mo. dia del ciclo menstrual.

- Dieta: La ingestion de alimentos reduce la resorcion dsea en forma
postprandial posiblemente mediada por la liberacion de péptidos intestinales y/o
pancreaticos. La composicion de la dieta por largos periodo de tiempo
(ingestion de Ca, vitamina D, proteinas y fosfatos) pueden modificar el
remodelamiento déseo. Por ello, la medicion de marcadores en sangre deberia
ser evaluada en ayunas Yy, si es posible, permanecer con una dieta estable
durante. una o dos semanas previas a la  recoleccion.
- Funcionamiento hepatico y renal: Un mal funcionamiento hepatico puede
alterar marcadores que se metabolizan en higado mientras que la insuficiencia
renal cronica produce acumulacion de los marcadores 0seos que por su

estructura quimica no pueden filtrar en dichas condiciones por el glomérulo.

b.7 Osteoporosis y aterosclerosis

La relacion entre dos enfermedades en un principio tan distantes como son la
osteoporosis y la aterosclerosis se empez0 a estudiar hace escasos afios. Aunque
tradicionalmente estas enfermedades se han considerado como procesos
independientes relacionados con la edad, cada vez existe una evidencia mas
s6lida que confirma que ambas entidades comparten mecanismos

fisiopatoldgicos'®.
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La mayoria de los datos disponibles sefiala que la masa ésea disminuida se asocia
con mayor incidencia de enfermedad coronaria. Una baja masa 6sea también se
relaciona con calcificacion aortica, marcadores de enfermedad cardiovascular
subclinica, gravedad de placas carotideas, riesgo de mortalidad cardiovascular y
calcificacién de aorta abdominal y lumbar; es decir, una serie de datos avala el
nexo entre la etiologia y fisiopatologia de estas enfermedades. El avance de la
edad seria el mayor riesgo para estas dos patologias, pero cuando se realizan
ajustes estadisticos por edad, los estudios demuestran que la calcificacién arterial
esta realmente asociada con una masa Osea baja, lo que plantea que la
arteriosclerosis y la osteoporosis comparten factores etiopatogénicos®.

Las arterias con arteriosclerosis contienen tejido que es indistinguible del hueso
desde el punto de vista morfologico e histologico. Existe una subpoblacién de
células de la pared arterial, las llamadas células vasculares calcificantes
(calcifying vascular cells), que tienen la capacidad de presentar una
diferenciacion osteoblastica y de expresar una serie de factores y proteinas
comunes con el tejido esquelético; es posible identificarlas en las placas
ateromatosas, con una metodologia especial. En consecuencia, la calcificacion
arterial es una recapitulacion de la osteogénesis y, desde el punto de vista
etiologico puede estar relacionada con la deficiencia estrogénica, ya que la
relacion entre pérdida progresiva de hueso y calcificacion adrtica es mas
significativa durante la menopausia que en la postmenopausia.

Aunqgue el rol de los estr6genos juega un papel importante, el mecanismo
especifico que conecta la osteoporosis y la enfermedad cardiovascular no son del
todo conocidos, por el complejo nivel de sistemas y vias metabolicas que abarca.
Varios mecanismos bioldgicos (basado principalmente en modelos animales) se
han propuesto para explicar la relacion entre las enfermedades cardiovasculares y
la osteoporosis'®. La inflamacién crénica se sabe que juega un papel importante
en el desarrollo de ambas enfermedades crénicas. Por ejemplo, las citoquinas pro

inflamatorias (incluyendo la interleuquina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral
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alfa (TNF-a)) se han asociado con la enfermedad vascular, asi como el aumento
de la resorcion dsea. Ademas, los huesos y vasos se ven afectados por los
esteroides sexuales. Por ejemplo, los estr6genos juegan un papel importante en
las enfermedades cardiovasculares y la osteoporosis a través de sus efectos sobre
las citoquinas (incluyendo IL-6, la osteoprotegerina (como se explica mas
adelante), y el TNF-a.

Diferentes proteinas producidas por las células 6seas, como osteocalcina (OC),
osteopontina, osteoprotegerina (OPG), el ligando del receptor activador del factor
nuclear kappa-8 (RANKL) y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), estan
también presentes en lesiones ateroesclerdticas. Ademas, también se ha

demostrado la presencia de células de estirpe osteoblastica en la pared vascular.

RANK-L (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand) y la
osteoprotegerina: Las células 6seas y vasculares son fuentes de estos sistemas,
lo cual se ha demostrado tanto in vitro como in vivo. Hay que destacar que el
sistema OPG/RANKL/RANK puede representar un nexo de unién entre el
metabolismo 6seo y el sistema vascular, pues la OPG presenta un papel protector
en el sistema vascular. En los Gltimos afios han sido publicados varios articulos
que destacan el papel del sistema OPG-RANKL en desordenes que afectan al

sistema vascular.

La osteoprotegerina OPG proteina de la familia de los TNF (factor de necrosis
tumoral) ha demostrado ser un factor autocrino que favorece la supervivencia de
células endoteliales, que regula el proceso de osteoclastogénesis a través de la
inhibicion de RANK (receptor activador del factor nuclear kappa B). Es
secretada por los osteoblastos y también por células vasculares entre ellas células
endoteliales y células musculares de las arterias coronarias.Existe una correlacion
positiva entre los niveles séricos de OPG y conocidos factores de riesgo

cardiovascular, como la circunferencia de la cintura, el colesterol total y su
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fraccion HDL. Se ha postulado que la OPG pueda constituir un marcador
bioguimico de la demencia vascular y de la enfermedad arterial periférica ya que
los pacientes con afectacion mas severa y ulceras arteriales presentaron niveles
mas elevados de OPG. Datos recientes sugieren que la OPG puede ser un factor
importante regulador de la calcificacion arterial y que puede constituir un
indicador de lesion vascular. Ademads, la relacién que existe entre mayores
concentraciones de OPG y una mayor incidencia y mortalidad por enfermedad

cardiovascular se ha confirmado en distintas poblaciones de estudio. 2

Los lipidos tendrian un papel fisiopatoldgico en ambas patologias: in vivo, los
lipidos oxidados estimulan la calcificacion vascular por via inflamatoria. La
relacion entre hiperlipidemia y calcificacion vascular estd demostrada: se sabe
que una mayor cantidad de lipoproteinas de baja densidad (LDL) se asocia con
menor densidad mineral 6sea en mujeres post-menopadsicas; y se ha demostrado,
in vitro, que es posible estimular la diferenciacion osteoblastica en las arterias
por medio de los lipidos, mientras que en el hueso se puede deprimir la
diferenciacion osteoblastica y estimular la diferenciacion osteoclastica. Las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) también desempefian un papel a este nivel:
estas moléculas podrian ejercer su efecto de cardioproteccion por inhibicion de la
actividad osteogénica de las células calcificantes vasculares. Segun estudios, no
se encontrd asociacion entre triglicéridos y baja masa Gsea, ya que estos tienen
impactos opuestos en el hueso y en la pared vascular, mientras que las fracciones
HDL y LDL colesterol tienen el mismo efecto en ambos tejidos. La oxidacién de
LDL tiene efectos en la formacion de osteoclastos, la ausencia de LDL suprime
la formacion de los osteoclastos, esto debido al requerimiento de colesterol

durante este proceso.

También se demostré que el riesgo de sufrir ECV (Enfermedad cardiovascular)

es directamente proporcional a la severidad de la osteoporosis en mujeres post
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menopausicas Yy se ha demostrado que niveles altos de colesterol pueden influir
en la osteoporosis debido a que los metabolitos de la enzima que regula la
sintesis de colesterol, la hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa
estan implicados en la diferenciacion de los osteoclastos (Erdemli et al., 2005).
De tal forma que el aumento incontrolado de la actividad HMG-CoA reductasa
implica un aumento de osteoclastos y, por lo tanto, un incremento de su accion
resortiva. El colesterol podria intervenir directamente tanto en la progresion de la
osteoporosis como en la calcificacion de las lesiones de la pared vascular. Esto
da lugar a una interconexion entre el metabolismo del colesterol, el remodelado
6seo y el desarrollo de aterosclerosis. Ademas, se ha puesto de manifiesto que los
bifosfonatos nitrogenados utilizados en el tratamiento de la osteoporosis por su
capacidad para aumentar la masa, la mineralizacion y la resistencia 0Osea,
producen la disminucién de la concentracién plasmatica de LDL oxidadas ricas

en colesterol 2

Otro factor involucrado en ambos procesos, parece ser el estrés oxidativo, ya que
la funcién endotelial implicada en ambos procesos: el endotelio vascular provee
una barrera con mdaltiples funciones: anti inflamacién, vasodilatacion,
vasoconstriccion, anti-oxidacion; cuando se rompe la integridad del endotelio,
con la oxidacion de LDL-colesterol ocurre un desbalance en estos roles, dando
lugar a una disfuncion endotelial, siendo este el primer paso en el proceso de la
aterosclerosis. Debido al intimo contacto con las células endoteliales, la salud del
endotelio parece también tener gran significancia con la salud 6sea.

Un tono vascular saludable se mantiene por niveles bajos de 0xido nitrico (NO).
El NO se genera de la L-arginina por isoenzimas de NO sintasa. Tres isoformas
de NO sintasa han sido identificados que incluyen la forma neuronal (nNNOS),
una forma endotelial (eNOS) y una forma inducible (iNOS). Recientemente, se
piensa que el NO esté involucrado en el proceso del metabolismo dseo, ya que

ambos eNOS e INOS son expresados en hueso; sin embargo estas isoformas
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afectan a la diferenciacion 6sea, siendo que la isoforma eNOS es predominante
en el linaje osteoblastico®.

La inflamacion esta asociada con la actividad de iNOS en osteoblastos y en
osteoclastos, la activacion de iNOS contribuye a la inflamacion en la
osteoporosis suprimiendo la formacion 6sea y dando lugar a la apoptosis de
osteoblastos. Por el contrario los osteoclastos mostraron bajos niveles de eNOS e
INOS. Sin embargo el NO produce un efecto ateroprotectivo, participando en la

funcion de los osteoblastos y el remodelado 6seo.

Por lo tanto, uniendo cada uno de estos conceptos, se concluye que: el tejido 6seo
es constantemente modificado mediante la resorcion por los osteoclastos y la
formacion por los osteoblastos, el proceso de remodelado se activa por las células
de linaje osteoblasto-osteocito incrustados en el hueso, que responden a dafio
local, como una microfractura. Evidencias crecientes indican que la
remodelacion 6sea ocurre en un compartimiento o cavidad cerrada
(probablemente con osteoblastos quiescentes) que es penetrado por un capilar
que provee células progenitoras perivasculares que se diferencian en osteoblastos

funcionales.

La placa aterosclerotica muestra similitudes notables con el compartimiento de
remodelado dseo. Un punto crucial es que una de las consecuencias del proceso
de remodelado dentro de la placa es el depoésito de calcio, el cual no solo es un
marcador de aterosclerosis, sino también contribuye a la ruptura e inestabilidad

de la placa, dando lugar a un infarto de miocardio.

Aunque numerosos factores regulan tanto la calcificacién vascular como la
calcificacién 6sea, como ser RANKL, OPG, MGP (proteinas gla de matriz) y la

osteopontina; existen dos vias que son activadas con la edad y pueden conducir
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simultaneamente a pérdida dsea y calcificacion vascular: la inflamacion y estrés
oxidativo: vias que por lo tanto son candidatos potenciales para el enlace de

osteoporosis y aterosclerosis. (Fig. 23)
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FIGURA 23. Posible mecanismo de relacion entre el remodelado 6seo y la placa aterosclerotica.
Los osteocitos gatillan la resorcion de hueso dafiado por los osteoclastos y la formacion por los
osteoblastos; los cuales probablemente deriven de células madre perivasculares. De manera similar la
placa aterosclerotica es cubierta por una capa fibrosa, que incluye células musculares (similares a los
osteoblastos) y macrdgafos (similares a los osteoclastos), ademds de cristales de colesterol y células
remanentes. Mecanismos potenciales, incluyendo la edad, postmenopausia, estilo de vida;
incrementan la inflamacion y el estrés oxidativo, lo cual podria explicar la asociacién entre
osteoporosis y la placa aterosclerética.

FUENTE: AtkinS G.J.,"°
Existe evidencia considerable que muestra que la produccion de citoquinas pro-
inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la IL-1, por células

en el microambiente 6seo, incluyendo osteoblastos y células T, conduce el
incremento de resorcion y el decremento de la formacion. Estos efectos son
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mediados en parte via RANKL, la llave que estimula la resorcion Gsea por los
osteoclastos y las células T. EI TNF-o es también un inhibidor de la formacion
6sea, inclinando el balance hacia la resorcidén con una subsecuente pérdida 0sea.
En los vasos sanguineos, sin embargo, el TNF-a y otras citoquinas inflamatorias
pueden conducir el desarrollo de un fenotipo osteogénico por las células
vasculares del musculo liso y otras células progenitoras, como pericitos en la
pared vascular; en parte a través de la activacion de la cascada de sefializacion

Msx2-Wnt-f, la cual también esta involucrada en la formacion 6sea normal.

La deficiencia de esteroides sexuales, que ocurre abruptamente después de la
menopausia en las mujeres, es un potencial estimulo para la pérdida 6sea. La
pérdida de esteroides sexuales resulta en un incremento de la cantidad de
RANKL en hueso, induciendo la produccion de citoquinas inflamatorias por los
osteoclastos y células T, disminuyendo la cantidad de receptores para OPG, e
incrementando la resorcion 6sea. Como en el hueso, la deficiencia de esteroides
sexuales y las citoquinas inflamatorias pueden incrementar la produccion de
RANKL, por las células endoteliales de los vasos sanguineos; RANKL a su vez,
incrementa la produccién de la proteina morfogenica-2 del hueso, el cual es un
estimulador de la osteogenesis, y disminuye la cantidad del inhibidor de la
calcificacién MPG, el cual es producido por las células vasculares del mdsculo
liso. Por lo tanto la via OPG-RANKL, impulsado por el incremento de la
produccion de citoquinas junto con la deficiencia de esteroides sexuales,

participa en la pérdida 6sea y calcificacion vascular.

Ademas, estas citoquinas pueden activar macrofagos dentro de la placa, los
cuales pueden liberar enzimas proteoliticas que dan lugar a la ruptura e
inestabilidad de la placa. Una cuestidn aun no resuelta es si la transicion
endotelial a mesenquimal tiene algun rol en la pérdida 6sea como resultado de la

produccién de citoquinas. El estrés oxidativo se incrementa con la edad dando
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lugar al incremento de productos de la oxidacion de lipidos, como LDL y
fosfolipidos oxidados, induciendo la diferenciacion osteocléstica e inhibiendo la
diferenciacion osteobléstica, lo cual resulta en un exceso de resorcion sobre la
formacion oOsea. Los lipidos oxidados también incrementan la produccion de
citoquinas osteoclastogenicas por los osteoblastos y células T. De esta manera, se
puede observar que aunque existan mediadores comunes, incluyendo RANKL,
OPG, MPG vy osteopontina, regulan la calcificacion vascular y oOsea, el estrés
oxidativo y la inflamacion son probablemente los enlaces més significativos
entre la calcificacion vascular y pérdida 6sea, tal como se muestra en la figura.
(Fig. 24)

Las BMPs (proteinas morfogenéticas dseas) participan en la diferenciacion
osteoblastica mientras estos simultaneamente producen ROS e incrementan la
adherencia de monocitos a la pared vascular. Su accion es bloqueada por MGP
(proteinas Gla de la matriz), la cual inhibe la mineralizacion vascular como
cofactor de la glicoproteina a-2-HS glicoproteina (conocida como fetuina A).
RANKL es el factor clave de la maduracion de osteoclastos y puede actuar como
una molécula anti-calcificante. La OPG previene la interaccion de RANKL con
su receptor. La via Wnt, la cual es importante para la diferenciacion
osteoblastica, es inhibida por la esclerostina y DKK-1. En la pared vascular, Wnt
es regulada por el factor de transcripcion MSX2, el cual bloquea el efecto
inhibidor de DKK-1, resultando en el incremento de la calcificacion vascular. El
fosfato que penetra la pared de las células del musculo liso mediante el co-
transportador Pit-1, directamente estimula la calcificacién vascular, mientras el
pirofosfato actua como un inhibidor de la calcificacion. La OPG une el calcio e
iones de hidroxiapatita, inhibiendo la formacion de cristales y calcificacion

vascular; este interacciona con receptores induciendo la activacion osteoclastica.
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La PTH inhibe la activacion osteobléstica e incrementa la resorcion dsea: via
activacion PKA que induce la diferenciacion osteoblastica y la mineralizacion de
las células vasculares. La vitamina D incrementa la entrada de calcio en las
células vasculares dando lugar también a la calcificacion. La oxidacion de LDL-
col induce la expresion de potentes mediadores de diferenciacion osteocléstica.

Finalmente, la angiotensina I1 participa en la activacion de osteoclastos.*

- VvV

Monocyte Vitamin D

M M Vitamin D
MMM O . =
o ,o}&,}

RANKL ~  JEAT

v %

Pre-osteoclasts

O, o]
r O }' Mature osteoclast

0PG l Angiotensin 11

o
(®)

Vitamin K BMPs
= X
MGP1 ® 0

© * o O
N o NN

DKK-1 Sclerostin M-CSF, TRAP

FIGURA 24. Mecanismos fisiopatoldgicos comunes en la calcificacion vascular y osteoporosis.
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V1. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Establecer la relacion entre el indice Aterogénico y los niveles de osteopenia en
mujeres post-menopausicas, mediante la determinacién de los Perfiles lipidico,

Hormonal y la deteccion de Marcadores Bioquimicos y Densitométricos 6seos.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Explorar la posibilidad de detectar pérdida temprana de masa 6sea mediante
la determinacién de Marcadores Bioquimicos de Remodelado 6seo en

relacion con la Densitometria, en mujeres post-menopadusicas.

2. Determinar la relacion entre Marcadores Bioguimicos de Remodelado 6seo,

la Edad y el Tiempo transcurrido de post-menopausia

3. Determinar el Indice aterogénico mediante el Perfil sérico de Lipidos y
Lipoproteinas y su correlacion con los niveles de Marcadores de

Remodelado 6seo en mujeres post-menopadsicas.

4. Explorar aspectos estructurales y funcionales del tejido 6seo, mediante la
determinacion de Marcadores Bioquimicos de Remodelado Oseo y su
correlacion con los niveles Hormonales del eje gonadal en mujeres post-

menopausicas.
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VII. HIPOTESIS.

e Hipotesis nula (Ho): No existe relacion estadisticamente significativa entre
los niveles de Lipidos séricos, el indice Aterogénico y los Marcadores de

Remodelado 6seo en mujeres climatéricas.

e Hipdtesis alternativa (Hi): Existe relacion estadisticamente significativa
entre los niveles de Lipidos séricos, el indice aterogénico y Marcadores de

Remodelado Oseo en mujeres climatéricas.

A. ESTRATEGIA DE EJECUCION

Para responder a la pregunta de investigacion y confirmar o rechazar las
hipotesis de trabajo, se propone determinar los Marcadores Bioguimicos Oseos

de resorcién y de formacion, Perfiles lipidico y Hormonal, para establecer la

correlacion entre estas variables.

Vill. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

los 65 afios de edad,
con alteraciones
hormonales, que dan
lugar a cambios
organicos y
psicoldgicos, los
cuales pueden

Variable Definicién Dimensién | Tipo de escala Indicador
Edad Tiempo transcurrido 46 - 61
desde el nacimiento
por el nimero de
afios, segun fecha de Biologico Intervalo Afios
nacimiento referida. Continua
Variable Etapa bioldgica
independiente: posterior a la Bioldgico Nominal
Post-menopausia menopausia, hasta Discreta
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constituir una fuente
importante de
discapacidad y
malestar.

Variables Serie de lipidos y
Dependientes: lipoproteinas Clinico- Nominal Concentracion
Colesterol total plasmaticas para Biologico
Triglicéridos evaluar riesgo de
HDL-col enfermedades
LDL-col cardiovasculares
VLDL-col
indice aterogénico
Variables Productos secretados
Dependientes: por la actividad de las
Marcadores 0seos de | células 6seas, pueden
formacion y  de|ser determinados en
resorcion. sangre y/o orina. La | Clinico- Nominal Concentracion
actividad de  los | Bioldgico
osteoblastos se
denomina
"marcadores de
formacion". La
actividad  de  los
osteoclastos se
denomina
"marcadores de
resorcion”
Variables Estradiol:  principal
Independientes estrdgeno
Hormonas del eje| LH, FSH: hormonas
gonadal femenino gonadotrdpicas
Regulan la funcién del | Clinico- Nominal Concentracion
eje hipotalamo | Bioldgico

hip6fisis gonadal. En
el cese de la actividad
endocrina
(menopausia) del
ovario se produce una
alteracion  de  los
niveles de hormonas
del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario.
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IX. DISENO METODOLOGICO

A.DISENO DE LA INVESTIGACION

1. Tipo de investigacion

Esta investigacion es de tipo observacional prospectivo y de corte transversal

analitico.

2. Métodos generales de la investigacion

El relevamiento de informacion cientifica sobre el tema, se realizé en la
biblioteca de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas, en
articulos cientificos de Internet, Revistas medicas, folletos de técnicas e
historias clinicas de las pacientes climatéricas involucradas en el estudio.

Los procedimientos de laboratorio se ejecutaron en los laboratorios de
Biomedicina Experimental y Bioquimica Clinica del Instituto SELADIS. El
mismo se llevo a cabo en dos etapas, la primera consta de la verificacion del
método inmunoenzimatico y las caracteristicas principales del mismo para la
determinacion de los Marcadores de Remodelado dseo; la segunda parte
consta en la obtencion de una muestra de sangre en ayunas para la
determinacion del Perfil Lipidico, Hormonal, tres Marcadores de Formacion y
dos de Resorcion Osea y la recoleccidn de la primera orina de la mafiana de
cada paciente para el respectivo marcador de resorcion; de acuerdo a

formularios de registro para su posterior procesamiento.
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B. DESCRIPCION DEL AMBITO DE INVESTIGACION.

El procesamiento de las muestras de sangre obtenidas, se realizd en el
Laboratorio de Bioquimica Clinica y Biomedicina experimental del Instituto de
Servicios de Laboratorio de Diagnostico e Investigacién en Salud SELADIS,
ubicado en la Avenida Saavedra N° 2224. Esta institucion es un laboratorio de
tercer nivel, que realiza determinaciones analiticas complementarias,
centrandose siempre en que todos los procedimientos, desde la toma de muestra,
su analisis, validacion y reporte, conserven y reflejen fielmente los valores
encontrados, para lo cual el SELADIS cuenta con los més altos estdndares de
calidad para ofertar procedimientos, recursos técnicos y cientificos que
contribuyen a resolver problemas especificos de diagndstico y seguimiento en

diversas patologias.
C. DETERMINACION DE LA POBLACION EN ESTUDIO.
1. Descripcion.

El universo de estudio, fue integrado por mujeres post-menopadsicas,
comprendidas entre las edades de 46 a 61 afios referidas por primera vez a
consulta ginecoldgica privada’, pero con cambios climatéricos evidentes que
motivan la consulta clinica. De las cuales el 65% proceden del centro y el
35% de la zona sur de la ciudad de La Paz.

Para la seleccion de la poblacion a partir de este universo se tomaron en

cuenta los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

*Consultorios médicos MEDICENTRO, CENTRO MEDICO GALENUS y consultorio de

ginecologia y obstetricia de la Clinica Alemana
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a. Criterios de inclusion:

e Mujeres post-menopausicas (la menopausia fue definida como la ausencia
de menstruacion con por lo menos 12 meses de amenorrea espontanea)

e Mujeres post-menopadsicas que cuenten con historias clinicas que avalen
el cese de la funcion ovarica clinicamente al menos 1 afio antes del
estudio.

e Se incluyeron también seis mujeres en edad fértil de 20 a 31 afios
(clinicamente sanas), para evidenciar mejor los cambios en la poblacion
en estudio; las cuales asistieron a la consulta ginecoldgica respectiva y
contaron con historias clinicas que descartaron alteraciones
ginecoldgicas, y del metabolismo lipidico y 6seo (el nimero reducido de

mujeres en este grupo se debid al costo de los reactivos)

b. Criterios de exclusion:

e Mujeres que estén en tratamiento con farmacos hipolipemiantes y/o con
Terapia de Reemplazo Hormonal

e Mujeres que segun su historia clinica presenten indicios de enfermedades
hepaéticas crénicas, e insuficiencia renal.(que influencian en los niveles de
los marcadores de remodelado 6seo)

e Mujeres con menopausia precoz (antes de los 35 afios)

e Mujeres que no consientan su participacion en el estudio

2. Célculo del tamarfio muestral

Los criterios que se tomaron en cuenta de acuerdo al tipo de estudio son: el nivel
de significancia estadistica, cuyo valor aceptado es 95%; la precision (d) igual a

5% y la prevalencia (P) de que ambas patologias (riesgo cardiovascular y
osteopenia) se presenten en una misma paciente en esta etapa bioldgica, la cual

segun informacidn disponible en otros estudios realizados en paises vecinos P es
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igual a 4%. De acuerdo a la pirdmide poblacional proporcionada por el Instituto
Nacional de Estadistica, INE de 2010 ®, en nuestro pais contamos con 440 000
mujeres post-menopadsicas, a partir de las cuales se calculé nuestro tamafio
muestral, mediante el paquete estadistico EpiDat para el calculo respectivo: por
lo tanto en el estudio se tomaron en cuenta una muestra de 60 mujeres post-

menopadsicas.

.EJECUCION DE LA RUTA CRITICA

Tomando en cuenta los criterios de inclusion/exclusion anteriormente
mencionados y mediante la revision de historias clinicas y la realizacion de
cuestionarios a cada una de las pacientes, se determind la poblacién de estudio, la
cual estard conformada por 60 mujeres post-menopausicas, de las cuales se
obtuvieron todos los datos pertinentes mediante un registro (ANEXO 2).

Para la obtencion de la muestra de sangre venosa, se explicd detalladamente a
cada paciente que debe acudir al laboratorio en ayuno de 12 a 14 horas, evitando
la ingesta de alimentos ricos en grasas y bebidas alcohdlicas por lo menos 24
horas antes de la toma de muestra. Asi como también se instruy6 acerca de la
recoleccion adecuada de la primera orina de la mafiana.

Las muestras de sangre y de orina obtenidas para la determinacién del Perfil
lipidico, hormonal y los marcadores de remodelado 6seo, fueron procesadas en el
Laboratorio de Biomedicina experimental y Bioquimica Clinica del Instituto
SELADIS. Respecto a la DMO (Densitometria Osea), la densidad osea, fue
medida a cada paciente en la Columna Lumbar (promedio L2-L4) y Cuello
femoral lzquierdoy Derecho por el por el médico especialista, mediante DEXA
(Dual energy X-ray absorptiometry).

89


http://es.wikipedia.org/wiki/Instituto_Nacional_de_Estad%C3%ADstica_de_Bolivia
http://es.wikipedia.org/wiki/Instituto_Nacional_de_Estad%C3%ADstica_de_Bolivia

ESTRATEGIA DE EJECUCION Y RUTA CRITICA

TOMA DE
SELECCION DE MUESTRAS
|_DA_C|ENTES_ (sangre en ayunas y la
(Criterios de Inclusion primera orina de la
y exclusion) mafiana)
(@]
23
Determinacion: T B
Re‘."S'O.” de Perfil Lipidico 'z %
Historias S g
( Determinacion: 5273
l Indice o3 =
038
( - =7
Determinacién de
Marcadores de
Remodelado
Medicion de 4 <
DMO en columna Determinacién de P
lumbar y cuellos Hormonas Eje :
femorales gonadal femenino i
mediante DEXA \
J
™

RESULTADO DE LA
PEUEBA CLINICA NOIOY 139400 RESULTADOS DE
(imagenoldgica) LABORATORIO
J

Definicion de la correlacion entre las
pruebas de laboratorio y con la DMO

CONCLUSIONES

90



La calibracion del equipo, incluyé procedimientos diarios de estandarizacion
mediante un patron de referencia o fantomas (aparatos utilizados para el
calibrado de equipos de imagen y que contiene, en su interior, elementos de
caracteristicas similares a los del organismo) de calibracion con los que se
compara la masa dsea de la region explorada, un mantenimiento regular y una
atencion cuidadosa en la colocacion del enfermo.

Se utilizé siempre el mismo densitometro 0seo en todas las pacientes para evitar
la variabilidad en los resultados entre equipos de un mismo fabricante.

Junto a la calibracién diaria del equipo, el profesional especializado realizé en
forma rutinaria medidas de fantomas de columna. Previamente al inicio de la
Investigacion se obtuvo wuna curva de calibracibn en base a 25
mediciones secuenciales. Este control de calidad se realizo antes de estudiar

cada paciente, debiendo estar el valor en +/-1,5%, para que se considere 6ptimo.

A todas las pacientes, se les explico el objetivo del estudio, solicitandoles su
autorizacion mediante consentimiento informado para aplicarles el modelo de

recoleccion de dato primario (ANEXO 1)

. ASPECTOS ETICOS

Las pacientes involucradas en este estudio, dieron su consentimiento informado
en los términos convencionales para el uso de sus muestras bioldgicas en
investigacion.

En retribucion, las pacientes seran beneficiadas mediante la determinacion del
Perfil Lipidico, Hormonas del eje gonadal y Marcadores Bioquimicos Oseos bajo
su consentimiento; para determinar en ellas el Indice aterogénico y el
Remodelado 0seo.

No se presentan riesgos de ningun tipo para el paciente ya que la muestra de

sangre fue obtenida por personal capacitado.
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La descripcion precisa el proposito del estudio, los procedimientos o técnicas que
se utilizaron para el procesamiento de las muestras y la duracion del mismo fue
comunicada por escrito a las pacientes, mediante un consentimiento informado.
(ANEXO 1)

La informacion obtenida de las pacientes mediante cuestionario asi como los
resultados obtenidos, fueron manejados con estricta confidencialidad.

Una vez culminado el estudio, los resultados obtenidos fueron reportados y

entregados a las pacientes involucradas en el estudio

MATERIAL Y METODOS

1. Métodos para la determinacion del Perfil lipidico, Hormonal vy

Marcadores 6seos

a. Fundamento: Perfil Lipidico

La determinacion de las concentraciones de Colesterol, Triglicéridos y HDL-
colesterol se realiz6 por el método enzimatico colorimétrico de Trinder. La
determinacion de la concentracion de la fraccién LDL-colesterol, se obtuvo
utilizando la formula de FRIEDWALD

Determinacién de colesterol total: Para la determinacion de colesterol total

se utilizan reactivos comerciales que incluyen las enzimas y sustratos
necesarios para la cuantificacion de todas las formas de colesterol presentes en
el suero

Las reacciones que tienen lugar son:

CHE

Esteres de colesterol + H;O — Colestercl + Ac. Grasos
CHOD

Colesterol + Oz + H;O — Colestenona + H;0;
POD

H:O; + Fenol + 4-AP —  Quinona + H;O
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Una colesterol estearasa (CHE) hidroliza los ésteres de colesterol a colesterol
y &cidos grasos libres.

A continuacion una colesterol oxidasa (CHOD) oxida todo el colesterol a
Colesten-ona y peroxido de hidrégeno.

El perdxido de hidrogeno es sustrato de una peroxidasa (POD) que junto con
4-amino fenazona (4-AP) da lugar a la formacion de una quinona roja. La
quinona formada es proporcional a la concentracion de colesterol en la

muestra.

Determinacion de triglicéridos: Para la determinacion de triglicéridos en

suero se utilizan reactivos comerciales que incluyen las enzimas y sustratos
necesarios para la cuantificacion por espectrofotometria visible.

Las reacciones que tienen lugar son:

Lipasa

Triglicéridos + HzO — Glicerol + Ac. Grasos
GK

Glicerol + ATP — Glicerol-3-P + ADP
GPOD

Glicerol-3-FP + O; — Dihidroxiacetona + HzO:
POD

HzC: + p-clorofencl + 4-AP — Cuinona + H:O

Una lipasa hidroliza los triglicéridos dando glicerol mas &cidos grasos libre.

El glicerol formado es sustrato de una glicerol quinasa que en presencia de
ATP lo fosforila a glicerol 3P.

El glicerol 3P es oxidado a dihidroxiacetona por una glicerol fosfato oxidasa
dando también perdxido de hidrégeno.

El perdxido de hidrogeno junto con los cromdgenos p-clorofenol y 4-AP son
sustrato de una peroxidasa para formar una quinona roja cuantificable a
505nm. La quinona formada es proporcional a la concentracion de

triglicéridos presente en la muestra.
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Determinacién de HDL -colesterol: Para la determinacién del colesterol

presente en las principales lipoproteinas que lo contienen como HDL
(lipoproteinas de alta densidad) y LDL (lipoproteinas de baja densidad), es
necesario:

Primero, la separacion selectiva de la lipoproteina correspondiente con
agentes precipitantes.

Segundo, la cuantificacion del colesterol presente en dicha lipoproteina como
se indico anteriormente. (VVéase determinacion de Colesterol total)

Entre estos reactivos precipitantes esta el polietilenglicol que precipita a las
LDL y VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) mientras que las HDL

permanecen en solucion.

Determinacion de LDL-colesterol: mediante la formula de FRIEDWALD,

siempre y cuando los valores de triglicéridos sean menores a 500 mg/dL. En el
estudio no se presentaron valores de triglicéridos mayores a 500, por lo que se

aplicé la férmula para todas las pacientes.

LDL-colesterol = Colesterol total - HDL-colesterol — Triglicéridos/5

Determinacién del indice aterogénico: llamado también de Castelli es el

gue presenta la menor superposicion de poblaciones. De esto se deduce el alto
poder discriminador de enfermedad coronaria que presenta el indice colesterol

total/ colesterol-HDL, ademas de una gran capacidad predictiva.

indice de riesgo aterogénico: Colesterol Total / HDL-colesterol
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b. Fundamento: Marcadores 6seos y Hormonas del eje gonadal femenino

La determinacion tanto de los marcadores 6seos como de las hormonas se
realizd por ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzima; es una técnica de inmunoensayo en la cual

un antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una

enzima capaz de generar un producto detectable como cambio de color.

MARCADORES | TIPO DE ELISA FUNDAMENTO
DE
FORMACION
Fosfatasa alcalina | ELISA de captura | Utiliza un anticuerpo monoclonal
Osea ( BAP) anti-BAP recubierto en la placa para

capturar la BAP de la muestra. La
actividad enziméatica de la BAP
capturada se detecta con un sustrato
pNPP.(Fosfato de p-nitrofenil

Osteocalcina ELISA Utiliza placas recubiertas con
(0C) competitivo osteocalcina, un anticuerpo anti-
osteocalcina de ratén, un conjugado
de
IgG-fosfatasa alcalina anti-raton y un
sustrato pNPP para cuantificar la OC
en las muestras de suero
Propéptido ELISA tipo Utiliza un anticuerpo anti-CICP
Carboxi-terminal | sandwich monoclonal recubierto sobre la placa,

del colageno tipo
| (CICP)

un antisuero anti-CICP de conejo, un
conjugado de fosfatasa alcalina anti-
conejo de cabra y un sustrato pNPP
para la cuantificacion de CICP en
Suero.

MARCADORES
DE
RESORCION

TIPO DE ELISA

FUNDAMENTO

Fosfatasa acida
tartrato resistente
TRAP

ELISA de dos pasos
de captura directa

Utiliza 2 anticuerpos monoclonales
Trk49 y Trk62, el primero se une a
fragmentos inactivos de TRAP5b,
haciendo que el segundo esté
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disponible para unirse a TRAP5b
activa en la placa.

Enlaces cruzados
de Piridinolinas
(PYD)

ELISA competitivo

Utiliza un anticuerpo monoclonal
anti-enlaces cruzados de piridinio
para medir el PYD en orina. Las
PYD de la muestra compiten por el
anticuerpo con PYD recubierto en la
placa. La reaccion se detecta con

un sustrato pNPP

Telopéptidos
Amino terminal
del colageno tipo
I (NTX)

ELISA de inhibicion
competitivo

Un epitope de NTx esta unido a la
celda, la muestra es afiadida seguida
de un anticuerpo monoclonal
marcado con peroxidasa de rabano.
El NTx de la muestra compite con el
de la placa por un sitio de unién al
anticuerpo

HORMONAS

TIPO DE ELISA

FUNDAMENTO

Estradiol (E2)

ELISA competitivo

Utiliza un anticuerpo monoclonal
anti estradiol. El estradiol de la
muestra compite por el anticuerpo
con el estradiol recubierto en la
placa. La reaccion se d6etecta con
un sustrato especifico.

Hormona ELISA tipo | Utiliza un anticuerpo anti-LH
Luteinizante sandwich monoclonal recubierto sobre la
(LH) placa, un antisuero anti-LH de
conejo, un conjugado de anti-conejo
de cabra y un sustrato especifico
para la cuantificacion del LH en la
muestra.
Hormona ELISA tipo | Utiliza un anticuerpo anti-FSH
foliculo sandwich monoclonal recubierto sobre la
estimulante placa, un antisuero anti-FSH de
(FSH) conejo, un conjugado de anti-conejo

de cabra y un sustrato especifico
para la cuantificacion del FSH en la
muestra.
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Los reactivos utilizados en el procesamiento de las muestras y sus
instrucciones al igual que los materiales y equipos utilizados se detallan en el
ANEXO 4 del presente trabajo.

Antes de proceder con el método durante el proceso analitico se realizé un
control de calidad preventivo.

c. Control de calidad preventivo.

Para efectuar el control de calidad preventivo se tomo en cuenta criterios de
confiabilidad y practicabilidad.

1) Ciriterios de practicabilidad

» Se evalué la solidez, seguridad del método, relacion costo/beneficio y

el tiempo de ejecucion del mismo.

2) Criterios de confiabilidad

» Se verificd el buen funcionamiento del analizador semiautomaético
(Stat fax Teco Diagnostics TC-84) y del lector de ELISA
AWARENESS previa calibracion de los mismos, al igual que el
mezclador automético o shaker  (Awareness) y el bafio maria

(Menamert)

» Se verific6 que el material fungible a utilizar estuviera
escrupulosamente limpio para la determinacién del perfil lipidico y
hormonas; y se utiliz6 material nuevo para la determinacion de los

marcadores 0Seos.
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» Se verifico también la integridad, fecha de vigencia y conservacion de

los reactivos.

» Para evaluar la confiabilidad del método , se calculd el coeficiente de
variacion y la linealidad de los pardmetros del perfil lipidico,

marcadores 6seos y hormonas, los cuales se detallan a continuacion:

> Calibracion y linealidad: se realizaron las curvas de calibracion de
los marcadores 0seos y hormonas para determinar la linealidad del
método, para lo cual se utilizaron calibradores de diferentes
concentraciones (sueros de viscosidad y caracteristicas similares al
plasma de concentracion conocida) provenientes del kit. Por tratarse

de un método inmunoquimico, fue necesario linealizar las curvas de
calibracion obtenidas mediante un software de cuantificacion
(BestCurFit que calcula los parametros de 12 curvas usando el
método Lineal de los Minimos Cuadrados, ajustando cada curva a
los datos del usuario. Las ecuaciones no lineales fueron linealizadas.
Los parametros obtenidos se usan para el procedimiento de
optimizacion usando el algoritmo simple y el de Gauss-Newton. Si
esto no deriva en una solucién, la curva se optimiza con el método
Monte Carlo. Se estima la exactitud del ajuste.) con una ecuacién de
ajuste de curva de calibrado de los parametros para analizar los
resultados, se calcul6é también el coeficiente de correlacion lineal
“r” y cuadratica “p?» (ANEXO 6 y 7). En el caso de los pardmetros
del perfil lipidico, las curvas de calibracién de los mismos ya se

encontraban establecidas por ser pruebas de rutina en el laboratorio.

» Coeficiente de variacién (CV): fue calculado para evaluar la
Precision analitica y la reproducibilidad de los métodos utilizados.

Para calcular el CV de los parametros del perfil lipidico (colesterol,
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HDL-colesterol y triglicéridos), se recolecto y prepar6é el POOL DE
SUEROS, de aquellos remanentes sueros humanos empleados en los
dosajes de rutina, que no presentaban ictericia, hemolisis ni lipemia.
Para luego iniciar con el Periodo Previo, para lo cual se realizaron
determinaciones durante 20 dias consecutivos, al cabo de ese tiempo se
calcul6 el CV de cada uno de los parametros, el cual fue menor al 5%
(ANEXO 8), aceptable para establecer la grafica de Control de
Shewart Jennings, la cual considera los limites de control a un nivel de
probabilidad correspondiente a 95%.

Para los marcadores 6seos y hormonas se ensayaron los sueros
controles alto y bajo del kit. La técnica utilizada reporta que se
realizaron 10 determinaciones de cada control para calcular el
Coeficiente de Variacion (C.V.) de cada metabolito, los cuales fueron
menores al 10%, aceptable para métodos inmunoquimicos (ANEXO
8). No se realizaron estas determinaciones de reproducibilidad en el
laboratorio, lo cual daria lugar a cierto grado de variacion e
incertidumbre; esto debido al costo del reactivo y porque se contaba
con la cantidad exacta del mismo para las determinaciones de cada
paciente y los controles respectivos. Para minimizar el grado de
dispersion inter-ensayo 0 reproducibilidad se realizaron las
determinaciones en un solo dia, en las mismas condiciones de tiempo,

equipo y operador.

d. Determinacién del Perfil lipidico, marcadores 6seos y hormonas.

Técnica manual: Para la realizacion de la técnica manual, se efectud un
control de calidad permanente tomando en cuenta las fases del proceso
analitico, para evitar fuentes potenciales de error durante el procesamiento

de las muestras.
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1) Fase pre- analitica

> Criterios de aceptacion de la muestra: para aceptar tanto las
muestras de sangre como las de orina, se verificd que todas las
muestras estén bien identificadas, ademés del cumplimiento de las
instrucciones dadas previamente a las pacientes (ANEXO 3) que
conformaron la poblacion en cuanto a la manera correcta de
recoleccion de la muestra de orina, asi como el horario de la toma de
muestras, debido a la variacién circadiana que muestran los
marcadores 0seos, se ha establecido el horario de obtencion de las
muestras entre las 8 y 10 de la mafiana, tras un ayuno de 12 horas.
Cada una de las pacientes cumplié con los criterios mencionados
anteriormente, por lo que las muestras fueron aceptadas para continuar
con su procesamiento. Se rechazaron muestras hemolizadas y que no

cumplieron con los criterios anteriormente mencionados.

> Interferentes en la muestra sanguinea y orina: principalmente la
hemdlisis y el uso de anticoagulantes, interfieren en el andlisis de
lipidos circulantes, marcadores 6seos y hormonas. Asi también, ciclos
repetidos de congelacion y descongelacion del suero, interfieren en la
medicion de los marcadores 6seos. En nuestro caso, estas condiciones
fueron controladas ya que se trabajo suero y se congelaron varias
alicuotas de las muestras (para los marcadores 6seos especialmente)
para asi evitar multiples ciclos de congelamiento y descongelamiento.
No se presentd ningun caso de muestra hemolizada.
Otros factores que interfieren en la muestra sanguinea a tomar en
cuenta especialmente en los constituyentes del perfil lipidico y los

marcadores 0Seos son:
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Medicamentos: aspirina en concentraciones mayores a 350 ug/ml,
interfiere en la determinacion de BAP especialmente.

Alcohol, tabaco: En el caso del alcohol, los efectos dependen del
consumo. Un consumo maximo aumenta el colesterol ligado a
lipoproteinas de alta densidad (cHDL). Los fumadores tienen mayor
concentracion de triglicéridos y colesterol ligado a lipoproteinas de
baja densidad (cLDL). Los efectos dependen cuantitativamente del
consumo. Se recomienda no variar el consumo alcohélico y tabaquico
habitual antes de la obtencion de las muestras.

Ejercicio: El nivel de ejercicio habitual debe mantenerse sin cambios
antes de las extracciones, aunque se debe evitar cualquier ejercicio
extenuante o no habitual 24 horas antes. El ejercicio intenso,
especialmente de tipo aerébico, modifica los constituyentes lipidicos y
disminuye especialmente las concentraciones de triglicéridos y
aumenta las de cHDL.

Todos estos factores fueron tomados en cuenta y explicados

previamente a las pacientes para evitar interferentes.

Se registrd a cada una de las pacientes segun el modelo de recoleccion
de dato primario, para luego proceder a la toma de muestra de sangre.
Se verifico la identificacion de las pacientes, cuidando que el nombre
y el cddigo coincidan tanto con la muestra de sangre como con la de

orina.
Las muestras de sangre y las de orina recolectadas por los pacientes

fueron transportadas al laboratorio para su procesamiento, en

transportadores adecuados para evitar derrames.
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> Pre-tratamiento de las muestras, las muestras de sangre fueron

centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos para obtener suero (no
hemolizado), el cual fue alicuotado en 3 tubos eppendorf diferentes
adecuadamente identificados manteniendo los nombres y codigos de
las pacientes, para el perfil lipidico, marcadores 6seos y hormonas
respectivamente. La muestra de orina, se homogenizé previamente

para de igual manera ser alicuotada, para su posterior procesamiento.

Conservacién de las muestras, las muestras de sangre pre-tratadas y
las muestras de orina se conservaron a una temperatura de 2 a 8 °C
durante 1 semana, evitando ciclos de descongelacion, tiempo en el cual
se tomaron las muestras de todas las pacientes para luego ser
procesadas en conjunto; esto para minimizar el grado de dispersion en
la reproducibilidad y evitar un gasto excesivo de controles, debido al
elevado costo de los reactivos, especialmente de los marcadores 6seos
y hormonas. En el caso de los parametros del Perfil lipidico, las

muestras fueron procesadas al dia, durante 7 dias.

2) Fase analitica.

Las muestras de suero como las de orina fueron atemperadas a
temperatura ambiente, conservando el niumero y cédigo del paciente, y
ordenadas de manera secuencial.

Se llevd los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso. El

procedimiento a seguir para cada metabolito esta descrito

detalladamente en el ANEXO 5.

Para la determinacion del Perfil Lipidico, las muestras de las pacientes

fueron introducidas dentro de la serie analitica utilizada en quimica

sanguinea, para el respectivo control de calidad interno.
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BLANCO | ESTANDAR | CONTROL | CONTROL MUESTRAS
DE DE
PRECISION | EXACTITUD

Precision analitica: para el Control de precision: se trabajo con el
Pool de sueros elaborado por el propio laboratorio: el cual consta de
valores de analitos del perfil lipidico dentro de la normalidad, pero de
concentracion desconocida. Este pool fue procesado de manera
conjunta con las muestras de las pacientes dentro de la serie analitica,
el valor del pool fue ploteado en la Gréfica de Shewart-Jennings Levy,
este valor se encontrd dentro de las +/-2DS para de esta manera validar
los resultados ( ANEXO 9).

Exactitud analitica: se utilizd el suero control de exactitud TC-TROL
NORMAL de concentracién conocida de la linea TECO para evaluar
exactitud e inexactitud del método en caso de los parametros del perfil
lipidico. En caso de los métodos inmuno-quimicos como los
marcadores 6seos y las hormonas, el nivel aceptable de exactitud
analitica reportado es del 96%, lo cual demuestra que el sistema
cumplié con los requisitos de exactitud aceptados para este tipo de
método analitico. Se utilizaron los controles liofilizados altos y bajos
provenientes del kit comercial ademés de un calibrador. (ANEXO 10)
Para la determinacion de los Marcadores Oseos y Hormonas del eje
gonadal femenino, cuyo procedimiento se detalla en el ANEXO 5, se
realizé previamente la verificacién del método mediante la elaboracion
de curvas de calibracion (ANEXO 6 Y 7) como se menciono en la
parte de Confiabilidad del método.

Una vez elaboradas las curvas de calibracion, se emplearon muestras

de pacientes en edad fértil como controles internos y un control alto y
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bajo de concentracion conocida provenientes del Kit comercial, para el
respectivo control de calidad.

Los resultados preliminares obtenidos, fueron ploteados en las curvas
de calibracion respectivas, para de esta manera obtener la

concentracion de las muestras.

3) Fase post-analitica: comprende desde la interpretacion de los resultados

obtenidos hasta la entrega final del informe

Se procedié a la Validacion de los resultados obtenidos de los
parametros del perfil lipidico mediante el control de precisién (valor
hallado en negrillas para el pool de sueros se encontr6 dentro de las +/-
2DS) (ANEXO 10), tal como se observa en las graficas de Shewart-
Jennings Levi, de los parametros del perfil lipidico (ANEXO 9) y
exactitud (el valor hallado en negrillas se encontrd dentro del rango
establecido por el kit comercial) (ANEXO 10), ya mencionados en la
fase analitica, tomando en cuenta los criterios de confiabilidad:
concordancia y plausibilidad. Cabe recalcar que las determinaciones

del perfil lipidico se realizaron durante 7 dias.

Para la Validacion de los resultados de los marcadores 6seos y
hormonas, la concentracion obtenida desde las curvas de calibracion
correspondientes, fueron evaluados segun los controles altos y bajos y
un calibrador utilizados de cada kit, como también las muestras de
mujeres en edad fértil, las cuales presentaron valores dentro del rango
de referencia (ANEXO 10). Cabe recalcar que tanto los marcadores
6seos como las hormonas fueron procesadas en las mismas
condiciones de equipos, operador y tiempo, ya que una vez reunidas
fueron procesadas en conjunto, para evitar el gasto de celdas de

reaccion y controles.
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2. Valores de referencia de los metabolitos determinados

Valores de referencia de los parametros que conforman el perfil lipidico:

Colesterol total
Triglicéridos
LDL-c

HDL-c

Indice
Aterogénico

Riesgo
moderado
Riesgo elevado

Deseables Limites
(mg/dl) (mg/dl)
Menor a 200 200 — 239
30 - 150
130 - 159
30-85
Menor a 4.5
45-5
Mayor a 5

Valores de referencia Marcadores de Remodelado Oseo:

Fosfatasa acida:
(TRAP 5b) U/L

Telopéptido Amino terminal:
NTx nM ECO

Piridinolinas: PYD nmol/I

Fosfatasa alcalina 6sea:
BAP U/L

Osteocalcina: OC ng/ml

Propéptido Carboxilo terminal:

CICP  ng/ mi

Mujeres Edad Fértil
15-43

Post-menopausia:
2.8-538

Mujeres Edad fértil:
6.2 -19

Mujeres Edad fértil:
16 — 37

Adultos: 11.6 — 29.6
Adultos: 3.8 - 30

Adultos: 19 - 69
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Valores de referencia Hormonas del eje gonadal femenino:

ESTRADIOL F.Folic. temprana (-12 dias):31(ND-84)
F.foli. pre-pico (-4 dias): 133(34-400)
Medio Ciclo (-1 dia): 120-375

F. luteal temprana (+ 2 dias):50-155
F.luteal media (+ 6 dias):60-260

F.luteal (+12 dias):15-115
Post-Menopausica: ND(ND-93)
ND = No detectable

pg/mi

LH Fase Folicular: 4,6 (1,1-11,6)
mUlml Medio Ciclo: 39 (17-77)

Fase Luteal : 4,3 (ND - 14,7)
Post-menopausia: 24,9 (11,3 — 40)
Contracepcion oral: 1. 8 (ND-5.9)
ND = No detectable.

FSH Fase Folicular: 6,6 (3,0-14,4)
mul/ml Medio ciclo: 13,6 (5,8-21)

Fase luteal: 3,4 (1,2-9,0)
Post-menopausia: 90,5 (21,7-1536)
ND= No detectable

G. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

1. Recoleccion de datos
Los datos provenientes de las historias clinicas y de los cuestionarios
realizados a cada paciente se recolectaron utilizando un formulario y un
registro de pacientes (Ver anexo 2). Los datos obtenidos del procesamiento

fueron registrados en un formulario

2. Elaboracion.
a. [Etapa de revision
Se revisaron los datos obtenidos a través de los cuestionarios, aplicando el

registro analizado y verificando si el llenado del mismo es correcto.
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b. Etapa de clasificacion

Los resultados obtenidos, seran clasificados de acuerdo a las variables: edad,
tiempo de post-menopausia, DMO’s en columna, cuello femoral
izquierdo/derecho, concentracion de hormonas, concentracion de marcadores

de remodelado déseo y concentracion de lipidos y lipoproteinas.

c. Procesamiento estadistico y analisis de los datos

Se revisaron los datos obtenidos antes de ser introducidos al computador, para
luego aplicar estadisticos descriptivos (promedio, desviacion estandar,
frecuencias) e inferenciales utilizando los paquetes estadisticos SPSS 15 y
Microsoft EXCEL.

La relacion entre niveles de marcadores de remodelado 6seo, y las demas
variables fue analizada por analisis de regresion lineal.

Se utilizo el coeficiente de Pearson para determinar posible correlacion lineal
entre dos variables cuantitativas con un nivel de significacion del 5%, se

considerd p < 0,05 como significativa.

X. RESULTADOS

ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO

Las caracteristicas generales en cuando a edad, se observa en la Tabla 6, donde el

porcentaje de mujeres post-menopausicas se distribuyen casi de manera homogénea en

los grupos de edades. Sin embargo, cabe recalcar que el mayor porcentaje (29.8%) de

mujeres post-menopausicas, se encuentra distribuido entre las edades de 50 a 53 afos. Se

observa un menor porcentaje (21%) de mujeres post-menopadusicas entre las edades mas

avanzadas (58 — 61), lo cual indica que nuestro grupo de estudio, se constituye de

mujeres post-menopausicas relativamente jovenes.
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TABLA 6. Frecuencia y porcentaje de mujeres post-menopadsicas segin grupos de

Edades.
GRUPO DE Frecuencia %
EDADES
46 -49 14 22,90%
50 - 53 18 29,80%
54 - 57 15 25,90%
58 - 61 12 21.00%
Total 60 100%

Segun la Tabla 7, se observa que el nimero de mujeres post-menopadlsicas, esta

distribuido de manera mas dispersa en cuanto al tiempo transcurrido de post-

menopausia. Donde el 26.9% se distribuye entre los 2 a 4 y el 8.9% se encuentran en el

intervalo de mayor tiempo post-menopadsico (13 — 14).

TABLA 7. Frecuencia y porcentaje de mujeres post-menopausicas segun intervalos de

Tiempo de post-menopausia.

Tiempo de post- Frecuencia %
menopausia
(afos)
1 10 15,90%
(2-4) 17 26,90%
(5-6) 13 22,60%
(7 - 10) 9 14,80%
(11-12) 6 10,60%
(13- 14) 5 8,90%
Total 60 100%
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TABLA 8. Porcentaje de mujeres post-menopausicas que presentan DMO

(Densitometria 6sea) Normal, osteopenia leve, moderada y severa de columna,

femorales izquierdo y derecho.

Normal 70,90% 54,20% 54,30% 57,80%
Osteopenia leve 10,20% 21,80% 20,30% 24,00%
osteopenia moderada 15,20% 16,00% 18,70% 13,50%
Osteopenia severa 3,40% 8,40% 6,80% 5,10%
Total 100% 100% 100% 100%

La poblacién en estudio, estuvo conformada por mujeres post-menopausicas con DMO
normal y diferentes niveles de osteopenia (ninguna paciente presentd osteoporosis), por
lo que en la Tabla 9, se observa claramente que el mayor porcentaje de mujeres post-
menopadsicas presentaron DMO normal tanto en columna como en cuellos femorales
derecho e izquierdo, con un promedio de 57.8% en los tres sitios y un porcentaje bajo de
mujeres presentaron osteopenia severa en los tres sitios de DMO con un promedio de
5.10 %.

Se compararon las concentraciones de los marcadores 6seos en ambos grupos, lo cual se
observa en la Tabla 9, donde el promedio de la concentracién de los marcadores de
formacion en el grupo de mujeres en edad fértil se encuentra dentro del rango de los
valores de referencia, por el contrario el grupo de estudio constituido por la mujeres
post-menopausicas presentan valores de sus marcadores de formacion en el limite de
inferior del rango de referencia. En el caso de los marcadores de resorcion, el promedio
de la concentracion de los mismos en las mujeres en edad fértil se encuentra también en
el limite inferior del rango de referencia y en algunos casos por debajo del mismo.
Mientras que las mujeres post-menopausicas presentan concentraciones elevadas y en

algunos casos muy por encima del rango de referencia establecido. Cabe destacar, que
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los datos presentados especialmente en el grupo de estudio, son bastante dispersos, lo

cual se observa claramente en la desviacion estandar presentada en cada caso.

TABLA 9. Promedio de la concentracion de los Marcadores bioquimicos de

Remodelado 6seo en el grupo de mujeres en edad fértil y en el grupo de estudio (mujeres

post-menopausicas)

Promedio de la Dev,iacién Valor Valor Valor de
concentracién de BAP U/L | estandar minimo maximo referencia
Grupo en edad fértil 27,8 +/- 6,0 17,8 30,9 11.6-29.6
Grupo de estudio 14,9 +/- 5,3 6,1 27,4
Promedio de la Deviacion Valor Valor Valor de
concentracién de OC ng/ml | estandar minimo maximo referencia
Grupo en edad fértil 25,4 +/- 3,7 20 29,3 38-30
Grupo de estudio 10,1 +/- 4,8 2,7 27,2 '
Promeq!o dela Deviacion Valor Valor Valor de
concentracion de CICP . L L. .
estandar minimo maximo referencia
ng/mi
Grupo en edad fértil 40,5 +/-2,1 38,2 44,1 19 - 69
Grupo de estudio 15,4 +/-12,7 1,4 51,3
Promedio de la L
concentracion de TRAP Dev,|a0|on \{a!or \{al_or Valor d?
U/L estandar minimo maximo referencia
Grupo en edad fértil 0,62 +/-0,4 0,2 1,5 15-43
Grupo de estudio 2,13 +/-1,6 0,2 9,4 2,8-58
Promfa,dlo de la Deviacion Valor Valor Valor de
concentracion de NTx nM p . . )
estandar minimo maximo referencia
ECO
Grupo en edad fértil 14,5 +/- 3,4 10,2 19 6.2-19
Grupo de estudio 21,3 +/- 8,3 23 41,6 '
Promed_I,o de la Deviacion Valor Valor Valor de
concentracion de PYD , A L. )
estandar minimo maximo referencia
nmol/ml
Grupo en edad fértil 9,3 +/- 6,7 0,9 17,8 16 - 37
Grupo de estudio 70,6 +/- 49,9 5,4 212

110




TABLA 10. Promedio de la concentracion del Perfil lipidico en el grupo de mujeres en

edad fértil y en el grupo de estudio (mujeres post-menopausicas).

Promedio de la

- Deviacion
concentracion de estandar \{a!or V,al'or Valor dg
Colesterol mg/di minimo maximo referencia
Grupo en edad fértil 172,7 +/- 19,7 149,0 197,0 menor a 200
Grupo de estudio 235,5 +/- 48,9 139,0 364,0 200 - 239
Promedio .c!e la Deviacion Valor Valor Valor de
concentracion de . L L. )
N estandar minimo maximo referencia
Triglicéridos mg/dl
Grupo en edad fértil 1113 +/- 28,3 65 143 30- 150
Grupo de estudio 166,9 +/-72,3 60 500
Prome_dllo de la Deviacién Valor Valor Valor de
concentracion de LDL-c . P L. .
estandar minimo maximo referencia
mg/dl
Grupo en edad fértil 111,3 +/- 16,5 90 132 130 - 159
Grupo de estudio 162,6 +/- 42,6 75 264
Prome_dllo de la Deviacion Valor Valor Valor de
concentracion de HDL-c . P L. .
estandar minimo maximo referencia
mg/dI
Grupo en edad fértil 42 +/- 6,3 35 53 30-85
Grupo de estudio 39,5 +/- 8,3 21 56
Promeqllo de [a . Deviacion Valor Valor Valor de
concentracion de Indice , A g :
. estandar minimo maximo referencia
aterogénico
Grupo en edad fértil 4 +/-0,9 2,9 4,8 menor a 4,5
Grupo de estudio 6,3 +/-2,5 3 14,5 45-5

En el caso del Perfil lipidico presentado en la Tabla 10, se observa que en las mujeres en

edad fértil, el promedio de la concentracion de todas las moléculas del perfil lipidico,

ademas del indice aterogénico se encuentran dentro del rango de referencia establecido.

Lo contrario ocurre con las mujeres del grupo de estudio, las cuales presentaron

concentraciones de las moléculas del perfil lipidico muy por encima del rango de

referencia. Cabe destacar que existe casos en los que las mujeres del grupo de estudio,

presentan valores minimos de colesterol, triglicéridos e Indice aterogénico dentro del

valor de referencia, hecho que explica la dispersion de los datos representados por la

desviacion estandar.
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Determinacion de los Niveles de los Marcadores Oseos de Remodelacion en la
Poblacion en Estudio

Los cambios en la dindmica de remodelacion 6sea pueden ser determinados tanto por la
medicion de los denominados Marcadores de Formacion o los de Resorcion a nivel
bioguimico, como por la medicion de la masa 6sea por métodos densitométricos (DMO).
En este estudio, se efectuaron ambas mediciones en una poblacién de mujeres post-
menopausicas (N = 60) participantes en el estudio.

Los niveles de los marcadores estudiados: Fosfatasa Alcalina (BAP), Osteocalcina (OC),
Propéptido Carboxilo terminal del Colageno tipo | (CICP), Fosfatasa Acida Tartrato
resistente (TRAP), Telopéptido Amino terminal del Colageno tipo | (NTx) y
Piridinolinas (PYD) mostraron diferencias significativas con los del grupo de mujeres en
edad fértil que sirvieron como grupo control. La Figura 25 muestra dichos valores,
donde se aprecia que en el grupo estudiado (N=60) existe una vasta dispersién de
valores expresados en la amplia D.S que, como veremos mas adelante, se relaciona con
la edad y con otros pardmetros bioldgicos. Los datos obtenidos en la Densitometria*
(DMO) (Score T) se aprecian en la Figura 26, en la que pueden advertirse diferencias
entre los tres segmentos 0seos examinados.

También se pudo observar que no existen mujeres postmenopausicas que tengan
modificados todos sus marcadores bioquimicos, la mayoria tienen solo algunos y existen

otras que tienen todos sus valores dentro de los niveles normales (Fig. 27)

*La unidad de medida de la DMO es gramos de contenido mineral 6seo CMH (hidroxiapatita de
calcio), por &rea en cm?, con un valor normal de 0,97 y 1,28 CMH /[g/cm?]; los cuales se convierten a un
T-Score, el cual compara la Desviacion Estandar de la masa 6sea de la persona en estudio con respecto a
la media de adultos jovenes del mismo sexo; por esto consideramos una DMO normal cuando tiene un
valor comprendido entre +1 y -1 Desviaciones Estandar (DS) con respecto a la media de un adulto joven.
La baja densidad ésea u osteopenia, se establece cuando los valores de la DMO se encuentran entre -1y —
2,49 DS (T-Score). Los criterios de la OMS incluyen una cuarta categoria, llamada osteoporosis severa,
definida como una DMO por debajo de —2,5 DS.
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FIGURA 25. Promedio +/- 1D.S. de la Concentracion de los Marcadores de Formacion y de Resorcion en

las Mujeres Post-menopéausicas y en las Mujeres en edad Fértil participantes en el estudio.
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Valores de la Densitometria Osea
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FIGURA 26. Promedio +/- 1 D.S. del valor del Score T de las DMO’s en columna y cuellos femorales
Izquierdo y Derecho en las mujeres Post-menopausicas. Se hace notar que los valores que se muestran son

negativos y expresan la disminucién de la densidad en relacién a mujeres normales en edad fértil (S.T.=

0.0)
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FIGURA 27. Numero de Marcadores de Remodelado Oseo en la poblacién en estudio.
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ANALISIS ESTADISTICO INFERENCIAL

Correlacion entre los valores de los Marcadores Bioquimicos de Remodelado oseo y
la DMO.

Sabiendo que la DMO tiene el antecedente de ser un procedimiento ya validado en
nuestro medio, su ejecucion permitié determinar el Score T que fue importante como
parametro de referencia para evaluar o al menos constatar lo obtenido con los
procedimientos bioquimicos. Para esto, fue importante conocer el grado de correlacion
entre ambos tipos de biomarcadores, lo cual se realiz6 en la poblacion de mujeres post-
menopausicas (N = 60) participantes en este estudio. En este orden, los valores del
SCORE T de las imagenes densitométricas y los valores de los Marcadores Bioquimicos
fueron sometidos a procedimientos estadisticos de correlacion y regresion lineal. En las
graficas de regresion lineal entre DMO y Marcadores de Formacion (Fig. 28), es notable
la dispersion de los datos individuales en BAP y en CICP y no asi en OC, mostrando
este Gltimo, una nube de datos mas cercana a la pendiente, en relacion a los tres sitios de
la DMO.

Lo cual indica que a bajos niveles de masa 6sea ya se observa un decremento en la
concentracion de los marcadores de formacion; destacando BAP con un coeficiente de
correlacion mas elevado respecto a la DMO en columna. El decremento de los niveles de
esta enzima especifica de la actividad osteoblastica refleja un proceso de mineralizacion
Osea alterada, ya que pese a que los osteoblastos sintetizan propéptido de colageno,
colageno tipo | y proteinas no colagenas como la osteocalcina; este proceso de sintesis
no se da abasto, debido a un incremento en la resorcion 0sea, lo cual se ve reflejado en
una baja masa Osea especialmente en la etapa post-menopaudsica. El papel de los
estrégenos como se vera mas adelante, jugaria un rol importante en la activacion de los
osteoblastos, estos Gltimos debido a la disminucidn de estrogenos se ven alterados en su

funcion disminuyendo asi el proceso de formacion Osea.
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FIGURA 28. Regresion lineal entre las DMO’s de columna, cuello femoral izquierdo y derecho vs
Marcadores de Formacion Gsea: Fosfatasa Alcalina Osea (BAP); Osteocalcina (OC); y Propeptido

Carboxilo terminal del Colageno tipo I (CICP). El coeficiente “’r” se muestra en cada linea de tendencia.

116



Cuando se examina las gréficas de regresion (Fig. 29) entre la DMO de columna, cuellos
femorales izquierdo/derecho y los Marcadores de Resorcion, es posible notar un alto
grado de dispersion de los datos.
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FIGURA 29. Regresion lineal entre las DMO’s de columna, cuello femoral izquierdo y derecho vs
Marcadores de Resorcion Osea: Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP); Telopéptido Amino
terminal del coldgeno tipo | (NTX); y Piridinolinas (PYD). El coeficiente r se muestra en cada linea de
tendencia.
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En algunos casos, como el de TRAP en relacién con la DMO de los tres sitios
anteriormente mencionados (29a, 29b y 29c), el leve decremento de la linea de
tendencia de este marcador, a medida que aumenta la masa 0sea, depende solo de
algunos puntos (2 en este caso, representados en color rojo) muy alejados de la
pendiente normal, sin los cuales no existiria la correlacion negativa que se muestra en la
Tabla 11 (ver adelante); esta seria solo de r = 0 (grafica no mostrada). Por el contrario,
la correlacion se aprecia claramente entre los marcadores de resorcion NTx y PYD con
los tres sitios de DMO con un minimo grado de dispersion (Figs. 29d-29i).

Esta elevada correlaciéon entre NTx y PYD con los tres sitios de la DMO, los cuales
estan constituidos principalmente por hueso trabecular el cual presenta mayor actividad
metabolica en esta etapa post-menopausica, indica ya un predominio de la resorcion
reflejada por estos marcadores, los cuales son producto directo de la degradacion del

colageno tipo | éseo.

Todas las gréficas referidas anteriormente, se condensan en la Tabla 11, la cual nos
permite correlacionar los datos y apreciar la significancia estadistica (p). Se pudo
determinar, que los Marcadores de Formacion (BAP, OC y CICP), presentan un
coeficiente de correlacion diferente con la DMO practicada en diferentes huesos. Esta
correlacion fue de baja magnitud con la DMO en columna, y ostensiblemente mas
elevada con cuellos femorales izquierdo y derecho. Cabe destacar el caso del marcador
de aposicion BAP, por expresar un coeficiente de correlacion méas elevado (r = 0.6) en
los cuellos femorales comparado con los marcadores OC y CICP.

Por otra parte, los Marcadores de Resorcion, presentan una estrecha correlacion
negativa con las DMO’s medidas en columna, cuello femoral izquierdo y cuello femoral
derecho, con un coeficiente de correlacion elevado y altamente significativo (p < 0.01)
en todos los casos, excepto en TRAP, en el que se presenta correlacion negativa baja con
la DMO de columna (r =-0.4) y un *’»’”ain mas bajo con la DMO de cuellos femorales

(comparado con los demas marcadores de resorcion), pero sin dejar de ser significativo
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(p < 0.01). Es importante destacar que NTx y PYD, presentan simultaneamente el

coeficiente de correlacion mas alto en cuellos femorales derecho e izquierdo.

La presencia de niveles elevados de los marcadores de resorcion especialmente de NTx
y PYD y niveles bajos de los de formacion (BAP) en relacién con la DMO, indica ya un
desbalance en el proceso de resorcion y formacion 6sea, lo cual se ve reflejado en
columna y femorales, por ser estos sitios del esqueleto los que presentan mayor

actividad metabolica.

TABLA 11. Andlisis de correlacion entre Marcadores de Remodelado Oseo y

Densitometria Osea (DMO) en la poblacion de estudio.

DMO- DMO- DMOFEMORAL
COLUMNA FEMORAL DERECHO
IZQUIERDO

MARCADORES DE r p r P r p
FORMACION
BAP 04 0003** 0,6 0,000 06  0,000%*
oC 0,3 0,009** 04  0,001** 05  0,000%*
CICP 0,3 0,025* 05 0,000~ 04  0,000%*
MARCADORES DE
RESORCION
TRAP -0,4 0,005** -03 0,020* -0,3 0,045*
NTX -0,6 0,000 -0,7 0,000#* -0,7  0,000**
PYD -0,6 0,000 -0,7 0,000v* -0,7  0,000**

BAP = Fosfatasa Alcalina Osea (U/L), OC = Osteocalcina (ng/ml), CICP = Propéptido Carboxilo
terminal del Colageno tipo | (ng/ml), TRAP = Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (U/L), NTx =
Telopéptido Amino-terminal del Col&geno tipo | (nM ECO), PYD = Piridinolinas (hmol/l).

“r”’ coeficiente de Pearson

“p”’ nivel de significancia

*La correlacion es significativa a nivel 0,05

**La correlacion es significativa a nivel 0,01

Observando las figuras 29d, 29e y 29f referidas a la regresion entre NTx y las DMQO’s,
se advierte una concentracion de los puntos en los cuadrantes superior izquierdo e
inferior derecho. Obteniendo el promedio de estos tres sitios de DMO para realizar una

regresion lineal con la concentracion del marcador de resorcion NTXx, se observa una
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correlacion inversamente proporcional entre ambas variables, donde, ademas, se
destacan claramente dos grupos sobre la pendiente de la recta: el primero se define en el
cuadrante inferior derecho (puntos en azul), que comprende a las pacientes con

densidad 6sea normal y niveles de NTx dentro del rango de referencia.
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FIGURA 30. Regresion lineal entre la concentracion de NTx nM ECO y el promedio de las DMQO’s
(columna y femorales derecho e izquierdo) en la poblacion en estudio.

El segundo grupo ubicado en el cuadrante superior izquierdo, comprende a su vez dos
sub-grupos; el primero ubicado por debajo de la pendiente (puntos en negro) donde
niveles ligeramente elevados de NTx presentan baja densidad Osea, acercandose a
osteopenia severa. Por encima de la pendiente (puntos en rojo), se aprecia claramente a

aquellas pacientes en las cuales se observa un incremento progresivo de NTx, a medida
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que disminuye la densidad 6sea. En este ultimo grupo en particular, se observan niveles
marcadamente elevados de NTX, pero no asi una disminucién marcada de la densidad

Osea, ubicandose en el rango de osteopenia leve a moderada.

El mismo procedimiento explicado anteriormente (obtencion de los promedios de la
DMO en los tres sitios) se aplicé para PYD. La figura 31, muestra la regresion entre el
promedio de la DMO y la concentracion del marcador de resorcién PYD en orina; se

aprecia que los puntos conforman una curva de tendencia asintética (Fig. 31a).
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FIGURA 31. Regresion lineal entre la concentracion de PYD nmol/l y el promedio de las DMO’s

(columna y femorales derecho e izquierdo) en la poblacion en estudio

Una observacion minuciosa de la grafica, permitié destacar la presencia de dos

poblaciones claramente definidas (Fig. 31b); la primera constituida por los puntos

121



ubicados en la parte inferior del gréfico, los cuales se incrementan de manera leve pero
progresiva a medida que disminuye la densidad 6sea (r =0).

En cambio, el incremento del otro grupo (en la parte mas pendiente de la curva, r = -0.8)
es mas marcado en relacion al primero, alcanzando niveles muy elevados de PYD,

especialmente a partir de los 40 nmol/l.

Al proyectar cada segmento de la curva en dos rectas; se obtuvo una interseccion, que
coincide con el limite superior de los valores normales de PYD en orina de mujeres en
edad reproductiva. Esto permitié observar claramente que la mayoria de los datos que se
encuentran muy por encima de este punto de interseccién, estdn dentro del rango de

osteopenia leve a moderada.
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FIGURA 32. Regresidn lineal entre el logaritmo de la concentracion de PYD nmol/l y el promedio de las

DMO’s (columna y femorales derecho e izquierdo) en la poblacion en estudio.
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Solo obteniendo el logaritmo de la concentracion de PYD, se confirma la correlacion
lineal y directamente proporcional existente entre estas dos variables; con una minima

dispersion de los datos, tal como se observa en la figura 32.

Observando la Fig.30 es posible identificar poblaciones en cada cuadrante: en el
superior izquierdo se ubicarian los casos en que hay altos valores del marcador de
resorcion NTX y baja densidad 6sea; en el cuadrante inferior derecho los que tienen
valores normales de NTX y DMO en los parametros practicamente normales (mujeres
en edad fértil); en los otros dos cuadrantes solo algunos casos (cercanos a los otros
cuadrantes ya mencionados) con discrepancia (alto NTX y DMO normal o NTX normal
y DMO baja) entre valores. Lo encontrado anteriormente, explica el hecho de que
especialmente estos marcadores de resorcion 6sea (NTX y PYD) al ser productos
directos del metabolismo del colageno 6seo, reflejan el proceso de resorcién a nivel de
todo el esqueleto y no solo de sitios aislados; lo cual permitiria identificar con
antelacion a aquellas mujeres con pérdida rapida de masa Gsea. Para estudiar mejor este
hecho, nos basamos en el procedimiento de identificacion de estas sub-poblaciones, las
cuales tienen similitud a una tabla de contingencia que permite conocer la sensibilidad,
la especificidad, la exactitud y los valores predictivos de un procedimiento respecto a
otro. En el presente caso, si utilizamos los datos obtenidos para ser catalogado respecto
a los valores normales (obtenidos en mujeres en edad fértil), podremos explorar la
capacidad predictiva de los Marcadores Oseos, frente a lo que —por su nivel de
validacion— podria establecerse como la prueba de oro 0 “Gold Standard”: la DMO,
que clasifica a los sujetos segun cursen con diferentes grados de osteopenia. Para esto se
elaboraron tablas de contingencia, de cada uno de los Marcadores Oseos, lo que
permitié obtener la validez de estos Marcadores Bioquimicos Oseos, a través del calculo
de la sensibilidad, especificidad, asi como su capacidad: los valores predictivos positivo

y negativo.
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TABLA 12. Tabla de contingencia entre el promedio de las DMO’s y el Marcador de
Formacion Fosfatasa Alcalina (BAP)

DENSITOMETRIA OSEA BAP
Marcador | Normal | Osteopenia | Osteopenia | Osteopenia | Total | Sensibilidad | 68%
explorado Leve Moderada Severa
Especificidad | 94%
BAP 50% 12% 2% 1% 66%
Normal Exactitud 82%
BAP Bajo 3% 17% 8% 7% 34% | VPP* 0,90%
Total 53% 29% 10% 8% 100% | VPN** 0,77%

*VPP: valor predictivo positivo
**\VVPN: valor predictivo negativo

En la Tabla 12, el 66% de las pacientes presentaron niveles normales de este Marcador
de Formacion y 34% niveles bajos del mismo. Del 53% de pacientes con Densidad Osea
normal, 50%, presentd niveles normales y 3% niveles bajos de BAP. Se presentd
osteopenia leve en 29% de las pacientes, de las cuales 12% presentaron niveles normales
y 17% niveles bajos del mismo. De los 10% de pacientes con Osteopenia Moderada, 2%
presento niveles normales y 8% niveles bajos de BAP. Por ultimo, Osteopenia severa
presentaron 8% de las pacientes, de las cuales solo el 1% presentd niveles normales y
7% niveles bajos de este marcador. Por tanto, para este marcador, se encontrd, en

relacién a la DMO, una buena sensibilidad (68%) y elevada especificidad (94%).

En cuanto a la Osteocalcina (OC), el 87% de las pacientes presentaron niveles normales
de este marcador y 13.3% niveles bajos del mismo. Del 53.7% de pacientes con
Densidad Osea normal, 52%, presentd niveles normales y 1.7% niveles bajos de OC.
Osteopenia Leve se presento en 28.3% de las pacientes, de las cuales 25% presentaron
niveles normales y 3.3% niveles bajos del mismo. Se encontrd un 10% de pacientes con
Osteopenia Moderada de los cuales 6.7% presentaron niveles normales y 3.3% niveles
bajos de OC. Por ultimo, Osteopenia severa presentaron 8.3% de las pacientes, de las

cuales el 3.3% presentd niveles normales y 5% niveles bajos de este marcador. Por tanto,
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se evidencia una baja sensibilidad (25%) y una mediana especificidad (66%) de este

marcador

TABLA 13. Tabla de contingencia entre el promedio de las DMO’s y el Marcador de

Formacién Osteocalcina (OC)

DENSITOMETRIA OSEA oC
Marcador | Normal | Osteopenia | Osteopenia | Osteopenia | Total | Sensibilidad 25%
explorado Leve Moderada Severa —
Especificidad | 66%
52,0% 25,0% 6,7% 3,3% 87,0% -
o ’ ’ ’ ’ ° [ Exactitud 63%
OCBajo | 17% 3,3% 3,3% 5,0% 133% | VPP* 0,90%
0,
Total 53,7% 28,3% 10,0% 8,3% 1000% | VPN** 0,60%

*VPP: valor predictivo positivo
**VPN: valor predictivo negativo

TABLA 14. Tabla de contingencia entre el promedio de las DMQO’s y el Marcador de

Formacién Propéptido Carboxilo Terminal del Colageno tipo | (CICP)

DENSITOMETRIA OSEA CICP
Ma:cadcc;r Normal | Osteopenia Ost%oper&ia Ossteopenia Total || sensibilidad | 86%
explorado Leve Moderada evera
P Especificidad | 89%
0, 0, 0, 0, 0,
CICP 31,7% 5% 0% 1,7% 38,4% Exactitud 73%
Normal
CICPBajo | 21,7% 23,3% 10% 6,7% 61,7% || VPP* 0,65%
Total 53,4% 28,3% 10% 8,4% 100% || VPN** 0,83%

*VPP: valor predictivo positivo
**\V/PN: valor predictivo negativo

En referencia al Propéptido Carboxilo Terminal del Colageno tipo | (CICP), segun la
Tabla 14, el 38.4% de las pacientes presentaron niveles normales de este marcador y
61.7% niveles bajos del mismo. Del 53.4% de pacientes con Densidad Osea normal,
31.7%, de las mujeres post-menopausicas presentd niveles normales y 21.7% niveles
bajos de este Marcador de Formacion. Osteopenia Leve se presentd en 28.3% de las
pacientes, de las cuales 5% presentaron niveles normales y 23.3% niveles bajos del

mismo. Tenemos 10% de pacientes con Osteopenia Moderada, donde todas las pacientes
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presentaron niveles bajos de CICP. Por ultimo, Osteopenia severa presentaron 8.4% de
las pacientes, de los cuales solo el 1.7% presentd niveles normales y 6.7% niveles bajos
de este marcador. Se destaca, por tanto, elevadas sensibilidad (86%) y especificidad

(89%) de este marcador

En lo que se refiere a los Marcadores de Resorcion Osea, la Tabla 15, muestra lo que
acontece con la Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP): el 93% de las pacientes
post-menopausicas presentaron niveles normales de este marcador y solo el 7% niveles
elevados del mismo. Del 54% de pacientes con Densidad Osea normal, el 52% presentd
niveles normales y el 2 % niveles altos de TRAP. Osteopenia Leve se present6 en 28%
de las pacientes, de las cuales todas presentaron niveles normales del mismo. De 10% de
pacientes con Osteopenia Moderada, 8% presentaron niveles normales y 2% niveles
elevados de TRAP. Por ultimo, Osteopenia severa presentaron 8% de las pacientes, de
los cuales el 5% presentd niveles normales y solo 3% niveles altos de este marcador.
Todo lo anterior muestra que este marcador tiene una muy baja sensibilidad (11%) y
mediana especificidad (55%).

TABLA 15. Tabla de contingencia entre el promedio de las DMO’s y el Marcador de

Resorcion Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP)

DENSITOMETRIA OSEA TRAP
Marcador | Normal | Osteopenia | Osteopenia | Osteopenia | Total o
explorado Leve Moderada Severa Sensibilidad | 11%
Especificidad | 55%
TRAP 52% 28% 8% 5% 93%
Normal Exactitud 57%
TRAP 2% 0% 2% 3% % | [vpp 0.75%
Elevado
Total 54% 28% 10% 8% 100% | | VPN 0,55%

*VPP: valor predictivo positivo
**VPN: valor predictivo negativo

Por su parte, el marcador Telopéptido Amino-terminal del Colageno tipo I (NTx), como

se observa en la Tabla 16, el 63% de las pacientes presentaron niveles elevados y el
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37% niveles normales del mismo. Del 54% de pacientes con Densidad Osea normal,
37%, presentaron niveles normales y 17% niveles elevados de NTx. Osteopenia Leve se
present0 en 28% de las pacientes, de los cuales todas presentaron niveles elevados de
NTx. Tenemos 10% de pacientes con Osteopenia Moderada, de los cuales ningln
paciente presento niveles normales de NTx. Por ultimo, osteopenia severa presentaron
8% de los pacientes, de los cuales ninguno presento niveles normales de este marcador.

Se destacan la muy elevada sensibilidad (100%) y mediana especificidad (69%) de este

marcador

TABLA 16. Tabla de contingencia entre el promedio de las DMO’s y el Marcador de
Resorcion Telopéptido Amino-terminal del Colageno tipo | (NTX).

DENSITOMETRIA OSEA NTx

Normal Ostig\pl)gnia (Izﬂs;%%ﬁ)’gr&is Osstgssfgia Total Sensibilidad | 100%

NTx 37% 0% 0% 0% 37% Especificidad | 69%
Nﬁlr'lr;al 17% 28% 10% 8% 63% Exactitud 83%

Elevado VPP* 0,74%
Total 54% 28% 10% 8% 100% VPN** 1%

*VPP: valor predictivo positivo
**VPN: valor predictivo negativo

TABLA 17. Tabla de contingencia entre el promedio de las DMO’s y el Marcador de
Resorcion Piridinolinas (PYD)

DENSITOMETRIA OSEA PYD
Marcador | Normal | Osteopenia | Osteopenia | Osteopenia | Total A
explorado Leve Moderada Severa Sensibilidad | 96%
PYD 28% 1,70% 0% 0% 30% Especificidad | 63%
Normal g _ g g — [Exactitud__| 73%
PYD 25% 27% 10% 8% 70% VPP 0.64%
Elevado 9
53% 29% 10% 8% 100% | | VPN 0,94%

*VPP: valor predictivo positivo
**VPN: valor predictivo negativo

La Tabla 17, muestra que el 70% de las pacientes estudiadas presentaron niveles
elevados de Piridinolinas (PYD) en orina y un 30% niveles normales del mismo. Del

53% de pacientes con Densidad Osea normal, el 28%, presentd niveles normales y 25%
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niveles elevados de NTx. Osteopenia Leve se presentd en 29% de las pacientes, de las
cuales el 27% presento niveles elevados de PYD vy solo el 1.7% niveles normales. Del
10% de pacientes con Osteopenia Moderada, ninguno presento niveles normales de
PYD. Por ultimo, Osteopenia severa se observé en el 8% de los pacientes, de los cuales
ninguno presento niveles normales de este marcador. Se destacan la elevada sensibilidad
(96%) y relativa especificidad (63%) de este marcador.

La identificacion de estas diferentes subpoblaciones separadas por un punto de corte
(NTx =20 nM ECO y PYD = 40 nmol/l) por encima de los cuales, permiten identificar a
aquellas mujeres con pérdida rapida de masa 6sea, se complementan con la exploracion
de la capacidad predictiva de los marcadores 0seos, donde se destaca BAP (TABLA 12)
y CICP (TABLA 14) con una notable sensibilidad y especificidad en el caso de los
marcadores de formacion y los de resorcion NTx (TABLA16) y PYD (TABLAL17)
presentando estos ultimos una elevada sensibilidad y especificidad clinica, permitirian
independientemente de la DMO predecir pérdida de masa 6sea, no solo a nivel de sitios
especificos, sino que reflejarian eventos bioguimicos de formacion y resorcién a nivel de

todo el esqueleto.

Relacién entre Marcadores de Remodelado dseo, con la Edad y el Tiempo de post-

menopausia.

La dinamica aposicion/resorcion de hueso en mujeres post-menopadsicas, explorada por
la medicion de ciertos productos que componen y derivan del metabolismo 06seo,
muestra que existe una relacion directa tanto entre la Edad, como entre el Tiempo post-
menopausico (periodo que comienza luego de la menopausia con un lapso de 12 meses
de amenorrea espontanea) y la concentracion de dichos marcadores en suero y en orina.
En las figuras 33 y 34, se aprecia el porcentaje de la dinamica de variacion de dichos
marcadores respecto a la Edad y Tiempo transcurrido de post-menopausia. Para evaluar
esta variacion, tanto en la dinamica de incremento de los marcadores de resorcion
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(Fig.33), como en la de decremento de los de aposicion (Fig.34), fueron ajustados en
funcion a los valores de la concentracion de los marcadores de remodelado 0seo
medidos en mujeres en edad fértil; las cuales constituyeron el punto cero, apartir del cual
se contruyeron ambas graficas.
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FIGURA 33.- Porcentaje de la Dinamica de incremento de los Marcadores de Resorcion Osea seglin Edad
(33a) y Tiempo transcurrido de post-menopausia (33b). El porcentaje referente al promedio de cada
subgrupo que conforma el rango fue obtenido en referencia al promedio de los Marcadores de Resorcion
de seis mujeres control en edad fértil (Incremento cero).

En la figura 33a, se observa el incremento de los Marcadores de Resorcion: Fosfatasa
Acida Tartrato Resistente (TRAP U/L), Telopéptido Amino-terminal del Colageno tipo |
(NTx, nM ECO) y Piridinolinas (PYD, nmol/l), en relacion a los rangos de Edad y en la
figura 33b en relacion al Tiempo trancurrido de post-menopausia, los cuales estan
representados en intervalos. Ambas dinamicas son similares, ya que el porcentaje de
cada marcador de resorcion se incrementa de manera directamente proporcional. Sin
embargo, esta proporcionalidad se observa mas claramente en el marcado incremento de
PYD, tanto con la Edad como con el Tiempo transcurrido de post-menopausia,
destacando que en esta ultima el incremento de PYD es de manera escalonada y recién a
partir de los 2-4 afos. Por su parte, TRAP se incrementa respecto a la edad solo a partir
del rango de (50-53) afios; en cambio, cuando se estudia el cambio en el Tiempo post-

menopausico, es posible apreciar un incremento leve pero sostenido desde el inicio,
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hasta el intervalo de (7-10) afios, despues del cual este incremento disminuye
ostenciblemente. Acerca de NTXx, su incremento es muy leve y poco significativo en
ambos casos.

Los hechos anteriormente expuestos, explican que la dinamica tanto de incremento
como de decremento de los Marcadores 6seos respecto a la Edad y Tiempo de post-
menopausia, es heterogénea en los marcadores de resorcion, debido a la diferente
naturaleza metabolica de estos marcadores. Es asi que TRAP, al ser una enzima
especifica del osteoclasto, refleja su actividad resortiva por la presencia de focos de
osteopenia, los cuales no se incrementan con la edad ni con el tiempo de post-
menopausia, es por esto que se observa un incremento muy leve de la misma. Lo mismo
se observa en el marcador de resorcion NTX, el cual por su leve incremento, nos lleva a
pensar que su actividad de degradacién de colageno no depende de la Edad ni del
Tiempo post-menopadsico, sino méas bien del estado del remodelamiento y del tipo de
hueso a ser remodelado. Lo contrario sucede con PYD, cuyo marcado incremento
respecto a la Edad y Tiempo de post-menopausia depende exclusivamente del colageno

6seo maduro.

Cuando se observa el porcentaje de decremento de los Marcadores de Formacion:
Osteocalcina (OC, ng/ml), Fosfatasa Alcalina Osea (BAP, U/I) y Propeptido Carboxi-
terminal del Colageno tipo | (CICP, ng/ml), en relacion a la edad (Fig. 34a) y al tiempo
transcurrido de post-menopausia (Fig. 34b), se aprecia que el mayor decremento
corresponde a CICP. En relacion a la Edad, la dindmica de decremento de estos
marcadores es directamente proporcional y casi de forma paralela (Fig. 34a); en cambio,
en relacion al Tiempo de post-menopausia (Fig. 34b), OC solo disminuye a partir del
intervalo de 5-6 afios y CICP lo hace desde el inico hasta el intervalo de 11-12 afos,
incrementandose después. EIl decremento de BAP es leve pero sostenido en ambos

Casos.
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FIGURA 34. Porcentaje de la dinamica de decremento de los Marcadores de Formacion 6sea segun Edad
(34a) y segun el Tiempo transcurrido de post-menopausia (34b). El porcentaje fue obtenido en referencia
al promedio de los Marcadores de Formacion de seis mujeres control en edad fértil (decremento cero).

En cuanto al decremento paralelo de los marcadores de formacion, este dependeria
directamente del déficit estrogénico, por esta razon se observa una abrupta caida de los
mismos respecto al tiempo de post-menopausia. Todos estos procesos metabolicos, que
también fueron representados en las graficas de regresion lineal, serdn detallados a

cabalidad en el capitulo de discusion de este trabajo.

Para evaluar mejor la relacion directamente proporcional entre los marcadores éseos, la
edad y el tiempo de post-menopausia, se determind el coeficiente “7’’ mediante
correlaciones bivariadas; lo cual permitio evaluar el grado de relacion existente entre los
Marcadores de Remodelado 6seo, la Edad y el Tiempo de post-menopausia a nivel de
poblacion estudiada. Todas las correlaciones se muestran en la Tabla 18. Se observa que
existe una correlacion importante y estadisticamente significativa con los Marcadores de
Formacidn, tanto en relacién a la Edad y como con el Tiempo de post-menopausia. En
referencia a los Marcadores de Resorcidn, se aprecia claramente una alta correlacién
entre NTx y PYD, con la Edad (r = 0.7), (r = 0.6) y con el Tiempo de post-menopausia

(r = 0.6), (r = 0.5) respectivamente; siendo estos resultados estadisticamente
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significativos (p < 0.01). TRAP, muestra una muy leve tendencia con la Edad y ninguna
correlacion con el Tiempo de post-menopausia

No obstante que la Tabla 18 muestra una significancia estadistica importante; cuando se
observa el conjunto de datos de la grafica de regresion lineal es posible apreciar cierto

grado de dispersion de los datos especialmente en algunas regresiones.

TABLA 18. Correlacion entre Marcadores de Remodelado 6seo vs Edad y Tiempo de

Post-menopausia.

MARCADORES EDAD TIEMPO-
OSEOS POSTMENOPAUSIA

FORMACION r p r p
BAP -0,5 0,000** -0,5 0,000**
oC -0,4 0,001** -0,4 0,003**
CICP -0,4 0,001** -0,4 0,000**
RESORCION
TRAP 0,2 0,093 0,04 0,792
NTX 0,7 0,000** 0,6 0,000**
PYD 0,6 0,000** 0,5 0,000**

BAP = Fosfatasa Alcalina Osea (U/L), OC = Osteocalcina (ng/ml), CICP = Propeptido

Carboxi-Terminal del Colageno tipo I (ng/ml), TRAP = Fosfatasa Acida Tartrato Resistente

(U/L), NTx = Telopéptido Amino-terminal del Colageno tipo I (nM ECO), PYD =

Piridinolinas (nmol/l).

“’r”’ coeficiente de Pearson

“p’’ nivel de significancia

*La correlacion es significativa a nivel 0,05

**La correlacién es significativa a nivel 0,01
Es asi, que en el caso del Marcador de Formacion CICP se observa gran dispersion en la
gue un numero significativo de casos se encuentra muy por debajo del valor normal (19
a 69 ng/ml) y se distribuye de manera homogenea (linea punteada) entre los 46 a 60 afios
de edad sin ninguna tendencia. Donde no obstante la edad de las mujeres post-
menopausicas, estas ya presentaron niveles bajos de este marcador de formacion (Fig.
35a). Lo cual sugiere que tanto la edad como el tiempo de post-menopausia no serian los

unicos factores determinantes de pérdida de masa Gsea.
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Pero aun asi, la tendencia es en todos los casos evidente, excepto en el caso de TRAP
(Fig. 35c¢), en el que se advierte la existencia de dos puntos que se alejan claramente del
conjunto de datos y promueven la tendencia de la pendiente; sin estos dos puntos se
esperaria la inexistencia de la correlacion (r = 0) tal como se aprecia en la Figura 35d en
la que se excluyeron dichos datos. Este hecho indicaria que este marcador al ser una
enzima biol6gicamente constante dependiente de su sustrato no se incrementa ni con la
edad ni con el tiempo post-menopadsico.

Asi mismo, para evaluar mejor los cambios en la poblacion en estudio, se grafican los
datos dispersos de las mujeres en edad fértil; donde se observa que este grupo, por
presentar niveles de TRAP y CICP dentro de los rangos de referencia se aleja

notablemente del grupo de mujeres post-menopadsicas.
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FIGURA 35. Regresion lineal entre dos Marcadores de Remodelado oseo (CICP Y TRAP ) con la Edad
en la poblacion en estudio (Figs. 35a y 35¢). CICP vs Edad (Fig. 35a), se resaltan los casos que tienen
niveles bajos de este marcador y no varian con la edad (linea punteada). TRAP vs Edad (Fig.35d), sin los
dos datos extremos (datos en color rojo). CICP y TRAP vs Edad (Figs. 35b y 35e) en la poblacion en

estudio y en las mujeres en edad fértil (datos dispersos en rojo)
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La dispercion en la nube de datos con respecto a la pendiente, ocurre de manera mas
marcada en las gréficas de regresion obtenidas con el Tiempo de post-menopausia;
particularmente en los Marcadores de Formacion donde las mujeres del grupo de estudio
con valores normales de los mismos presentaban un Tiempo transcurrido de post-
menopausia considerable de 6 afios 0 72 meses (Fig. 36a). Por otro lado, valores de los
Marcadores de Resorcion van desde la normalidad hasta el incremento muy por
encima del rango de referencia al inicio de la post-menopausia (Fig. 36¢). Sin embargo,
valores de CICP y PYD normales a pesar del largo tiempo de post-menopausia, son
pocos, lo cual se constata con el grupo de mujeres en Edad fertil (dato en rojo),
representadas por el promedio +/- 1DS de los Marcadores Bioquimicos 6seos
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FIGURA 36. Regression lineal entre dos Marcadores Bioquimicos de Remodelado 6seo (CICP Y PYD) y
el Tiempo transcurrido de post-menopausia en la poblacion en estudio y el promedio de CICP +/-1DS y
PYD +/- 1DS (Figs. 36a y 36¢) de las mujeres en edad fertil (dato en rojo), ubicadas en tiempo “’cero’’ del
Tiempo de post-menopausia. Los datos dispersos de las mujeres en edad fértil (Figs. 36b y 36d) se ubican

en tiempo “cero”de Post-menopausia (datos en rojo).
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Se observan también los datos dispersos de las mismas en Figuras 36b y 36d,
representados en color rojo, las cuales se ubicaron en el tiempo cero de post-
menopausia, las mismas no excretan cantidades significativas de PYD en orina como
sucede en la post-menopausia, donde se incrementa su excrecion por un aumento de
sitios de resorcion especialmente a mayor edad y tiempo de post-menopausia,
principalmente por la disminucion de estrégenos, lo cual induce a un desbalance en el

remodelado 6seo.

Al encontrarse correlaciones estadisticamente significativas de los Marcadores
Bioquimicos de Remodelado dseo respecto a la Edad y Tiempo de post-menopausia, se

analizo también la relacion entre estas variables y la DMO.

TABLA 19. Correlaciones entre las DMO’s (columna, cuellos femorales izquierdo y

derecho) con la Edad y Tiempo de post-menopausia.

DMO EDAD TIEMPO-
POSTMENOPAUSIA
r p r P

COLUMNA -0,4 0,001** -0,4 0,002**
FEMORAL- -0,4 0,000** -0,4 0,002**
IZQUIRDO

FEMORAL- -0,5 0,000** -0,4 0,001**
DERECHO

DMO: Densitometria Osea

“r>’ coeficiente de correlacion de Pearson
“p"’ nivel de significancia

**La correlacion es significativa a nivel 0,01

La Tabla 19 muestra el coeficiente “r”, y se aprecian correlaciones significativas con la
DMO de los tres sitios (columna, femorales derecho/izquierdo). Sin embargo, el
coeficiente “’r’ es inferior respecto a las correlaciones con los Marcadores Bioguimicos
de Remodelado 6seo, tanto con la Edad como con el Tiempo de post-menopausia (Tabla
14).
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Para evaluar el decremento de la densidad dsea, el promedio de las DMO’s en columna
y cuellos femorales izquierdo y derecho, fueron graficados en funcion a la Edad (Fig. 37
a) y el Tiempo de Post-menopausia (Fig. 37 b). En ambas graficas, se observa un
decremento directamente proporcional, hasta el rango de 50-53 afios en el caso de la
Edad y hasta los 5 a 6 afios de Tiempo de post-menopausia; a partir de los cuales se
observa una meseta hasta los 54 a 57 afios de edad y hasta los 7 a 10 afios de Tiempo
post-menopausico, donde no existe decremento de la densidad 6sea.; después del cual

esta continua disminuyendo.
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FIGURA 37. Promedio de las DMO’s (columna, femorales izquierdo y derecho) y Desviacion Estandar
segln Edad (37a) y segun el Tiempo transcurrido de post-menopausia (37b).

La evaluaciéon de la disminuciéon de la masa Osea, se ve restringida al ser medida
solamente por DMO en relacion a la edad y tiempo de post-menopausia, por presentar
mesetas en el decremento que no reflejan completamente la actividad metabodlica de
remodelado 06seo, por lo que los marcadores bioquimicos reflejarian mejor esta

dindmica, tal como se detallara en la discusion.

Relacion entre el Perfil Lipidico y los Niveles de Marcadores de Remodelado Oseo.

Como se describio en capitulos previos, diversos estudios muestran la existencia de
elementos comunes involucrados en el proceso de remodelacion Osea y en el

metabolismo de lipidos. La presencia de dichos elementos comunes, orienta a pensar en
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la posibilidad de que ambos procesos puedan expresarse a nivel clinico en forma de una
correlacion entre la magnitud de los marcadores de ambos metabolismos. Para evaluar
esta asociacion se realizaron graficas de regresion lineal entre los valores de Colesterol
Total, Triglicéridos, HDL-col, LDL-col y el Indice Aterogénico en suero con los
Marcadores Bioquimicos y densitométricos 6seos en mujeres post-menopausicas.

Entre los marcadores de Formacion Osea y colesterol total; se observa gran dispercion
de los puntos respecto a la pendiente (Fig. 38a, 38b y 38c). En cuanto a los marcadores
de resorcion, TRAP presenta rasgos particulares ya que una gran parte de los datos se
concentran en las inmediaciones de la linea de tendencia, y dos de ellos quedan bastante
alejados de la pendiente (datos en negro) (Fig. 38d). Si se practicara la regresion sin

estos datos, no existe correlacion entre estas variables (Fig.39a).
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FIGURA 38. Regresion lineal entre el Colesterol total y los marcadores bioquimicos de remodelado
6seo en la poblacion en estudio y el promedio de los Marcadores de Remodelado Oseo +/- 1DS, obtenido
de los valores de las mujeres en edad fértil (dato en rojo), ubicadas en el promedio del Colesterol total
(Fig. 40a — 40f)
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Por el contrario, NTx y PYD se incrementan de manera leve y directamente
proporcional al incremento de colesterol con un grado de dispercion moderado (Fig. 38e
y 38f)

No existe una correlacién clara entre el colesterol y los marcadores de formacion 0sea,
por lo que el colesterol total no estaria relacionado y no intervendria directamente en el
proceso de formacion Gsea.

En cuanto a los marcadores de resorcidn, se esperaria un mayor grado de correlacion
entre estos y el colesterol total, ya que este segun bibliografia interviene directamente
tanto en la progresion de la osteopororsis como en la calcificacion de las lesiones de la
pared vascular. Sin embargo, segun las gréaficas de regresion lineal mostradas
anteriormente, el colesterol por si solo no influiria en el incremento de la resorcion; por
el contrario los metabolitos de la enzima Hidroximetil glutaril coenzima A reductasa
(HMG-CoA-reductasa) que regula la sintesis de colesterol son los que estarian
directamente implicados en el aumento de los osteoclastos y por lo tanto en el

incremento de su accién resortiva.

Para evaluar mejor los cambios en la poblacion en estudio, se incluyo en las gréaficas de
regresion un grupo de mujeres en edad fértil, representadas por el promedio del
Colesterol y de cada Marcador Oseo +/- 1DS (Figs. 38a — 38f); lo cual permitié observar
que en este grupo, los Marcadores de Formacién, se encuentran muy por encima de los
de las mujeres post-menopausicas (Figs. 38a, 38b, 38c). Lo contrario se observa en los
niveles de los Marcadores de Resorcién, los cuales se encuentran por debajo la mayoria
de las mujeres post-menopausicas (Figs. 38d, 38e, 38f), con valores normales de
colesterol en todos los casos. Cabe destacar el caso de NTx (Fig. 38e), donde se observa
que algunas mujeres del grupo post-menopausico, presentan valores de colesterol entre
normales e incrementados, con niveles de NTx por debajo del de las mujeres en edad
fértil.
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FIGURA 39. TRAP vs Colesterol (Fig. 39a). TRAP vs LDL (Fig.39b). TRAP vs Indice aterogénico, sin

los dos datos extremos. (Fig.39c).

Con el incremento de la fraccion LDL-col, los marcadores de Formacion (BAP y OC),
muestra una clara disminucion (Fig. 40a y 40Db), pero la dispercion de los datos estd mas
relacionada con ciertos casos en los que el valor de estos marcadores se encuentra en el
limite superior del valor normal, con niveles de LDL-col dentro de la normalidad. Por el
contrario en la Figura. 42c, la dispercidn se observa principalmente porque existe una
agrupacion de casos por debajo de la pendiente (linea punteada) que presentan niveles
bajos de CICP, pero niveles normales y algunos casos con niveles altos de LDL-col. Por
otro lado, se observa en la misma gréfica otro reducido grupo de casos por encima de la
pendiente que presentan niveles normales de CIPC y altos de LDL-col, dando lugar a un
gréafico con una nube de datos mas disperso.

En cuanto a los marcadores de resorcion, esta dispersion se debe a ciertos puntos que se
alejan de la pendiente, los cuales son solo algunos casos que refieren un valor de LDL-
colesterol normal, pero con un incremento tanto de NTx como de PYD (Fig. 40e y 40f).
En el caso de TRAP, se ve un agrupamiento de la mayoria de los puntos en la parte
inferior del grafico donde solo dos de ellos (representados en negro) se alejan claramente
de pendiente (Fig 40d); sin los cuales no existe ningun tipo de correlacion (r = 0) (Fig.
39b)
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FIGURA 40. Regression lineal entre el LDL-colesterol y los Marcadores Biogquimicos de remodelado

06seo en la poblacion en estudio y el promedio +/-1DS de los marcadores de remodelado dseo, a partir de

mujeres en edad fertil (dato en rojo) ubicadas en el promedio del LDL-col (Fig. 40a -40f)

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, la fraccion LDL-colesterol esta involucrada de

manera activa tanto en el metabolismo 6seo como en el lipidico, por lo que se observa

un coeficiente de correlacion aceptable entre esta lipoproteina y los marcadores 6seos.

En las células endoteliales vasculares esta lipoproteina junto con la OC (osteocalcina),

provoca inflamacion en la pared vascular, liberando sustancias reactivas de oxigeno,

mientras que en el tejido 0seo, potencia la actividad de los osteoclastos, incrementando

la resorcion 6sea, de esta manera se observa un elevado coeficiente de correlacion de

esta fraccion con todos los maracdores bioguimicos 6seos.
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El promedio +/- 1DS de los Marcadores de Remodelado Oseo en las mujeres en edad
fértil también se representaron en estas graficas (Figs. 40a— 40f). Donde se ve
claramente que los Marcadores Formacién y LDL-colesterol de este grupo, se
encuantran dentro de su respectivo valor de referencia, separandose del grupo de estudio
(Fig. 40a -40c). En los Marcadores de Resorcion, destaca NTx donde, ciertos casos de
mujeres post-menopadsicas presentan valores normales de LDL y niveles de NTx muy

por debajo del valor que presentan las mujeres en edad fértil (Fig. 40e).

Una correlacion positiva entre el Indice Aterogénico y los Marcadores de Resorcion
Osea, se observa en la Fig. 41; con una notable dispercion de puntos con respecto a la
pendiente. No obstante, la correlacion es significativa, especialmente en el caso de los
marcadores de resorcion NTx y PYD (Fig. 41b y 41c) es importante notar que aunque
existen pocos datos alejados de la pendiente, estos mismos al encontrarse en los
extremos de la nube de datos, tienden a acomodar la pendiente y darle una correlacion
gue no seria en si la correcta, debido precisamente a la dispercion de dichos datos. Cabe
destacar el caso la TRAP frente al Indice aterogénico (Fig.41a), donde se aprecia dos
puntos alejados de la pendiente (datos representados negro), los cuales representan los
casos en los que existen niveles elevados de TRAP con un Indice Aterogénico muy por
encima del rango deseable; siendo estos dos casos los que elevan el grado de correlacion
entre estas variables, sin las cuales se observaria una pendiente horizontal, sin ningun

grado de correlacion (Fig 39c).

Respecto a las mujeres en edad fértil (dato en rojo) (Figs. 41a — 41c), estas presentan un
indice Aterogénico deseable (menor a 4.5) con niveles normales de los Marcadores de
Resorcion TRAP y NTx (Figs. 41a y 41b) y niveles bajos de PYD (Fig. 41c) donde, se
aprecia claramente la separacion del grupo post-menopausico del grupo en edad fertil.
Sin embargo, se observa ciertos casos en los que las mujeres post-menopadsicas

presentaron niveles normales de TRAP y niveles de NTx por debajo del grupo de
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mujeres en edad fértil, con un indice Aterogénico variable desde valores deseables hasta

incrementados.

41a
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FIGURA 41. Regression lineal entre el Indice Aterogénico y Marcadores Bioguimicos de Resorcion dsea
en la poblacion en estudio y el promedio de los Marcadores de Remodelado Oseo +/- 1DS en mujeres en

edad fértil (datos reprentados en rojo) ubicadas en el promedio del Indice aterogénico (Fig 41a, 41c y 41d)

Se esperaria un coeficiente de correlacion mas elevado entre los marcadores de resorcién
y el Indice aterogénico y el cual no se observa, ya que este Gltimo como tal no seria la
expresion de un efecto directo sobre el metabolismo 6seo, sino que dependeria de sus
componentes individuales; colesterol y HDL-colesterol, los cuales estan involucrados
especificamente con la actividad de los osteoclastos en el tejido 6seo. Si bien este es un
factor importante en el proceso de resorciéon, lo es mucho méas la fraccion LDL-

colesterol, al estar presente de manera activa en ambos procesos metabolicos.

Las gréaficas anteriores se aprecian de manera general en la Tabla 20, la cual nos permite
correlacionar los datos y apreciar la significancia estadistica (p). Se observa que
solamente el Colesterol total, la fraccion LDL-colesterol y el indice aterogénico
muestran datos estadisticamente significativos en cuanto a su relacion con los

marcadores de remodelado 6seo.
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Existe, una leve correlacion negativa entre los Marcadores Oseos de Formacion con el
Colesterol total, el LDL-col y el Indice aterogénico; con valores estadisticamente
significativos. Estos mismos indicadores del metabolismo lipidico tienen una correlacién
positiva con los Marcadores Oseos de Resorcion, excepto HDL-col, el cual se observa
una correlacion positiva. Respecto a los Triglicéridos, el coeficiente de correlacion es

despreciable tanto con los marcadores de formacién como los de resorcion.

TABLA 20. Correlacion entre Marcadores de Remodelado 6seo y Perfil Lipidico en la

poblacion de estudio.

PERFIL LIPIDICO COLESTEROL LDL-COL INDICE HDL-COL TRIGLICERIDOS

ATEROGENICO

MARCADORES r p r p r p r p r
DE FORMACION

BAP -0,3 0,006** -04 0,001** -0,3 0,010** 0,2 0,1 -0,06
oC -0,3 0,014* -04 0,005** -03 0,006** 0,2 0,05 -0,1
CICP -0,4 0,001** -04 0,000* -0,3 0,016* 0,1 0,23 -0,2
MARCADORES

DE RESORCION

TRAP 0,2 0,1 0,3 0,038* 0,4 0,001** -0,3 0,044 0,1

NTX 0,4 0,003** 0,4 0,000* 0,4 0,000** -0,3  0,006** 0,2

PYD 0,4 0,001** 0,4 0,000* 0,4 0,004** -0,3 0,3 0,2

BAP = Fosfatasa Alcalina Osea (U/L), OC = Osteocalcina (ng/ml), CICP = Propeptido Carboxi-terminal
del Colageno tipo I (ng/ml), TRAP = Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (U/L), NTx = Telopéptido
Amino-terminal del Colageno tipo | (nM ECO), PYD = Piridinolinas (nmol/l).

“’r*’ coeficiente de Pearson

“p’’ nivel de significancia

*La correlacion es significativa a nivel 0,05

**La correlacion es significativa a nivel 0,01

Los marcadores de resorcion NTx y PYD son los que muestran una mejor correlacion

(r = 0.4) y altamente significativa (p < 0.01) con el colesterol total, la fraccion LDL-
colesterol y el indice aterogénico, lo cual no ocurre con TRAP, que solo muestra
correlacion importante (r = 0.4) y estadisticamente significativa con el Indice

aterogénico.

Como se mencion6 anteriormente, TRAP al ser una enzima especifica del osteoclasto,

que depende directamente del colesterol para su superviviencia, presenta un coeficiente
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de correlacion bajo con el colesterol total en relacion a los demés marcadores de
resorcion. Hecho que se explica porque, la diferenciacién de estas células dependeria de
resursos externos como las lipoproteinas (LDL-colesterol) para introducir colesterol
exogeno a las mismas y no asi el colesterol como tal. Asi mismo, la remocion del
colesterol de estas células, mediante el HDL-colesterol, provocaria su apoptosis. De ahi
que el coeficiente de correlacion entre TRAP y las lipoproteinas HDL y LDL-colesterol,

es mas elevado.

Otra ruta importante involocrada en ambos procesos es el sistema de regulacion
OPG/RANK/RANKL caracteristica de la regulacion metabdlica dsea, el cual interactua
a la par con la moleculas del perfil lipidico especialmente colesterol total, HDL-
colesterol y LDL-colesterol, ejerciendo efectos contrapuestos tanto en el tejdo dseo
como en la pared arterial. Los eventos anteriormente mencionados, asi como las rutas
metabdlicas comunes involucradas tanto en el tejido éseo como en la pared vascular, se

describen detalladamente en la discucidn del presente trabajo.

De la misma manera que en los Marcadores Biogquimicos Oseos, la DMO en columna,
cuellos femorales izquierdo y derecho fueron examinados en su correlacion con el perfil
lipidico (Tabla 21); los coeficientes »’ son menores comparados con los marcadores
0seos (Tabla 20). Solamente el colesterol total y la fraccién LDL-col presentan cierto
grado de correlacion con la DMO en columna y femorales izquierdo y derecho. El indice
aterogénico solo presenta correlacion con el cuello femoral derecho. Todos los datos

anteriormente mencionados son estadisticamente significativos (p < 0.05).
Se observa claramente correlaciones menos ostensibles entre los pardmetros del perfil

lipidico y las DMO’s en los diferentes sitios, lo cual no refleja la actividad dindmica

entre ambos procesos, solamente la relacion estatica de algunos sitios del esqueleto.
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TABLA 21. Correlacion entre el Perfil Lipidico y las DMO’s de columna y cuellos
femorales derecho e izquierdo.

DMO- DMO-FEMORAL DMO-FEMORAL
COLUMNA IZQUIERDO DERECHO
r p r p r p
COLESTEROL -0,3 0,016* -0,3 0,034* -0,3 0,020*
TRIGLICERIDOS -0,1 0,466 -0,1 0,569 -0,04 0,753
HDL-colesterol 0,03 0,837 0,2 0,247 0,1 0,348
LDL-colesterol -0,3 0,011* -0,3 0,014* -0,4 0,006**
INDICE -0,2 0,104 -0,2 0,058 -0,3 0,05*

ATEROGENICO

“’r*’ coeficiente de Pearson

“p’’ nivel de significancia

*La correlacion es significativa a nivel 0,05
**La correlacion es significativa a nivel 0,01

Relacion entre Marcadores Bioquimicos de Remodelado Oseo vs  niveles

hormonales del Eje gonadal femenino

Se sabe que las hormonas sexuales estan involucradas en la regulacion del proceso de
aposicion/resorcion, a través de la activacion de diversos moduladores moleculares que
modifican el funcionamiento de los osteoclastos y osteocitos. En este sentido, se exploro
la relacion entre ambos procesos, determinando los niveles hormonales del eje gonadal
para ser correlacionados con los Marcadores Bioquimicos éseos y Densitometricos.

Las caracteristicas generales, de la relacion entre estas variables se muestran en la Tabla
22; donde se puede observar que solamente el Marcador de Formacion BAP, presenta un
coeficiente de correlacién positivo con una magnitud a ser considerada (r = 0.3) y
estadisticamente significativo con el estradiol (p < 0.05).

Igualmente, los Marcadores de Resorcion Osea, donde solamente NTXx, presentd un
coeficiente de correlacién negativo importante (r = -0.5) y PYD una correlacion leve
(r =-0.3) con Estradiol. Con la hormona FSH, se observa una leve correlacion (r = -0.3)

con el marcador de resorcion NTX.
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TABLA 22. Andlisis de correlacion entre Marcadores de Remodelado Oseo y Hormonas

del Eje gonadal femenino en la poblacion de estudio.

MARCADORES ESTRADIOL LH FSH
OSEOS

Marcadores de r p r p r p
Formacién

BAP 0,3 0,032* 0,04 0,043 -0,2 0,1
ocC 0,1 0,366 0 0,063 0,09 0,5
CIcP 0,2 0,2 0,5 0,03 0,1 0,38
Marcadores de

Resorcién

TRAP -0,2 0,163 0,3 0,3 0,1 0,145
NTX -0,5 0,000** 0,2 0,019 0,3 0,027*
PYD -0,3 0,013* -0,05 -0,048 0,2 0,2

BAP = Fosfatasa Alcalina Osea (U/L), OC = Osteocalcina (ng/ml), CICP = Propeptido Carboxi-
terminal del Colageno tipo | (ng/ml), TRAP = Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (U/L), NTx =
Telopéptido Amino-Terminal del Colageno tipo | (nM ECO), PYD=Piridinolinas (nmol/l).

“’r*’ coeficiente de Pearson

“p”’ nivel de significancia

*La correlacion es significativa a nivel 0,05

**La correlacion es significativa a nivel 0,0

No obstante la significancia de las correlaciones presentadas en la Tabla 22, en
las graficas de regresidon, se observa dispersion con un numero de datos
importante que no se ajustan a la pendiente (Fig. 42). Tal es el caso del marcador
de formacién BAP (Fig, 42a) y los marcadores de resorcion NTx y PYD (Figs.
42c y 42e), siendo estos los casos mas significativos. Para evaluar mejor los
cambios hormonales y su influencia sobre el metabolismo dseo, se incluyeron
mujeres en edad fértil a las graficas de regresion (Figs. 42b, 42d y 42f); en las
cuales se observa claramente, que este grupo se aleja del grupo post-
menopausico, el cual presenta niveles hormonales menores en relacion a las
mujeres en edad fertil, con disminucién de BAP (Fig. 42b) vy el incremento de
NTx (Fig. 42d) y PYD (Fig. 42f). Destacan casos de mujeres post-menopausicas

con valores de NTx por debajo del grupo de las mujeres en edad fértil (Fig. 42d).
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FIGURA 42. Regresion lineal entre el Estradiol y Marcadores Bioquimicos de Remodelado éseo en la
poblacion en estudio (Fig 42 a, 42 ¢, 42 ) y el promedio de los Marcadores de Remodelado Oseo +/-1DS
de mujeres en edad fértil (datos representados en rojo) ubicadas en el promedio de Estradiol (Fig 42b, 42d,
42f).
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De acuerdo a los resultados, solo se encontrd un coeficiente de correlacion positivo
aceptable entre el estradiol y BAP, lo cual se debe a la accion directa y especifica que
ejercen los estrogenos sobre los osteoblastos, reflejados en su actividad por BAP.
Ademas, se observa una estrecha correlacion negativa entre el estradiol y NTx y una
leve correlacion negativa con PYD. Esto indicaria que otros factores aparte de los
estrogenos, como ser las hormonas sistémicas (calcitonina y hormona paratiroidea), el
sistema RANK/RANKL mediado por citoquinas y factores de crecimiento que no
fueron determinados en este estudio y que actuarian en respuesta a la estimulacién
estrogénica, jugarian un rol importante en los cambios complejos que ocurren en el

tejido Gseo.

Debido a la dispersion de los datos, mostrados en las gréaficas de regresion lineal y para
analizar mejor la no muy elevada correlacion entre Estradiol y los Marcadores de
remodelado Oseo, describimos las caracteristicas de las correlaciones de las Hormonas
(Tabla 23), donde el Estradiol y FSH presentaron un leve coeficiente de correlacion (r =
-0.3) (r = 0.3) respectivamente con la Edad y con el Tiempo de post-menopausia,
presentando este Gltimo una correlacion importante con Estradiol (r = -0.4)

TABLA 23. Correlacion entre Hormonas del eje gonadal femenino con la Edad y

Tiempo de post-menopausia.

HORMONAS EDAD TIEMPO-
POSTMENOPAUSIA
r P r p
ESTRADIOL -0,3 0,001** -0,4 0,002**
LH -0,1  0,000** -0,02 0,002**
FSH 0,3 0,000** 0,3 0,001**

“r*’ coeficiente de Pearson
“p”’ nivel de significancia
**La correlacion es significativa a nivel 0,01
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Para observar mejor la variacion del Estradiol respecto a la Edad y al Tiempo de post-
menopausia, el promedio de las DMO’s fueron ajustados en funcion a intervalos de edad

y Tiempo post-menopausico representados en afios.
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FIGURA 43. Decremento de la concentracion de Estradiol segin Edad (43a) y segun el Tiempo

transcurrido de post-menopausia (43b).

El decremento de la concentracidon de Estradiol es directamente proporcional en ambos
casos. Una disminucion marcada de esta hormona, se observa a partir del rango de 50 —
53 afios de Edad, donde el declive de la concentracion es mas abrupto. Mientras que el
decremento es mas bien progresivo cuando nos referimos al Tiempo de post-
menopausia, iniciandose de manera clara a partir de los del intervalo de 5-6 afios. Se
observa que existe cierta variacion en el numero de casos dentro de cada intervalo,
respecto a la Edad y una variacion mayor en el Tiempo de post-menopausia; de acuerdo
a las Desviaciones Estandar (DS) calculadas a partir del promedio de Estradiol.

XI. DISCUSION

El drastico incremento de la poblacion femenina que se encuentra en la edad post-
menopausica es un hecho reconocido. De este 27% a nivel mundial, actualmente el 21 %

133, Entre los cambios

cursa con algun trastorno ligado a este estado de cambio hormona
mas relevantes se encuentra la Enfermedad Cardiovascular (ECV) con un 34 % vy la

Osteoporosis con un 66. %. La frecuencia de ambos de manera simultanea (4%) y la
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importancia de este hecho ha sido ya destacada®™ %, La relacién entre ambos procesos,
estd dada porque estos tienen elementos comunes vinculados con la reduccion del
Estradiol, como génesis de esta correlacion. En este sentido, las preguntas importantes
sobre este hecho serian: el diagndstico de ECV en mujeres postmenopausicas, incluye
también el diagnostico de trastornos en el remodelado 6seo?; ambas entidades deben
manejarse de manera conjunta?; si se mejora 0 previene una, también se mejora o
previene la otra?; el Indice de riesgo aterogénico es un indicador de
osteopenia/osteoporosis?; siendo de elevada importancia esta relacién, también es
relevante la pregunta: si se observan cambios en el perfil lipidico y no asi cambios
importantes en la DMO, como se deberia proceder?; ante esta posibilidad, queda como
alternativa el uso de los Marcadores Bioquimicos 6éseos como marcadores tempranos?.
En el presente trabajo de investigacion, se determind la relacion entre los niveles de
osteopenia/osteoporosis y el perfil lipidico. Este estudio cobra importancia porque
estudios de correlacion entre cambios en el perfil lipidico y el perfil 6seo medido por
Marcadores Bioquimicos, aun no han sido reportados, no obstante que estos ofrecerian
mayor precision y confiabilidad. Por lo tanto, parece de extrema importancia precisar la
relacion que existe entre el metabolismo lipidico y los trastornos en el remodelado éseo

con el nivel clinico.

En primer lugar, corresponde establecer en la poblacion estudiada, las caracteristicas de
la relacion entre la medicion de los Marcadores Bioquimicos Oseos y la Densitometria
6sea. Se conoce de antemano que, al ser la osteoporosis la enfermedad metabdlica 6sea
mas frecuente, especialmente en mujeres de edad avanzada, la OMS establecié criterios
diagnosticos, en funcion a los valores de masa 6sea obtenidos por DMO, los cuales son
hasta ahora los parametros mas utilizados para dicho fin. Sin embargo, este
procedimiento proporciona datos que reflejan solamente lo que ocurre en determinados
sitios del esqueleto de manera estatica, sin considerar al tejido éseo como una unidad
dindmica en constante remodelacion. Asimismo, es importante tomar en cuenta que los

cambios que suceden en el hueso, solo pueden ser observables por este método cuando
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ya han ocurrido y no asi cuando estan ocurriendo, de modo que dichos cambios no
pueden ser apreciados en su dinamica. Por esta razon, se han montado procedimientos
para detectar cambios en el Remodelado Oseo mediante la cuantificacion de cierto tipo
de bio-moléculas denominadas Marcadores Bioquimicos de Remodelado Oseo en suero
y en orina (PYD), que permiten determinar, en este proceso, la dindmica de
aposicion/resorcion que se lleva a cabo en el conjunto del tejido 6seo. En este trabajo, se
han efectuado ambos tipos de mediciones: las mediciones densitométricas 6seas fueron
Ilevadas a cabo por el método DEXA (Dual energy X-ray absorptiometry) en columna y
cuellos femorales izquierdo y derecho en 60 mujeres post-menopadusicas, asistentes por
primera vez a consulta ginecoldgica, con cambios climatéricos evidentes que motivaron
dicha consulta. Cabe recalcar, que en este estudio no se realizd seguimiento a lo largo
del tiempo para ver la variacion con la edad; solo se aprovecho la presencia en el grupo
de mujeres de diferentes edades y diferentes tiempos de post-menopausia y se hicieron
correlaciones poblacionales para observar estas variaciones. De esta manera, se pudo
evaluar la posibilidad de detectar pérdida de masa dsea, tanto, mediante la determinacién
de estos Marcadores Bioguimicos 6seos como por Densitometria, y luego establecer la
relacion entre ambos tipos de determinaciones. Esta correlacion, permitié también
valorar a los marcadores 6seos en relacion a la prueba imagenoldgica de referencia
aprobados por la OMS, en la poblacion en estudio.

Para este propdsito, estudiamos los niveles de los Marcadores de Remodelado 06seo:
Fosfatasa Alcalina 6sea (BAP), Osteocalcina (OC), Propéptido Carboxilo terminal del
Coléageno tipo I (CICP), Fosfatasa Acida Tartrato resistente (TRAP), Telopéptido
Amino terminal del Colageno tipo | (NTx) y Piridinolinas (PYD), cuya génesis y
posibilidad de detectarlos ha sido ya descrita la inicio. Las concentraciones detectadas en
las mujeres post-menopadsicas mostraron, como se esperaba diferencias significativas
con los del grupo de mujeres en edad fertil. Sin embargo, pudo observarse una amplia
dispercion en el grupo de estudio; tal variacion, tiene sentido si se considera la
variabilidad biologica de las mujeres incorporadas en la muestra, la cual se relaciona con

la influencia que tienen diversos factores como el tiempo cronoldgico, el tiempo
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hormonal y con otros parametros bioldgicos y de conducta que se sabe, tienen incidencia
en la dindmica de remodelado 6seo. Dichos factores, los cuales se detallaran a lo largo
de este capitulo, hacen que existan mujeres postmenopausicas, desde aquellas que adn
no tienen alterados todos sus Marcadores Bioguimicos —con todos sus valores dentro de
los niveles normales- hasta las que tienen la mayoria de los mismos francamente
alterados. Para estudiar mejor la dispersion mencionada de valores de los Marcadores
0seos expresados en las amplias D.S mostradas en la figura correspondiente, se
calcularon correlaciones bi-variadas entre los niveles de Marcadores Oseos y los valores
de la DMO; se encontr6 que los Marcadores Bioquimicos de Formacion, tienen mayor
correlacion con la DMO medida en los femorales, -destacando BAP que tiene un
coeficiente de correlacion mas elevado (r = 0.6)- respecto a la DMO en columna. Estas
diferencias, ya fueron notadas por otros autores como Donaldson C*. En el caso de los
marcadores de resorcién, encontramos que NTx y PYD presentaron una estrecha
correlacion negativa con columna y femorales, con un coeficiente de correlacion
elevado: r = 0.6 y r = 0.7 respectivamente.

Es importante hacer notar que este tipo de correlacion, determinada por regresion lineal,
incluye tanto los valores que estan dentro de los pardmetros normales -y varian dentro
del rango de normalidad- como los alterados.

La presencia de los marcadores 6seos de resorcion en niveles altos, principalmente
cuando se aprecia osteopenia mediante la DMO, tiene que ver con el hecho de que en la
columna como en los femorales predomina el tipo de hueso trabecular que es el que
determina més de la mitad de la actividad metabdlica del esqueleto, especialmente en la
menopausia, y precisamente es en este periodo en el que hay un desbalance en esta
actividad metabdlica, a expensas de un predominio de la resorcion, -representada tanto
por NTx como PYD que son productos de la degradacion del colageno tipo | 6seo- sobre
el proceso de formacion Osea Lo anterior sefiala la utilidad de los marcadores 0seos de
resorcion, que parecen reflejar de mejor manera incrementos abruptos de la velocidad de
pérdida dsea que determinarfa un aumento del riesgo de fractura.®® Por consiguiente, el

deterioro de la micro arquitectura, la perforacion de trabéculas, la pérdida de elementos
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trabeculares y la reduccién en la resistencia por agrandamiento de los espacios de
remodelacion, son los eventos que se pueden advertir por la presencia de productos del
metabolismo 6seo en suero y orina (predominando los de resorcion) y de manera muy
leve en la DMO.

En el estudio EPIDOS en 2005, se obtuvieron resultados concordantes con este hecho:
el incremento del marcador de resorcion Osea PYD en orina, se asociaba mas
directamente con la DMO y con un aumento del riesgo de fractura de cadera. Estudios
similares realizados por Donaldson C, *! muestran la asociacién de los bio-marcadores
6seos de resorcion (NTx y CTx) con la densitometria 6sea en diferentes localizaciones
esqueléticas; con una relacion mas consistente a nivel del radio distal y calcaneo; en la
cadera, la relacion era mas modesta, mientras que en la columna lumbar fue
practicamente despreciable. Sin embargo, en los resultados hallados en nuestra
poblacién, se encontr6 una elevada correlacion de NTx y PYD con las DMO’s tanto en
columna como en cadera, por lo que destacamos que, al menos en nuestra poblacion, la
correlacion encontrada respalda que ambos tipos de marcadores serian importantes
aungue, NTx y PYD serian los mas utiles y reflejarian mejor el proceso de remodelado
6seo. También conviene destacar que la diferencia encontrada en este trabajo respecto a
lo reportado por Donalson C™, pudiera reflejar diferencias entre las poblaciones
examinadas, dadas por peculiaridades como la etnicidad, la dieta y la actividad fisica.
De ser asi, se puede postular que en nuestro medio, la DMO en cadera tiene un
importante valor, determinado, precisamente, por su elevada correlacion con los
marcadores bioquimicos, hecho que no ha sido hallado en estudios llevados a cabo en
otras poblaciones. Por tanto, de acuerdo con los antecedentes mencionados, se ratifica la
capacidad de los marcadores para predecir el riesgo de fractura, ya que brinda
informacién adicional a la DMO. Lo anterior ratifica la idea de que un enfoque
combinado, utilizando la DMO y los Marcadores Bioquimicos de Remodelado Oseo
aqui sugeridos, podrian mejorar la prediccion del riesgo de fractura en mujeres post-

menopausicas.
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Por otro lado, al analizar las correlaciones anteriormente mencionadas entre estos
marcadores, fue posible observar situaciones que orientan al estudio de las mismas en
términos poblacionales. Asi, la correlacion entre NTx y el promedio de las DMO’s
(Fig.30), nos permitié observar la existencia de dos poblaciones totalmente diferentes y
separadas de manera muy clara por un punto de corte (NTx = 20 nM ECO y DMO
promedio de -0.7 DS) presente en la gréafica, a partir del cual ambos grupos se separan y
se ubican en el cuadrante superior izquierdo los que tienen valores de NTx por encima
de este punto de corte y valores de DMO por debajo de -0.7 DS (osteopenia de leve a
severa) y que se constituirian como valores predictores de pérdida drastica de masa 6sea
en mujeres post-menopausicas, que incluyen aquellas que presentaron niveles
marcadamente elevados de NTx, pero no asi una clara disminucion de la densidad 0sea,
con osteopenia leve (-1 a -1.49 DS) a moderada ( -1.5a-1.9 DS).

De igual manera, al correlacionar PYD con el promedio de las DMO’s de columna y
cuellos femorales derecho e izquierdo, se encontrd que la correlacion determinaba una
curva asintotica (Fig.31a) en la que podia distinguirse una parte con una pendiente
negativa con altos niveles de PYD vy otra con pendiente cero (PYD bajo y DMO en
valores normales. Esto permiti6 identificar dos poblaciones con correlaciones diferentes
para cada una, separadas a partir de un punto de corte (PYD = 40 nmol/ml) hallado por
la interseccion de sus respectivas pendientes (Fig. 31b). De estas, los de niveles altos de
PYD seria la poblacion que tendria mayor probabilidad de pérdida rapida de masa Gsea
por la baja densidad 6sea. Estimamos que, el hallazgo de estas poblaciones claramente
definidas da lugar a la posibilidad de identificar aquellas mujeres con pérdida rapida de
masa 0sea después de la menopausia. Estas mujeres son aquellas cuyos datos se ubican
por encima de los puntos de corte hallados, con niveles marcadamente elevados tanto de
NTx como PYD, pero con densidades 0seas con valores de osteopenia leve a moderada.
Por tanto este hecho, demostraria que los marcadores bioquimicos 6seos serian mas
utiles en la determinacion de la velocidad de pérdida 6sea, ofreciendo un mayor poder

predictivo los de resorcion que los de formacion.
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Muchos estudios transversales, > **

indican que la tasa de remodelado 6seo valorado
por estos marcadores se incrementa después de la menopausia y que el alto remodelado
6seo, se sostiene mucho después de la menopausia. Segiin Melton, et al®*, la estimacion
de la tasa de pérdida ¢sea de un sitio especifico del esqueleto usando DEXA, no seria tan
eficiente como el uso de los marcadores bioquimicos 6seos, ya que los niveles de estos
reflejan todo el remodelado 6seo; por esto, es razonable pensar, que los marcadores
bioquimicos serian mas predictivos de lo que ocurre en todo el esqueleto que solamente
de los eventos en un sitio que representa una minoria y que, coincidentemente, podian
presentar una imagen en la que se detecta un hecho aislado. Esta vision esté sustentada

por dos estudios prospectivos, 2 *®

que muestran que el incremento del remodelado 6seo
determinado por el marcador de resorcion PYD es un fuerte predictor de futuras
fracturas de cadera independientemente de la DMO en mujeres post-menopadsicas; sin
embargo no se puede excluir la posibilidad de que esto tal vez no se aplique de la misma
manera en poblaciones, por diferencias de raza, dieta ejercicio, y otros determinantes de
tipo cultural mencionados anteriormente.

Por lo anterior, los datos hallados en este estudio, contribuyen a seleccionar a los
Marcadores Oseos de Resorcion NTx en suero y PYD en orina, como bio-indicadores
que permiten identificar pacientes con pérdida temprana de masa 6sea. Incluso, cuando
una mujer tiene una densitometria normal, los niveles altos de un marcador de resorcién
son en general predictivos de pérdida 6sea sustancial, parece razonable asumir que los
marcadores 6seos pueden utilizarse preferentemente en asociacion con la densitometria
como estrategia para identificar y prevenir la osteoporosis. Para explorar mejor la
capacidad predictiva de los Marcadores Oseos, se elaboraron tablas de contingencia, de
cada uno de los Marcadores Oseos, obteniendo asi la validez de estos, a través del
calculo de la sensibilidad, especificidad, asi como los valores predictivos positivo y
negativo frente a la prueba de oro 0 “Gold Standard”: la DMO. Destacan los
Marcadores de Formacién: BAP con un 68% de sensibilidad y 94% de especificidad y
CICP con una especificidad de 86% Yy sensibilidad de 89%. En cuanto a los Marcadores

de Resorcion NTx presentd un 100% de sensibilidad y 69% de especificidad y PYD
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96% de sensibilidad y 63% de especificidad. Estos ultimos con una elevada sensibilidad
y especificidad respecto a la DMO, particularmente NTx con el 100% de sensibilidad.
Sin embargo, de acuerdo con los antecedentes reportados por otros autores sobre la
validez, pertinencia y ventajas de los Marcadores Bioquimicos en relacién a la DMO®'y
por los resultados de este estudio en los que existen casos en los que los Marcadores de
Resorcion como NTX y PYD estan elevados con DMO normal o que los Marcadores de
Formacion BAP y CICP presentan niveles bajos en estas mismas pacientes, se puede
considerar que la DMO, en realidad no parece ser la prueba de referencia para examinar
a los Marcadores Bioquimicos. Por tanto, en ausencia de otra prueba de referencia, y
considerando que las pruebas que detectan los marcadores bioquimicos estan
adecuadamente validadas y que, por lo mismo, es remota la posibilidad de que los casos
de niveles elevados o bajos de marcadores de remodelado sean falsos positivos (Ej. De
un 54% con DMO normal, el 37% presentaron niveles normales y 17% niveles elevados
de NTx), parece razonable pensar que la DMO no deba ser la prueba de referencia o
Gold Estandar. Por el contrario, los datos encontrados dan lugar a pensar que los
marcadores de resorcidn se anticipan a la pérdida 6sea -en el caso del Marcador NTx
existe un 28% de mujeres post-menopausicas con osteopenia leve, las cuales en su
totalidad presentaron niveles elevados de este marcador-; el mismo hecho sucede con
PYD, donde el 28.7% de las mujeres estudiadas present6 osteopenia leve, de las cuales
solo el 1.7% presentaron niveles normales de PYD, el porcentaje restante (27%)
presentd niveles elevados de este marcador de resorcion. Sin embargo, corresponderia
realizar estudios longitudinales, para corroborar mejor lo planteado anteriormente, es
decir: los “eventos bioquimicos”, anteceden a los imagenologicos, lo que significa que
los casos con valores alterados, hallados en nuestro estudio, en un tiempo mas
manifestaran imagenes de pérdida de tejido déseo. De ser asi, basdndonos en la
sensibilidad y especificidad de los Marcadores Bioquimicos Oseos, podriamos definir a
estos dos marcadores de resorcion (NTx y PYD) como predictores de pérdida 6sea, los

cuales reflejarian mejor los cambios en el proceso de remodelado dseo.
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Ante la necesidad de establecer cuél de los dos tipos de mediciones reflejan mejor o
tienen mayor utilidad respecto a lo que acontece en el tejido 6seo, se puede comparar las
correlaciones entre la edad con cada uno de estos marcadores; asumiendo que una
correlacion més alta indicaria que se tiene una capacidad de prediccion mayor, ya que
anticiparia la depleccién de calcio en el hueso durante el Tiempo post-menopadsico que
refleja el tiempo hormonal. Como se podra ver mas adelante, los marcadores de
resorcion NTx (r = 0.7) y PYD (r = 0.6) presentan correlaciones mucho mas altas y
significativas que la DMO (r = 0.4) tanto con la Edad como con el Tiempo de post-
menopausia.

Es bien conocido que el proceso de resorcion se incrementa a lo largo del Tiempo de
menopausia y continta incrementandose posteriormente con la Edad. Sin embargo, la
dindmica especifica de incremento de este proceso, no ha sido expresamente definida
aun en poblaciones de mujeres climatéricas. Para contribuir a esclarecer tal efecto,
analizamos el comportamiento de la dindamica de los Marcadores Bioquimicos Oseos
respecto a la Edad y al Tiempo de post-menopausia. Este Gltimo mas que un parametro
de tipo cronoldgico, es en realidad, la expresion de una acontecimiento de tipo
hormonal, ya que refleja el decremento post-menopausico de estradiol y la acumulacion
de eventos vinculados. Confirmando lo anterior, se encontré que, en las mujeres post-
menopausicas incorporadas en este estudio, agrupadas por rangos de Edad y de Tiempo
de post-menopausia, existe un incremento directamente proporcional de los Marcadores
de Resorcidn respecto, tanto con la Edad (tiempo cronol6gico), como con el Tiempo de
post-menopausia (tiempo hormonal).

Las diferencias en el incremento de los marcadores de resorcion pueden atribuirse en
parte a la heterogeneidad de la naturaleza metabdlica de estos marcadores: dos de ellos
(NTx y PYD) son productos de degradacion del colageno 6seo, en cambio TRAP es una
enzima especifica del osteoclasto. En el caso de TRAP, su leve incremento puede
asociarse con su baja especificidad y sensibilidad, ya que otras células, ademas de los
osteoclastos, presentan actividad de TRAP, que ademas de ser una enzima muy labil es

facilmente degradable en condiciones no adecuadas de temperatura y tiempo de
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conservacion.; por lo demas no debiera esperarse que TRAP se incremente con la Edad,
ya que no se incrementan los focos de osteopenia, sino que estos solo se acumulan,
siendo el proceso controlado en su magnitud. De la misma manera, NTx se incrementa
muy levemente, lo que no coincide con el hecho de que este marcador al ser producto de
la degradacion del colageno por diferentes colagenasas, aparece en cantidades
significativas en suero y en orina®, por lo cual se apreciaria un mayor incremento del
mismo, creemos que esto no se observa en nuestros resultados, porque la actividad de
estas enzimas que degradan al colageno no dependeria del tiempo post-menopadsico ni
de la edad, sino méas bien del estado de remodelamiento y del tipo de hueso a ser
remodelado. Por tanto la degradacion del coladgeno y la osteopenia seria acumulativa,
pero los marcadores de los productos de degradacidn serian constantes o con leves
variaciones con la Edad. Asimismo, la estructura peptidica de este marcador lo hace
sustrato directo de proteasas y peptidasas presentes en sangre y en el tracto urinario lo
cual explica su variabilidad. En cambio el incremento de PYD respecto a la Edad y
Tiempo de postmenopausia procede exclusivamente de la degradacion del colageno
6seo maduro; al ser este marcador cada vez mas abundante cuando es degradado por
osteoclastos. También interviene el hecho de que estas moléculas se vuelcan a la
circulacién sin sufrir metabolizacién posterior y son excretadas directamente en la
orina®®. Queda por tanto explicada la importante correlacién existente entre la excrecion
de PYD y el incremento de resorcion 6sea medido en nuestro estudio.

El decremento de los Marcadores de Formacién, es similar y casi paralelo respecto a la
Edad, debido a que estos tres marcadores estan constituidos por enzimas (BAP),
proteinas (OC) y moléculas de pro-coldgeno (CICP) derivadas directamente del
osteoblasto. Este decremento, se aprecia mejor respecto al Tiempo de post-menopausia;
esto, segun otros estudios se debe a que el déficit estrogénico de la mujer en la
menopausia provoca un aumento de la apoptosis de los osteoblastos®, lo que determina
la caida simultanea de los tres marcadores de formacion.

Con base en lo expuesto anteriormente, consideramos de mayor importancia, tomar en

cuenta el Tiempo de post-menopausia, por la reduccion en la produccion hormonal que
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implica esta etapa de la vida en la mujer, en lugar de la Edad, para estudiar la dinamica
de recambio dseo; hecho que excluye considerar la gran variabilidad con la que se da
inicio a la menopausia. Elders. et al, *’en un estudio de cohorte con 370 mujeres
climatéricas, determind que la reducciéon de hormonas sexuales en la mujer fue a partir
de los 50 afios, asociandose a una desmineralizacion intensa de los huesos, lo cual
concuerda con nuestros resultados donde a partir del rango de 50 a 53 afios se observa
un claro incremento de PYD vy alta correlacion de este con la Edad.

En cuanto al tiempo de postmenopausia, Melton L, et al,®*

ponen de manifiesto que los
indices de pérdida dsea después de la menopausia se incrementan rapidamente, a partir
de los primeros 5-7 afios después de la misma. Contrastando con este reporte, nuestros
resultados reflejan que la resorcion de hueso se inicia a los 2 a 4 afios después de la
menopausia. Tal hecho, pudiera estar asociado al tipo de poblacién y los factores
hallados en este proceso.

Después de 4 afios de transcurrido el Tiempo post-menopausico, segun estudios

realizados por Darren, et al, */

existe una disminucién en los Marcadores Bioquimicos de
Formacion 6sea (BAP y OC). En nuestro estudio, el decremento de los Marcadores de
Formacion, especialmente en BAP y CICP ocurre ya desde el primer afio de
transcurrida la post-menopausia, solo la OC inicia su declive a los 6 afios. Lo anterior
concuerda con estudios realizados por Garnero P* quien afirma que durante la
menopausia, se da primero el decremento de la formacion Osea, y posteriormente se
inicia y dispara el proceso de resorcion, dando lugar a un desequilibrio en el remodelado
6seo. Por otra parte, cabe recalcar que estas diferencias en el inicio tanto del incremento
como del decremento de los Marcadores Bioquimicos podria deberse también a las
caracteristicas de la poblacion estudiada, la cual no fue homogénea por presentar
mujeres de variadas condiciones de vida relacionas con la edad, actividad fisica y otros

antecedentes vinculados a estos hechos.

Para apreciar mejor la distribucion de los datos a nivel del grupo estudiado, se

elaboraron gréficas de regresion lineal entre los marcadores de Remodelado Oseo con la
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Edad y con el Tiempo de post-menopausia. Es interesante el caso del marcador de
formacion CICP en el que, se observa que si bien presenta una tendencia general a
disminuir con la Edad y el Tiempo de post-menopausia (Fig. 35a y 36a), existe un grupo
de mujeres post-menopausicas con niveles notablemente disminuidos de este marcador
inclusive en relacién con los marcadores de las mujeres en edad fértil, desde etapas
tempranas de Edad y Tiempo de post-menopausia. Este hecho sugiere que estos
parametros, no serian los Unicos factores determinantes de pérdida de masa Osea, ya
existirian alteraciones en el proceso de formacion 6sea incluso a inicios de la post-
menopausia.

En el caso del marcador de resorcién TRAP, este no presenta gran incremento en sus
niveles, la mayoria de los datos se agrupan alrededor de la pendiente (Fig. 35d). De
hecho, la leve tendencia presentada parece deberse solo a dos datos lejanos a la linea de
tendencia; sin estos no existiria correlacion (r = 0), lo cual indica que este marcador no
se incrementa con la edad ni después de la menopausia. Al comparar esta poblacién con
las mujeres en edad feértil, se aprecia claramente que existen casos de la poblacion post-
menopausica que se ubican dentro del rango de normalidad dado por las mujeres en edad
fértil; esto se explica por el hecho de que TRAP es una enzima que biolégicamente
permanece constante dependiendo de la presencia de su sustrato (las sales de
hidroxiapatita asociadas a la colagena) y no asi de manera directa, de la edad y del
tiempo de post-menopausia.

El marcador de resorcién PYD, presenta mejor tendencia de regresién que TRAP, ya que
se observa claramente que a medida que transcurre el tiempo de post-menopausia, este
se incrementa de manera proporcional (Fig. 36c¢). Esto se aprecia mejor, cuando se
incorpora en la gréafica el dato de las mujeres en edad fértil, las cuales representaron el
tiempo “’cero’’ de post-menopausia con niveles bajos de PYD, ya que este grupo no
excreta concentraciones significativas de este marcador en orina, como sucede en las
mujeres post-menopadusicas. Se entiende que las Piridinolinas, al ser el producto de la
expresion de la degradacion del colageno, incrementa su concentracion en orina, a

medida que se incorporan cada vez més sitios de resorcion y eliminacion de masa 0sea
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con el tiempo y la edad, con menor concentracion de estradiol disponible para equilibrar

el metabolismo 6seo.

Por otro lado, es importante destacar que se encontraron correlaciones negativas
aceptables entre la DMO de columna y femorales, tanto con la edad como con el tiempo
de post-menopausia. Sin embargo, esta claro que estas correlaciones resultaron menos
ostensibles comparandolas con los marcadores bioquimicos, ademas de que presentan
datos muy dispersos en las graficas de correlacion. Si evaluamos los datos del promedio
de DMO con la Edad (Fig. 37a) y tiempo post-menopausico (Fig. 37b) por estratos de
agrupamiento, se ve que existe un lapso en el que no se aprecia una tendencia de
disminucion (entre los 5 a 10 afios de tiempo post-menopausico). En cambio, los
marcadores bioquimicos tanto de resorcion como de aposicion tienen un incremento o
decremento sostenidos. Este hecho puede ser vinculado con el decremento marcado de
Estradiol, recién a partir del mismo tiempo post-menopausico (5 a 10 afios), en el que no
se presenta la meseta sin disminucion de masa dsea representado por la DMO. En
cambio, en los Marcadores Bioquimicos de Formacion Osea, se observa una caida
abrupta con el tiempo. Esto podria significar que existe un tiempo en el que la DMO no
muestra lo que acontece en el hueso (ventana oscura) a diferencia de lo que ocurre con
los Marcadores Bioquimicos.

Nuestros resultados ratifican lo expuesto por Torgerson DJ, et al,**

quienes
correlacionaron la densidad 6sea con afios de post-menopausia afirmando que la
densitometria dsea presenta una correlacion restringida respecto al nimero de afios
desde la menopausia. Adquieren, por estos hechos, mas importancia, los Marcadores
Bioquimicos por reflejar de manera mas fidedigna la dinamica aposicion/resorcion que
los marcadores densitométricos. Por todo lo mencionado anteriormente, esta claro que
los desequilibrios entre osteoblastos y osteoclastos pueden facilmente reducir la masa
Osea a mayor edad y mayor tiempo transcurrido de post-menopausia, pero sin llegar a ser

por si solos factores determinantes que induzcan a posible riesgo de fractura.
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Considerando que la DMO parece no ser la verdadera prueba “Gold Standard’’ y que
segiin estudios planteados por Garnero et al,*® donde los eventos bioquimicos
representados por los Marcadores Oseos, pueden ser detectados antes que los
imagenoldgicos, es factible pensar que las mujeres con niveles elevados de los
Marcadores de Resorcion NTx y PYD (Tabla 16 y 17) pueden ser aquellas en las que se
puede anticipar la pérdida 6sea

Este porcentaje de mujeres en las que se puede determinar eventos osteopénicos
tempranos, mediante los Marcadores 0seos, obliga a realizar estudios longitudinales y
usar el criterio de Garnero et al., que muestra que los eventos bioquimicos se
manifiestan antes que los imagenoldgicos. Segun esto, el porcentaje hallado en este
estudio, en un tiempo posterior mostraria recién imagenes de resorcion dsea. De ser asi,
y basandonos en la elevada sensibilidad y especificidad, especialmente de los
marcadores de resorcion NTx y PYD (Tabla 16 y 17), el estudio de los Marcadores
Bioquimicos Oseos podria ser considerado mas preciso. El estudio que proponemos,
podria conducir a que estos dos marcadores, se conviertan en “Marcadores de

Referencia”

El papel de las hormonas en el metabolismo 6seo y lipidico es un hecho ampliamente
conocido y los eventos fisiologicos y moleculares que involucran esta relacion han sido
bastante estudiados. Por este hecho, la correlacién de la presencia de las hormonas en
sangre con la presencia de Marcadores Bioquimicos del Remodelado Oseo y con los
componentes del metabolismo lipidico, podria constituirse en la imagen a nivel clinico,
de lo que ocurre en el nivel celular y molecular. En este trabajo, fueron estudiados los
aspectos estructurales y funcionales del tejido éseo, mediante la determinacion de
marcadores bioquimicos de remodelado 06seo y su correlacion con los niveles
hormonales del eje gonadal femenino (Estradiol, LH y FSH). Solo se encontrd un
coeficiente de correlacidn positivo aceptable entre el estradiol y BAP (r = 0.3), ademas
de una estrecha correlacion negativa entre estradiol y NTx (r = -0.5), y una leve

correlacion negativa con PYD (r = -0.3).
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La regresion lineal entre el Estradiol y los marcadores dseos, permitié observar la
distribucion individual de los datos respecto a la pendiente. Es asi que el marcador de
formacion BAP presenta dispersion con cierta tendencia a incrementarse, a medida que
aumenta la concentracion de Estradiol (Fig. 42a) hasta niveles cercanos a los del
promedio +/- 1DS de esta hormona en el grupo de mujeres en edad fértil (Fig. 42b). La
correlacion que presenta esta hormona solo con BAP, se debe a la accion directa y
especifica que ejercen los estrogenos sobre los osteoblastos, para inducir el proceso de

formacion dsea, actividad que se ve reflejada por BAP.

En el caso de los marcadores de resorcion: NTXx, pese a presentar una correlacion
importante con Estradiol (r =0.5), la gréfica de regresidbn muestra cierto grado de
dispersion de algunos datos, con casos en los que los valores de NTx estdn muy por
debajo del rango normal (promedio de las mujeres en edad fértil) pese a presentar
niveles normales de Estradiol (Fig. 42d). Esto indicaria que, ademas del Estradiol,
existen otros factores involucrados en la regulacion del proceso de resorcion, que no se
determinaron en este estudio a los que nos referiremos mas adelante.

En cuanto a PYD, se observa un claro incremento de este marcador de resorcion, a
medida que disminuye la concentracion de Estradiol, aunque esta disminucién no sea
creciente en todos los casos, hecho que se muestra en la gran dispersion de los datos. Sin
embargo, es importante notar como el grupo de mujeres en edad feértil, con niveles de
estradiol tipicos de esta etapa bioldgica y niveles de PYD menores a los de las mujeres
post-menopadsicas, se aleja claramente de este ultimo, por presentar diferencias muy
notorias. Lo anterior es coherente con los estudios realizados, por Weitzmann*** que
muestran que la deficiencia de estrogenos induce un aumento en los niveles del IFN-y
sintetizado por la célula T que provoca, al mismo tiempo, una mayor presentacion
antigénica y un incremento en la activacion de las células T. Estas células T activadas
secretan RANKL (ligando del receptor activador del factor nuclear Kappa B), que activa

directamente en el osteoclasto induciendo la expresién de RANK (receptor activador del
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factor nuclear Kappa B); tal hecho desemboca finalmente en un aumento en la
osteoclastogénesis y en la pérdida dsea.

Esta claro que, de acuerdo con esos antecedentes, se esperaria una correlacion mas
elevada entre las variables estudiadas, ya que en estudios previos, se reporta que en la
post menopausia, la caida brusca de estrogenos circulantes se asocia a una pérdida
progresiva de masa 0sea. En el presente estudio, las leves correlaciones halladas podrian
explicarse porque los estrégenos pueden afectar al hueso a través de otras hormonas
sistémicas, como la calcitonina y la hormona paratiroidea, lo cual mostraria que el
efecto global de los estr6genos no es directo, hecho que también se muestra por la
mediacion de diversas células con secrecidn de citoquinas y factores de crecimiento que
se alteran en respuesta a la estimulacion estrogénica®®.

Estos hechos, estan a favor de la escasa correlacion de estos componentes y los
marcadores 6seos en el nivel clinico y sugiere que los cambios que ocurren en el hueso,
como consecuencia de la pérdida de las hormonas ovéricas, es complejo y no
completamente definido hasta el momento. De hecho, no existen mecanismos
biogquimicos completamente esclarecidos que expliquen el aumento de la resorcion, lo
cual podria significar simplemente que existe un aumento en la velocidad de activacion
de un nimero mayor de sitios nuevos de remodelacidn. Una caracteristica de la pérdida
Osea que sigue a la disminucién de la actividad ovarica es la pérdida de la conexion entre
las diferentes trabéculas, que ha sido llamado por algunos como “Perfiles Aislados” en
la biopsia 6sea'?®. Para poder entender este fendmeno, se hace necesario evaluar
integramente toda la arquitectura, que forma parte del fendmeno 6seo que sucede en la
menopausia. Ademas, debe considerarse que, la velocidad por la cual las mujeres
pierden hueso después de la menopausia depende de diferentes factores, algunos de los
cuales inclusive pudieran ser independientes de la secrecion de hormonas sexuales
(alimentacidn, estilo de vida y habitos saludables). Segun los resultados hallados en
nuestro estudio, en los cuales la caida de la produccion hormonal se inicia partir de los 5

a 6 afios con una caida abrupta hasta los 7 — 10 afios de tiempo post-menopausico. Es
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interesante notar, que no obstante la caida hormonal, se inicia recién a partir de los 5
afios, el incremento de la resorcion (Fig. 33b) y la disminucién de la masa 6sea (Fig.
37b), comienza ya antes, a partir de los 2 a 4 afios del tiempo de post- menopausia, lo
cual corroboraria lo anteriormente mencionado en la literatura cientifica, donde otros
factores como el estilo de vida, habitos (ejercicio/sedentaridad) y alimentacion entre
otros, aparte de las hormonas, incrementarian la velocidad de pérdida de hueso.

Aunque, la importancia de la deficiencia de estrogenos en la perdida rapida de hueso, ha
sido reconocida por muchos afios, segln Garnero, et al,** los niveles circulantes de
estradiol explican solo una proporcion pequefia de la variedad interindividual de la
DMO vy la pérdida dsea. Sin embargo, en mujeres postmenopausicas, tres reportes
recientes de estudio de fracturas osteoporéticas sugieren que niveles no detectables de
estradiol (menor a 5 pg/ml, lo cual ocurre en aproximadamente un tercio de la
poblacion), estan fuertemente asociados con una baja DMO, pérdida rapida de hueso y
por lo tanto incremento del riesgo de fractura®**% por lo tanto, la correlacién no muy
elevada entre estradiol y los marcadores 6seos que se encontr6é en este estudio, puede
también deberse a una poblacion post-menopausica ‘relativamente’ joven, en quienes los
valores de estradiol no presentaron disminuciones considerables. De hecho, la
correlacion entre Hormonas del eje gonadal con la Edad y Tiempo de post-menopausia,
en nuestro estudio, muestra que el Estradiol presenta, con un coeficiente de correlacién
relativamente bajo con Edad (r = -0.3) y aceptable con el Tiempo de post-menopausia
(r = -0.4). Asimismo, al incorporar a las gréficas de regresion, los datos de las mujeres
en edad reproductiva, se aprecia una mejor correlacion, particularmente con los
marcadores BAP, NTx y PYD. (Fig. 42)

Es de conocimiento generalizado, que la enfermedad cardiovascular (ECV) y la
osteoporosis son los principales problemas de salud a nivel mundial, cuya incidencia
aumenta con la edad™. Particularmente después de la menopausia, las mujeres parecen
estar en riesgo de desarrollar tanto osteoporosis como enfermedades cardiovasculares y a

menudo ambas entidades se observan en un mismo individuo. Aunque tradicionalmente
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estas enfermedades se han considerado como procesos independientes relacionados
con la edad, cada vez existe evidencia mas solida que confirma una relacion directa
entre ambas entidades, con mecanismos fisiopatologicos compartidos.

Desde el punto de vista metabdlico-molecular, en el presente estudio hemos determinado
la relacion entre estas dos entidades mediante la determinacion de la correlacion entre el
perfil lipidico y los marcadores bioquimicos 6seos para asi poder evidenciar dicha
relacién a nivel clinico y asi contribuir a explicar los posibles nexos entre estos dos
procesos. Se considera este vinculo como una relacion de co-producciéon (no causal),
donde existe un factor etiopatogénico comun, en este caso, el decaimiento de estrégenos
que a través de diversos mecanismos, induce los cambios tanto en el metabolismo Gseo
como en el metabolismo lipidico.

Para caracterizar y examinar el patron propio de esta relacion, hemos analizado, el tipo
de relacién existente entre el indice aterogénico y los niveles de osteopenia, mediante
correlaciones bivariadas entre los marcadores éseos, tanto bioquimicos como
densitométricos con los marcadores del perfil lipidico.

Se encontré que existen evidentes correlaciones entre los Marcadores Bioquimicos de
Formacion y Resorcion con el Perfil Lipidico. Aunque no todas las correlaciones fueron
estadisticamente significativas, destacan aquellas en las cuales los Marcadores de
Formacion presentaron un coeficiente de correlacion negativo importante con el
colesterol total y con el indice aterogénico, aunque una correlacion mas elevada en estos
se observo con la fraccion LDL- colesterol.

Por su parte, los marcadores de resorcién, presentaron mejores correlaciones con las
moléculas del perfil lipidico en general. Es asi que todos, excepto TRAP, presentaron
una correlacion positiva importante con el colesterol total, con el indice aterogénico y
una elevada correlacion con LDL-col. En cambio, la fraccion HDL-col, presento un
coeficiente de correlacion negativo aunque menor solo con TRAP. No se encontrd
correlacion entre Triglicéridos y Marcadores Bioquimicos Oseos. El grupo de mujeres
en edad fértil, se diferencié notablemente del grupo post-menopadsico en los tres casos

(colesterol total, LDL-col, indice aterogénico) los cuales presentaron niveles tanto de
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NTx y PYD como de los marcadores lipidicos, dentro de sus respectivos rangos de
referencia. Cabe resaltar, que un importante ndmero de casos de mujeres post-
menopausicas también presentaron niveles normales de NTx y de marcadores lipidicos,

los cuales no necesariamente son los casos de mujeres mas jovenes.

En las gréficas de regresion lineal, se puede observar evidente dispersion, especialmente
en los marcadores de Formacion y solo NTx y PYD en cuanto a los de resorcién. Esta
dispersion se explica por la gran variabilidad intra-individual que presentaron las
pacientes, en cuanto a edad y niveles hormonales especialmente, ya que este factor juega
un rol importante monitoreando tanto el metabolismo lipidico como el metabolismo
06seo, lo cual se detallara mas adelante. La dispersidon que presentan los datos, es mas
evidente en los Marcadores de Resorcion NTx y PYD, los cuales presentan una
tendencia a incrementar su concentracion de manera directamente proporcional con el
colesterol total, LDL-col e indice aterogénico.

Es interesante que en el caso de TRAP respecto a colesterol total, LDL-col, indice
aterogénico, no se observo dispersion de los datos, agrupandose la mayoria de ellos muy
cerca de la pendiente (r = 0.3) (Fig. 40d). Incluso, una parte importante de los mismos se
ubico dentro del promedio +/- 1DS del grupo de mujeres en edad fértil, lo cual indica
gue esta enzima no presentd gran variacion en respuesta al incremento de la
concentracion de los valores del perfil lipidico.

De esta manera, y basandonos en los resultados hallados, se puede afirmar que existe
evidente relacion entre estos dos procesos en el nivel clinico. Esta relacién, es compleja
debido a que el grado de correlacion en todos los casos no se lleva a cabo de la misma
manera; hecho que se explicaria por la existencia de otros mecanismos involucrados que
participan en estos procesos, los cuales se mencionan a continuacion, para una mejor
comprension de la relacion entre ambos procesos metabolicos.

Los datos presentados, muestran que el Colesterol total no solo participa en el proceso
de formacion de las placas ateromatosas en las paredes vasculares, sino también -por el

hecho de presentar una correlacion aceptable con la mayoria de los marcadores
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bioguimicos 6seos-, estaria involucrado también en algin proceso del metabolismo 6seo.
Al ser TRAP una enzima especifica liberada por el osteoclasto en el proceso de
resorcion y que refleja su actividad de manera directa, se podria esperar que la
correlacion entre esta enzima y el colesterol total fuese mayor en relacion a los demas
marcadores de resorcion, ya que el osteoclasto depende directamente del colesterol para
su funcionamiento. Sin embargo, nuestros resultados no reflejaron este hecho
(osteoclastos y su relacién de manera directa con el colesterol). Luegmayr E’® encontré
también este hecho y lo explico examinando el rol del colesterol exdgeno en la
formacion y supervivencia de los osteoclastos, los cuales no respondieron a la remocion
de colesterol via HMG-CoA reductasa, sino a la remocion del mismo via HDL-col y
Apo Al, los cuales inducen la apoptosis del osteoclasto. Ademas, el bajo nivel de
sintesis de colesterol de Novo, sugiere que la diferenciacion de estas células dependeria
de recursos externos, como las lipoproteinas y no asi del colesterol como tal para
controlar niveles celulares del mismo, lo cual explicaria la baja correlacion entre TRAP
y colesterol total obtenidos en nuestro estudio. Ademas, debe recordarse que al ser esta
enzima liberada “in situ”, es facilmente degradable y sumamente labil a tiempo de
ingresar al torrente sanguineo (donde se la determina), lo que reduce la fidelidad en la
medicién del proceso en el hueso.

Por su parte, se ha establecido que la fraccion HDL-colesterol, provocaria la
disminucion de la concentracion de colesterol intracelular (necesario para la
sobrevivencia del osteoclasto) mediante la salida del mismo de los osteoclastos
provocando su apoptosis y por consiguiente la disminucion del proceso de resorcion®.
Este proceso denominado cinética de remocién del colesterol, en el cual la via que
induce la salida del colesterol del osteoclasto es un factor muy importante, fue
constatado por estudios en cultivos de osteoclastos realizado por Luegmayr E', en los
que se indujo la salida de colesterol de estas células por dos vias: la primera mediante
un agente farmacologico MBCD (metil-p ciclodextrina) y la segunda mediante HDL-

colesterol y Apo Al; observandose diferencias sustanciales, en las que HDL-colesterol

168



induce apoptosis de los osteoclastos, solamente mediante la remocion de colesterol de
estas células. Las correlaciones leves pero significativas entre los niveles de HDL-
colesterol y los marcadores de resorcion hallados en este estudio, reflejarian lo expuesto
anteriormente. Por lo anterior, resalta el papel protector de HDL como via de
eliminacion del colesterol del osteoclasto, sin el cual esta célula es incapaz de madurar,
inhibiéndose asi el proceso de resorcion. Por otro lado, varios estudios muestran que,
HDL-colesterol también cumple una funcién protectora en las células vasculares, por
efecto indirecto de los estrogenos, blogueando la via mitocondrial de la apoptosis, por lo
tanto, previniendo la activacion de la caspasa-9 y 3 y otras alteraciones apoptoticas en la
membrana®.

En el caso de la fraccion LDL-col, segin estudios de Von K, et al, *° esta fraccion
provee de colesterol exdgeno al osteoclasto, inhibiendo su apoptosis de ahi el importante
papel de las lipoproteinas HDL y LDL-colesterol como vias contrarias de remocion y
acceso de colesterol al osteoclasto. En nuestro estudio, LDL-colesterol present6 una alta
correlacion positiva con todos los Marcadores Bioguimicos Oseos de Resorcion y
negativa con los de Aposicion, corroborando asi la evidencia de la expresion clinica de
estos parametros de lo que ocurre en los tejidos.

Ademas, contribuyen también a esta importante correlacion que presenta LDL-col, todos
los mecanismos comunes que comparten tanto el metabolismo 6seo como el lipidico en
los cuales LDL-col esta involucrado, junto a diferentes rutas y mediadores de ambos
procesos. Tal es el caso, de “la paradoja calcica”, que indica que mientras en la mujer
post-menopausica hay una disminucion de calcio en el tejido dseo, es decir huesos
descalcificados por deficiencia de hidroxiapatita y de factores osteoblasticos, en las
células de tipo endotelial hay un incremento de enzimas de origen osteoblastico. En las
arterias, este proceso se instala con ateromas calcificados, en los que se encuentran
hidroxiapatita, proteinas 0seas y factores segregados por la linea osteoblastica. De esta
manera, las arterias con ateromas tendrian tejido indistinguible del hueso desde el punto
de vista morfoldgico e histolégico; es decir, se formaria hueso en las arterias. Otros

15, 39,62

estudios, indican que existe una subpoblacion de células de la pared arterial, las
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llamadas ‘células vasculares calcificantes’ que tienen la capacidad de presentar una
diferenciacion osteoblastica y de expresar una serie de factores y proteinas comunes con
el tejido esquelético; siendo posible identificarlas en las placas ateromatosas, con una
metodologia especial. En consecuencia, la calcificacion arterial es una recapitulacion de
la osteogénesis y, desde el punto de vista etioldgico puede estar relacionada con la
deficiencia estrogénica, ya que la relacion entre pérdida progresiva de hueso y
calcificacidn adrtica seria mas significativa durante la postmenopausia. Cabe recalcar
que no se determind el calcio en las pacientes en estudio, porque en los casos de
osteopenia, que son los que caracterizan a la mayor parte de la poblacion en este estudio,
los valores de calcio no se modifican significativamente por estar estrechamente
regulada en los fluidos extracelulares. Estos se ven alterados solo en aquellas formas
generalizadas de osteoporosis severa y debidas generalmente a enfermedad subyacente;
en estos casos los niveles de calcio sérico y urinario pueden incrementarse indicando
aumento en la absorcion intestinal. Estas alteraciones son: la enfermedad de Paget, el
hiperparatiroidismo y las fracturas con inmovilizacion prolongada. Es por esta razon,
que debido a las caracteristicas de nuestra poblacion en estudio, no se realizaron las
determinaciones de Calcio y Paratohormona, ya que esta Gltima es liberada por la
glandula paratiroidea en caso de incremento o disminucion del calcio sérico, el cual
como se menciond anteriormente no se ve modificado en caso de osteopenia sin ninguna
enfermedad subyacente como ser enfermedades renales, segln lo reportado por Body JJ,
Bouillon R. en su estudio “Emergencies of calcium homeostasis”. Por otro, las
mediciones de calcio total tienen una utilidad limitada, por ser poco especificas y poco
sensibles, ya que la mitad del calcio sérico total se encuentra unido a proteinas
(fundamentalmente albimina), una pequefia proporcién se une a aniones (citrato,
sulfato) y el resto es calcio en forma ionizada, que constituye la fraccion regulada por el

organismo y bioldégicamente importante.

Por otro lado, la estrecha correlacion entre LDL-colesterol y osteocalcina encontrada en

nuestros resultados, han sido también reportados por Genest, et al*®, quienes indican que,
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al igual que los osteoblastos, las células endoteliales vasculares, liberan también la
proteina Osteocalcina, que a su vez estimula la liberacion de BMPs (proteinas
morfogeneticas del hueso), que tiene efectos pro-inflamatorios oxidantes al liberar
sustancias reactivas de oxigeno (ROS), provocando inflamacion en la pared vascular
para posteriormente dar lugar a la formacion del ateroma, participando activamente el
LDL-col oxidado en este proceso. Por el contrario, en el tejido dseo, el LDL-col
potencia la actividad de los osteoclastos, provocando el aumento de la resorcién sobre la
formacion, lo que da lugar a la osteoporosis en el hueso y calcificacion vascular en
arterias coronarias principalmente. Por tanto en ambos mecanismos existiria una especie
de factor comun, aparte de los estrogenos, que aun no se ha terminado de aclarar, donde
la misma molécula, produciria dos efectos diferentes en ambos metabolismos.

Otra ruta que presenta mediadores comunes en ambos procesos, es la que involucra el
sistema de regulacion OPG/RANK/RANK-L. En ambos procesos, las células dseas y
vasculares son fuente comudn de estos sistemas, lo cual se ha demostrado tanto in vitro

I muestra que en el tejido 6éseo, los

como in vivo. Por estudios in vitro, Hurte
osteoblastos, por la ruta OPG-RANK, liberan RANK-L (ligando de RANK), el cual
actla sobre los precursores de osteoclastos, inhibe su apoptosis y estimula su
diferenciacion y activacion induciendo asi la resorcion 6sea. Pero en el caso de la pared
vascular, al igual que el INF-,, RANK-L al actuar sobre los macréfagos de la pared
vascular, los induce a fagocitar lipidos, dando lugar a células espumosas, para de esta
manera inducir la presencia de células calcificantes (calcificacion vascular).”” Por otra
parte, se ha demostrado que la placa ateromatosa calcificada tiene numerosos elementos
celulares y moleculares que participan en la formacion de hueso, incluyendo la proteina
morfogenética del hueso (BMPs), el colageno tipo 1, osteonectina (ON), osteopontina
(OPN), proteinas de la matriz Gla, la osteocalcina (OC) y la osteoprotegerina (OPG)®.
Esta Ultima, es secretada por los osteoblastos y también por células vasculares entre ellas
células endoteliales y células musculares de las arterias coronarias y actia como

regulador de la resorcion 6sea al bloquear la union de RANK con RANKL, y a su vez

171



regula la calcificacion arterial, constituyéndose un factor comdn importante entre estos
dos metabolismos.

El papel de los estrogenos, ya detallado anteriormente, incluye la induccion de la
liberacion de RANK-L que actua en el remodelado 6seo, por lo que queda claro que este
proceso es en general, una actividad del aparato inmunoldgico al igual que la
aterosclerosis (en el que intervienen los linfocitos-T, monocitos, fibroblastos y células
dendriticas), que también actian mediante el RANK-L/RANK.

Todos los eventos anteriormente mencionados, ocurren a la par tanto en hueso como en
la pared arterial; donde osteoblastos/osteoclastos y moléculas del perfil lipidico
(colesterol total, HDL-col y LDL-col), el sistema de regulacion OPG/RANK/RANK-L,
ademas de procesos inmunoldgicos que involucran a los linfocitos T, participan e
interaccionan ejerciendo efectos contrapuestos tanto en el tejido 6seo como en la pared
arterial. Es esta la razon méas importante, para explicar la correlacion encontrada en
nuestros resultados. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que muchos de los otros
factores mencionados anteriormente, estan involucrados en ambos procesos, por lo cual
el efecto que ejercen las moléculas del perfil lipidico sobre el metabolismo 6seo y
viceversa, no es directo, sino que estd mediado por los agentes moleculares ya
mencionados, los cuales no fueron medidos en este estudio, como ser: osteoprotegerina
(OPG), osteonectina (ON) y osteopontina (OPN).

En esta misma linea, Ammann, et al, °® al examinar la relacién entre la concentracion de
triglicéridos y la baja masa 6sea medida mediante DMO de columna, no se encontraron
asociacion entre estas dos variables. Dichos hallazgos fueron ratificados en nuestro
estudio al no encontrarse correlacion entre la concentracion de los Marcadores
Bioquimicos y Triglicéridos. Aunque, en las graficas de regresion, se observa muy leve
correlacion, (donde parte importante de los datos se acumulan alrededor de una especie
de columna) esto seria el producto de la existencia de algunos datos no representativos
de toda la poblacién estudiada que se encuentran muy alejados del grupo y que generan

dicha tendencia, la misma que en este marco, no seria verdadera.
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En cuanto al indice Aterogénico en este estudio, encontramos que existe correlacion leve
solo con los marcadores de resorcion. Pese a no obtener un coeficiente de correlacion
mas elevado como se esperaba y al no encontrarse estudios previos respecto a la relacion
de este con los marcadores dseos, se podria afirmar que el Indice aterogénico como tal,
no seria expresion de un efecto directo sobre el metabolismo dseo, sino que dependeria
de los componentes por separado que conforman su formula (COLESTEROL/HDL-
COL). Ambas moléculas, como se explicd anteriormente, estan involucradas solo en
procesos relacionados con los osteoclastos. Si bien este es un factor importante en el
proceso de resorcion; lo es mucho mas la fraccion LDL-colesterol, la cual estd implicada
directamente en ambos metabolismos, interactuando con los diferentes mediadores
quimicos e inmunoldgicos que estos incluyen. Podria explicarse, este hecho, porque la
formula del indice aterogénico que fue utilizada en este estudio, no presentd la

correlacion esperada.

En cuanto a la correlacion entre los marcadores lipidicos con los resultados
densitometricos, encontramos correlaciones leves entre la DMO de columna y femorales
solo con el colesterol total y con LDL-colesterol, siendo estas correlaciones menos
ostensibles respecto a lo obtenido con los marcadores bioquimicos dseos. Esto es
relevante ya que, hasta el momento, no se han reportado estudios de correlacién entre
cambios en el perfil lipidico y perfil 6seo medido por marcadores bioquimicos, los
cuales como se mostr6 antes ofrecen mayor precision y confiabilidad, porque reflejan la
actividad dindmica de ambos procesos. Todos los estudios previos abordaron la relacion
entre DMO y circunferencia abdominal (CA) o el indice de masa corporal (IMC)® y en
algunos casos estudios imagenoldgicos de la pared arterial coronaria'®: Lo anterior
refleja la relacion solo entre ciertos sitios, sin tomar en cuenta la relacion entre ambos
procesos metabolicos como un todo.

Por todo lo expuesto anteriormente, queda claro que, a partir del analisis de la

asociacion de estos dos procesos, ambas entidades deberian manejarse de manera
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simultanea, por existir mecanismos comunes estrechamente relacionados e involucrados

en ellas.

XIl. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que:

La relacion entre la formacién de las placas de ateroma y los niveles de
osteopenia, en la post-menopausia es un proceso complejo y dinamico que
involucra diversos factores y rutas metabdlicas comunes en ambas entidades.
Para tal efecto, se estudié 60 mujeres post-menopausicas (grupo de estudio) y 6
mujeres en edad fértil, como una especie de grupo control para evidenciar mejor
los cambios en la poblacion en estudio. En las mismas se determinaron los
niveles de los parametros del perfil lipidico, hormonal, marcadores bioquimicos
0seos y densitométricos. Las correlaciones bivariadas realizadas entre estas
variables, se muestran estadisticamente significativas, por lo que a nivel
metabdlico-molecular se logré evidenciar los acontecimientos que suceden a
nivel clinico. Se detallaron los nexos entre estos dos procesos, en los que
especialmente los pardmetros del perfil lipidico (Colesterol total, HDL-
colesterol,  LDL-colesterol e Indice  aterogénico)  correlacionaron
significativamente (p < 0.01) tanto con los marcadores de formacion como de
resorcion Osea. Por lo que se considera este vinculo como una relacion de co-
produccién (no causal), en el que el decaimiento hormonal (especialmente de los
estrogenos) induce a alteraciones tanto en el metabolismo éseo con la pérdida de
masa 60sea, como en el metabolismo lipidico con la formacién de la placa
ateromatosa calcificada la cual tiene en comin numerosos elementos celulares y

moleculares que participan en la formacion de hueso.

La correlacion entre los Marcadores Bioquimicos de Remodelado Oseo con la

Densitometria Osea (DMO), destaca que los Marcadores de Formacion (BAP,

174



OC Y CICP) correlacionaron mejor con la DMO en columna y femorales
izquierdo y derecho (p < 0.01). Solo los Marcadores Bioquimicos de Resorcion
NTx y PYD son los que correlacionaron de manera importante con la DMO en
columna y cuellos femorales izquierdo y derecho (p < 0.01). Esta correlacion
entre DMO vy los Marcadores bioquimicos 0seos permitieron detectar
especificamente en los marcadores de resorcion la existencia de dos poblaciones
definidas, mediante puntos de corte (NTx = 20 nM ECO y PYD = 40 nmol/l) ,
por encima de los cuales destacan aquellas mujeres con un claro incremento de
los Marcadores de Resorcion Gsea, pese a presentar una DMO que refleja
osteopenia leve o moderada, lo cual podria constituir un criterio para detectar de
manera temprana la pérdida de masa dsea en estas pacientes.

Se confirma que TRAP, no es un marcador de eleccion indicativo de incremento
en la resorcion dsea, ya que aunque se obtuvo un correlacion significativa (p <
0.05) con la DMO tanto en columna como en cuellos femorales derecho e
izquierdo, el coeficiente de correlacion obtenido ( r = -0.4 en columna) (r =- 0.3
en femorales) es menor en relacion a los demas marcadores de resorcion (NTX y
PYD) esto se explicaria por su baja especificidad (11%) y sensibilidad (55%),
ademas de ser muy labil y facilmente degradable en condiciones no adecuadas de
temperatura y tiempo de conservacion.

Se asume que, los Marcadores Biogquimicos de Remodelado éseo brindan
informacion adicional y complementaria a la DMO, expresando intensidad del
recambio 6seo, velocidad de pérdida y de formacion Gsea, tal es el caso
principalmente de los Marcadores de Resorcion NTx y PYD, que se
caracterizaron por su alta sensibilidad (NTx = 100%, PYD = 96%) y
especificidad (NTx = 69%, PYD = 63%) respecto a los demas marcadores 0seos,
ademas de presentar niveles elevados en parte importante de las mujeres
estudiadas, las cuales presentaban aun Osteopenia leve e incluso normal por

DMO. Esto permite afirmar que, segun este estudio, los Marcadores Bioguimicos
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reflejan con ventaja el estado del tejido 6seo a corto plazo y abre la posibilidad
de detectar pérdida temprana de masa Gsea en mujeres post-menopadsicas.

La variacion de los Marcadores Oseos a lo largo del tiempo, refleja que el
Tiempo de post-menopausia, permite observar mejor que la edad, tanto el
incremento como el decremento de estos marcadores, por lo cual ratificamos la
influencia que ejerce el cambio hormonal en estos y no asi el simple tiempo
cronoldgico. Evidentemente, al observar la DMO a lo largo del Tiempo post-
menopausico, existe un lapso en el que no se aprecia una tendencia de
disminucion (entre los 5 a 10 afios de tiempo post-menopadsico), hecho que
indica, que esta técnica no muestra con claridad lo que acontece en el hueso en
este lapso de tiempo, a diferencia de lo que ocurre con los marcadores
bioquimicos, en los que se observa el decremento continuo, que puede

relacionarse con la abrupta caida que experimenta el Estradiol.

La correlacion que se obtuvo entre los Marcadores de remodelado Oseo con los
parametros del Perfil Lipidico fue importante y estadisticamente significativa (p
< 0.01) con el Colesterol total, LDL-colesterol, y muy leve con el indice
aterogénico, excluyéndose este ultimo como un factor que por si mismo se
relacione directamente con el proceso de resorcion ésea. La fraccion HDL-
colesterol y los triglicéridos no mostraron correlaciones estadisticamente

significativas con los marcadores 6seos.

Quedo claro por lo tanto que el indice aterogénico de Castelli como tal no se
relaciona directamente con los niveles de osteopenia en mujeres post-
menopausicas; sino mas bien la molécula pro-aterogéna LDL-colesterol es la que
correlaciona de manera significativa (p < 0.01) y con un elevado coeficiente de
correlacion con los marcadores tanto de formacién (r = -0.4) como con los de

resorcion osea (r = 0.3 TRAP)(r = 0.4 NTx y PYD), y que participa de manera
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importante en  todos los mecanismos comunes que comparten tanto el
metabolismo 6seo como el lipidico, en los cuales esta involucrado, junto con una
serie de rutas y mediadores comunes ya reportados, en ambos procesos. Por lo
tanto, los diversos vinculos entre Osteoporosis y Enfermedad Cardiovascular,
con interaccion de diversos procesos metabdlicos (Oseo, Lipidico y Hormonal),
tienen a los Estr6genos como el principal aunque no el Unico factor
desencadenante  de diversos eventos bioquimicos e inmunoldgicos, ya
mencionados en el presente trabajo. Estos dan lugar, finalmente a la
desmineralizacion 6sea Yy la mineralizacion arterial, hechos denominados de
manera conjunta como: La Paradoja del Calcio. Lo anterior explica el hecho de
que los antioxidantes y las estatinas muestren efectos anti-osteoporoticos y que,
por lo tanto, la osteoporosis y la enfermedad cardiovascular deberian tratarse

como entidades estrechamente relacionadas.

La correlacién de los Marcadores 6seos con las hormonas del eje gonadal
femenino (Estradiol, LH y FSH) se expres6 de manera apreciable solo con los
niveles de estradiol (p = <0.05). Esta correlacién con estradiol es coherente con
lo que se conoce sobre los cambios en la dindmica aposicion/resorcion de hueso,
lo cual nos da una vision representativa de los aspectos estructurales y
funcionales del tejido 6seo. Sin embargo, el leve coeficiente de correlacion
encontrado (r = 0.3 en el caso de BAP), (r =-0.5 en el caso de NTx) y (r =-0.3
en el caso de PYD) puede atribuirse a que la poblacion post-menopausica
estudiada era relativamente joven, en quienes los valores de Estradiol no
presentaron disminuciones considerables. por otro lado, agrupando la concentracion
de Estradiol encontrado, por estratos de Tiempo post-menopausico, se observd
que la caida hormonal, se inici6 recién a partir de los 5 afios, mientras que el
incremento de la resorcion dsea, comenzé ya antes (a partir de los 2 a 4 afios del

tiempo de post- menopausia) lo cual ratifica que otros factores como el estilo de

177



vida, hébitos y alimentacion entre otros, aparte de la variabilidad hormonal,

participan en el incremento de la velocidad de pérdida de hueso.

XIll. RECOMENDACIONES.

Es importante mencionar que nuestros resultados no pueden generalizarse para otras
poblaciones, debido a que por el tiempo reducido que abarco el estudio, solamente se
trabajé con 60 pacientes. Pese a que este dato se obtuvo mediante calculo de tamafio
muestral, nuestra poblacién puede ser considerada reducida; por lo que seria
recomendable estudiar una poblacion con un mayor numero de pacientes post-
menopadusicas, a las que se realicen por lo menos dos mediciones mas de los parametros
medidos en este estudio (perfil éseo, perfil lipidico, perfil hormonal y DMO) en tiempos
subsecuentes para determinar la variacion de dichos valores en cada caso. Ademas, sera
importante valorar aquellos marcadores que no fueron medidos como ser:
osteoprotegerina (OPG), osteonectina (ONC) y osteopontina que como se discutié en
capitulos anteriores son de vital importancia tanto en el metabolismo 6seo como en el
lipidico. Todo lo anterior, podria coadyuvar a obtener cifras mas exactas y menos
dispersas en cuanto a la edad y a la concentracion de los diferentes metabolitos para que

estos datos a su vez puedan ser inferidos en la poblacion de nuestra ciudad.

Cabe recalcar que no se determind Calcio sérico ni los niveles de la paratohormona en
este estudio, porque en los casos de osteopenia, que son los que caracterizan a la mayor
parte de la poblacion en este estudio, los valores de calcio no se modifican
significativamente por estar estrechamente regulada en los fluidos extracelualres. Estos
se ven alterados solo en aquellas formas generalizadas de osteoporosis severa y debidas
generalmente a enfermedad subyacente; en estos casos los niveles de calcio sérico y
urinario pueden incrementarse indicando aumento en la absorcién intestinal. Estas

alteraciones son: la enfermedad de Paget, el hiperparatiroidismo y las fracturas con

178



inmovilizacion prolongada. Es por esta razon, que debido a las caracteristicas de nuestra
poblacién en estudio, no se realizaron las determinaciones de Calcio y Paratohormona,
ya que esta ultima es liberada por la glandula paratiroidea en caso de incremento o
disminucion del calcio sérico, el cual como se mencion0 anteriormente no se ve
modificado en caso de osteopenia sin ninguna enfermedad subyacente como ser
enfermedades renales, segin lo reportado por Body JJ, Bouillon R. en su estudio
“Emergencies of calcium homeostasis”. Por otro, las mediciones de calcio total tienen
una utilidad limitada, por ser poco especificas y poco sensibles, ya que la mitad del
calcio sérico total se encuentra unido a proteinas (fundamentalmente albumina), una
pequefia proporcion se une a aniones (citrato, sulfato) y el resto es calcio en forma
ionizada, que constituye la fraccién regulada por el organismo y biologicamente

importante.

Seria interesante para estudios posteriores, analizar no solamente el indice aterogénico
de Castelli o tipo 11 (colesterol total/ HDL-colesterol) sino también el indice aterogénico
tipo | (LDL-colesterol/ HDL-colesterol) el cual incluye en su formula la molécula pro-
aterégena LDL-colesterol, el cual segun bibliografia consultada tendria la misma
utilidad que colesterol total / colesterol-HDL, sin que hasta ahora se hayan demostrado
mayores ventajas sobre esta Ultima. Esto debido a que como se constaté con los
resultados obtenidos, esta lipoproteina (LDL-colesterol) es la que estd involucrada

directamente en ambos metabolismos, tanto 6seo como lipidico.

Seria aconsejable tomar en cuenta, para posteriores estudios, a mujeres post-
menopausicas, con edades superiores a los 60 afios, para de esta manera poder apreciar
mejor la disminucion de los niveles hormonales, especialmente Estradiol y asi evaluar de
mejor la relacion entre este y los marcadores bioguimicos 6seos, y a la vez identificar de
manera mas adecuada las mujeres con alto grado de riesgo de presentar osteoporosis a

futuro.
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Respecto a la determinacion de los marcadores 0seos, se recomienda que para Su
interpretacion tomen en cuenta distintos factores que podrian influir en los resultados;
entre ellos se encuentran: las condiciones pre-analiticas, las caracteristicas analiticas de
sensibilidad, especificidad y la variabilidad bioldgica de las personas. No se deben
comparar resultados de distintos laboratorios, sino seguir a los pacientes siempre con la
misma metodologia, en el mismo laboratorio y con los mismos reactivos.

En la etapa pre-analitica es de vital importancia considerar la preparacion del paciente
antes de la obtencidn de la muestra (horas de ayuno, dieta previa) y tipo de muestra
(suero-orina), temperatura de manipulacion y almacenamiento, ciclos de congelamiento
y descongelamiento. Todas estas condiciones que por ser fuentes de variabilidad
técnica, fueron suficientemente controladas en este estudio. Se debe siempre considerar
que la variacion analitica es funcién de la reproducibilidad y exactitud de las técnicas
empleadas y las muestras sanguineas presentan menos variacion analitica que las
urinarias

En este mismo orden se recomienda considerar que, también la variabilidad bioldgica es
un factor no controlable que depende de la regulacion del remodelamiento 6seo
relacionado con factores mecénicos (actividad fisica y fuerza muscular) y humorales
(concentracion de calcio y fosfatos, hormonas, vitamina D, citoquinas) que actan sobre
las células dseas para el reclutamiento, proliferacion y funcion celular y por lo tanto
deben tenerse en cuenta para la correcta interpretacion de los resultados.

Por Gltimo, de acuerdo a los resultados presentados y corroborando los mismos con otros
autores, recomendamos que, definitivamente, los marcadores de resorcion NTx
(Telopéptido Amino terminal) y PYD (Piridinolinas); serian de los mas utiles para
reflejar el grado de resorcion dsea, asi como para predecir perdida temprana de masa
0sea. Es asi, que tomando en cuenta aspectos, relacionados al costo/beneficio, y tiempo
de ejecucion de la técnica, NTx y PYD serian los marcadores 6seos de eleccion que
pueden ser implementados como pruebas de rutina en cualquier laboratorio, descartando
de esta manera a los deméas marcadores 0seos, abaratando de esta manera los costos de

diagndstico de laboratorio.

180



XIV. BIBLIOGRAFIA

1. AGNUSDEI D., AORIN J.A., ARIE T. 1999. Informe sobre la osteoporosis en la
Comunidad Europea. Desarrollar huesos fuertes y prevenir fracturas. [enlinea]
<http://www.reumatologiahvh.org/reumatologiahvh_esp/profesionales/PDF/Informe
%20s0bre%201a%200steoporosis%20en%20la%20Comunidad%20Europea.pdf>
[consulta: 27 junio 2000].

2. ALBA M.M., ARDILA E.A., ONATRA W. 1991. Diagndstico y manejo de mujeres
con osteoporosis postmenopdusica. Rev. Col. Obstet Ginecol.

3. ALFONSO 1. ALFONSO J.C. 2007. Cuba: caracteristicas sociodemogréaficas de las
mujeres de edad mediana En: Climaterio y menopausia, un enfoque desde lo social:
21-38.

4. ALOIA J.F. 1997. Factores de riesgo de osteoporosis y profilaxis con terapia
hormonal. Atlas en color de osteoporosis: 17-38.

5. ALVAREZ L. Y PERIS P. 2002. Marcadores bioquimicos del remodelado 6seo,
Aplicabilidad clinica. Roche Diagnostics S.L. Barcelona.

6. AMMANN P., RIZZOLI P., y SLOSMAN D. 1992. Sequential and precise in vivo
measurement of bone mineral density in rats using dual-energy X-ray absorptiometry:
Bone Miner Res. 7: 311-316.

7. ARIOT M.E., SORNAY-RENDU E., GARNERO P. 2010. Apparent pre and
postmenopausal bone loss evaluated by DXA at different skeletal sites in women: the
OFELY cohort: 12: 683-690.

8. ARTILES L., NAVARRO D., MANZANO B. 2007. Estrégenos y huesos. En:
Climaterio y menopausia, un enfoque desde lo social: 202-15.

9. ASOCIACION ESPANOLA DE CARDIOLOGIA. [en linea]
<http://www.cardiovascularlatinoamerica.org/osteoporosis/capitulol1.htm>
[consulta: 10 agosto 2013].

10. ATKINS G.J.,, WELLDON K.J., HALBOUT P. 2009. Strontium ranelate treatment
of human primary osteoblasts promotes an osteocyte-like phenotype while eliciting
an osteoprotegerin response: 20(4): 653-664.


http://www.cardiovascularlatinoamerica.org/osteoporosis/capitulo11.htm

11. AXMANN R. Y BOHM C. 2009. Inhibition of interleukin-6 receptor directly blocks
osteoclast formation in vitro and in vivo: 60(9): 2747-2756.

12. BARCLAY L. 2010. North American Menopause Society Issues Guidelines on
hormone therapy: 7: 242-255.

13. BATER P.,J. NICHOLLS S., y RYE KA. 2004. Anti-inflamatory properties of
HDL. Circ Res. Oct 15: 95(8): 764-772.

14. BEKKER P.J., HOLLOWAY D., NAKANISHI A. 2001. The effect of a single dose
of osteoprotegerin in postmenopausal women: 16(2): 348-360.

15. BOIX R., MEDRANO M.J. 2001. Mortalidad por enfermedad cerebrovascular y
enfermedad isquémica del corazon. Periodo 1996-1997: 98-102.

16. BONE H.G., MCCLUNG M.R., ROUX C. 2009. Odanacatib, a Cathepsin-K
Inhibitor for Osteoporosis: A Two-Year Study in Postmenopausal Women With
Low Bone Density.

17. BOREN J., OLIN K., LEE I. 1998. Identification of the principal proteoglycan-
binding site in LDL. A single-point mutation in apo-B100 severely affects
proteoglycan interaction without affecting LDL receptor binding: 101(12): 2658-
2664,

18. BRAWN J.P.,, DELMAS P.B., MALAVAL L. 1984. Serum bone gla-protein: a
specific marker of bone formation in postmenopausal osteoporosis: 1: 1091-1093.

19. BREYER J.A. 1996. Assessing risk of overt cardiovascular desease: 104: 263-270.

20. CALI L.P., BOWERS G.N., YOUNG D.S. 1973. A Referee method for the
determination of total calcium in serum: 19: 1208-1213.

21. CALVO M.S., EYRE D.R., GUNDBERG. 1966. Molecular basis and clinical
aplication of biological markers of bone turnover: 17: 333-368.

22. CASTANEDA A. 2011. Enfermedad coronaria durante la post-menopausia[enlinea]
<http://www.encolombia.com/Meno_I1_vol_Il_enfermedades_coronarias.htm>
[consulta: 3 septiembre 2013].

23. CHESNUT C.H., SILVERMAN S., ANDRIANO K. 2010. PROOF Study Group A
randomized trial of nasal spray salmon calcitonin in postmenopausal women with
established osteoporosis: the prevent recurrence of osteoporotic fractures study:
109(4): 267-276.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Axmann%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=B%C3%B6hm%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714627
http://www.encolombia.com/Meno_II_vol_II_enfermedades_coronarias.htm

24. CHRISTIANSEN C. 1994. Postmenopausal bone loss and risk of osteoporosis: 1:
47-51.

25. COSMAN F., NIEVES J., WILKINSON C. 1996. Bone density change and
biochemical indices of skeletal turnover: 58: 236-243.

26. CUMMINGS S.R., SAN MARTIN J., MCCLUNG M.R. 2009. Denosumab for
prevention of fractures in postmenopausal women with osteoporosis: 361(8): 756-
765.

27. DARREN E.R., WHITNEY N., STEPHANIE N. 2007. Las enfermedades
cardiovasculares y la osteoporosis: la gestion de equilibrar el riesgo: 3(5): 673-689.

28. DENKE M.A. 2002. Dietary prescriptions to control dyslipidemias. Circulation: 105:
132-135.

29. DEROO B. Y KURACH K. 2006. Estrogen receptor and human disease: 116(5):
562-570.

30. DIAZ A. 2002. Osteoporosis, estrgenos y metabolismo 6seo. Implicaciones en la
insuficiencia renal crénica.120(11): 50-91.

31. DONALSON C . EASTELL R., COLWELL A., HAMPTON L. 1997. Biochemical
markers of bone resorption compared with estimates of bone resorption from
radiotracer Kinetic studies in osteoporosis: 12: 59-65.

32. ELDERS P.J., LIPS P.,, NETELENBOS J.C. 1994. Long term effect of calcium
supplementation on bone loss in perimenopausal women: 9: 963-970.

33. ESTADISTICAS NACIONALES. Anuario. Chile [en linea] <http://bvs.sld.cu/cgi-
bin/wxis/anuario/?lIsisScript=anuario/iah.xis&tag5001=mostrar*m1605&tag5009=ST
ANDARD&tag5008=10&tag5007=Y &tag5003=anuario&tag
5021=e&tag5022=2007 &tag5023=1605> [consulta: 28 noviembre 2011].

34. ESTEVEZ A., SANCHEZ M., SAINZA J. 2003. Cuando sospechar osteoporosis y
riesgo de fracturas en la mujer. Revista Iberoamericana de Revisiones en
Menopausia: 5(2): 3-11.

35. FALCH J.A. Y SANDVIK L. 1990. Perimenopausal appendicular bone loss: a ten
years prospective study: 11: 425-428.


http://bvs.sld.cu/cgi-bin/wxis/anuario/?IsisScript=anuario/iah.xis&tag5001=mostrar%5em1605&tag5009=STANDARD&tag5008=10&tag5007=Y&tag5003=anuario&tag%205021=e&tag5022=2007&tag5023=1605
http://bvs.sld.cu/cgi-bin/wxis/anuario/?IsisScript=anuario/iah.xis&tag5001=mostrar%5em1605&tag5009=STANDARD&tag5008=10&tag5007=Y&tag5003=anuario&tag%205021=e&tag5022=2007&tag5023=1605
http://bvs.sld.cu/cgi-bin/wxis/anuario/?IsisScript=anuario/iah.xis&tag5001=mostrar%5em1605&tag5009=STANDARD&tag5008=10&tag5007=Y&tag5003=anuario&tag%205021=e&tag5022=2007&tag5023=1605
http://bvs.sld.cu/cgi-bin/wxis/anuario/?IsisScript=anuario/iah.xis&tag5001=mostrar%5em1605&tag5009=STANDARD&tag5008=10&tag5007=Y&tag5003=anuario&tag%205021=e&tag5022=2007&tag5023=1605

36. FORERO M.S., KLEIN R.F., NISSENSON R.A. 1987. Effect of age on circulating
immunoreactive and bioactive parathyroid levels in women: 2: 363-366.

37. FOX S.W. Y CHOW J.W. 1998. Nitric oxide synthase expression in bone cells: 23:
1-6.

38. FRATTINI A., PANGRAZIO A., SUSANI L. 2003. Chloride channel CICN7
mutations are responsible for severe recessive, dominant, and intermediate
osteopetrosis: 18(10): 1740-1747.

39. GALLAGHER J.C., GOLDAR D., MOY A. 1987. Total bone calcium in normal
women: effect of age and  menopause  status: 2:  491-496.

40. GAMERO P., SHIH W.J., GINEYTS E. 1994. Comparison of new biochemical
markers of bone turnover in late postmenopausal osteoporotic women in response to
alendronate treatment: 79: 1693-1700.

41. GARDNER J.C., VAN BEZOOIWJEN R.L., MERVIS B. 2005. Bone mineral density
in sclerosteosis; affected individuals and gene carriers: 90(12): 6392—6395.

42. GARNERO P. Y DELMAS P.D. 1993. Assessment of the serum levels of bone
alkaline phosphatase with a new immunoradiometric assay in patients with metabolic
bone disease: 77: 1046-1053.

43. GARNERO P, HAUSHERR E, CHAPUY M. 1996 Markers of bone resorption
predict hip fracture risk in elderly women: The EPIDOS Prospective Study. J Bone
Miner Res 11:1531-1538.

44, GARTON M., MARTIN J., NEW S. 1996. Bone mass and metabolism in women
aged 45-55. Clin. Endocrinol: 44: 563-570.

45. GELB B.D., SHI G.P., CHAPMAN H.A. 1996. Pycnodysostosis, a lysosomal
disease caused by cathepsin K deficiency: 273(5279): 1236-1238.

46. GENEST, SCHAEFER, BOSTON. 1996. Cholesterol-lowering effects of dietary
fiber: a meta-analysis 90(12): 6392-6395.

47. GERMAN U. 1999. Menopausia. Guias de practica clinica basadas en la evidencia.
Asociacion colombiana de facultades de medicina - ascofam.

48. GIANNINI S., D’ANGELO A., SARTORI L. 1996. Continuous and cyclical
clodronate therapies and bone density in postmenopausal bone loss. Obstetrics &
Gynecology: 88: 431-436



49. GLASS C.K. Y WITZTUM J.L. 2001. Atherosclerosis. The Road ahead: 104(4):
503-516.

50. GORDON D.J. Y RIFKIND B.M. 1989. High-density lipoprotein: The clinical
implications of recent studies: 321(19): 1311 -6165.

51. GOTTSCHALCK 1.B., JEPPESEN P.B., HARTMANN B. 2007. Effects of
treatment with glucagon-like peptide-2 on bone resorption in colectomized patients
with distal ileostomy or jejunostomy and short-bowel syndrome: 43(11): 1304-1310.

52. GOWEN M., LAZNER F., DODDS R. 1999. Cathepsin K knockout mice develop
osteopetrosis due to a deficit in matrix degradation but not demineralization: 14(10):
1654-1663.

53. GUO C.Y., THOMAS W.E., DEHAMI A.W. 1996. Longitudinal changes in bone
mineral density and turnover in postmenopausal women with primary
hyperparathyroidism.

54. GUPTA Y ARONOW. 2004. Are cardiovascular disease and osteoporosis directly
linked. Sports Med: 34: 779-807.

55. HEANEY R.P. 1998. Pathophysiology of osteoporosis. Endocrinol Metab Clin
North: 27: 255-65.

56. HENRIKSEN D.B., ALEXANDERSEN P., HARTMANN B. 2007. Disassociation
of bone resorption and formation by GLP-2: a 14-day study in healthy
postmenopausal women: 40(3): 723-729.

57. HERMOSO DE MENDOZA M.T. 2003. Clasificacién de la osteoporosis. Factores
de riesgo. Clinica y diagndstico diferencial: VVol.26, Suplemento 3.

58. HOFBAUER L.C. Y SCHOPPET M. 2004. Clinical implications of the
osteoprotegerin/RANKL/RANK system for bone and vascular diseases. JAMA:
292(4): 490-495.

59. HURTEL-LEMAIRE A.S., MENTAVERRI R., CAUDRILLIER A. 2009. The
calcium-sensing receptor is involved in strontium ranelate-induced osteoclast
apoptosis. New insights into the associated signaling pathways: 284(1): 575-584.

60. HYDER J.A. 2009. Association of coronary artery and aortic calcium with lumbar
bone density: the MESA  Abdominal Aortic Calcium Study



61. INFOMED RED SALUD. [en linea] <http://www.infomed.sld.cu/ servicios/
estadisticas> [consulta 7 noviembre 2013]

63. ISOFLAVONES. INFO. Estrogenos 'y  menopausia [en  linea]
<http://www.isoflavones.info/es/estrogenos.php> [consulta: 31 octubre 2013].

64. INSTITUTO NACIONAL DE ESTADISTICA DE BOLIVIA.2 Piramide de
poblacion[en linea] INE http://www.ine.es/censos2011_datos/cenll_datos_inicio.htm
[consulta: 15 noviembre 2011].

65. JACKSON A., VAYSSIERE B., GARCIA T. 2005. Gene array analysis of Wnt-
regulated genes in C3H10T1/2 cells: 36(4): 585-598.

66. JILKA R.L., O’BRIEN C.A., ALI A.A. 2009. Intermittent PTH stimulates periosteal
bone formation by actions on post-mitotic preosteoblasts: 44(2): 275-286.

67. JORGENSEN L., ENGSTAD T., JACOBSEN B.K. 2001. Bone mineral density in
acute stroke patients: low bone mineral density may predict first stroke in women: 32:
47-51.

68. KIEL D.P. Y WILSON P.W. 2001. Bone loss and the progression of abdominal
aortic calcification over a 25 year period: the Framingham Heart Study.

69. KIM G., HAN S., JUNG Y. 2011. Interleukin-10 regulates bone metabolism by
suppressing osteoclastogenesis in vivo.

70. KNOPP R.H., ZHU X., LAU J. 1994. Sex hormones and lipid interactions:
Implications for cardiovascular disease in women. The Endocrinologist: 4: 286-301.

71. KOUSTENI S., ALMEIDA M., HAN L. 2007. Induction of osteoblast
differentiation by selective activation of kinase-mediated actions of the estrogen
receptor, Mol. Cell. Biol. 27(4): 1516-1530.

72. KROGER 8. KROGER H., HEIKKINEME J., LAITINEN K. 1992. Dual energy X
ray absorptiometry in normal women: a cross-sectional study of 717 Finnish
volunteers. Osteoporosis Int.: 2: 135-140.

73. LACEY D.L., TIMMS E., TAN H.L. 1998. Osteoprotegerin ligand is a cytokine that
regulates osteoclast differentiation and activation: 93(2): 165-176.

74. LINDSAY R., 1996. The menopause and Women: Obstet Gynecol: 87: 16-1


http://www.infomed.sld.cu/%20servicios/%20estadisticas%3e%20%20%5bconsulta
http://www.infomed.sld.cu/%20servicios/%20estadisticas%3e%20%20%5bconsulta
http://www.isoflavones.info/es/estrogenos.php
http://es.wikipedia.org/wiki/Instituto_Nacional_de_Estad%C3%ADstica_de_Bolivia
http://www.ine.es/censos2011_datos/cen11_datos_inicio.htm

75. LOBBY A. 1996. Cerebral artery blood flow in relation to age and menopausal
status. Obstetrics & Gynecology: 88: 106-109.

76. LUEGMAYR E. 2009. Association of coronary artery and aortic calcium with
lumbar bone density: the MESA Abdominal Aortic Calcium Study.

77. LUGONES 4. LUGONES M. 2001. Osteoporosis en la menopausia. Prevencion y
estrategias terapéuticas actuales. Rev Cubana Obstet Ginecol: 27(3): 199-204.

78. LUKERT 14. LUKERT B., HIGGINS J., STOSKOP J.M. 1992. Menopausal bone
loss is partially regulated by dietary intake of vitamin D: 51: 173-179.

79. LUSIS 52. LUSIS A.J. 2000. Atherosclerosis Nature: 407(6801): 233-241.

80. MANOLOGAS c. 30. MANOLOGAS S., KOUSTENI S., CHEN J. 2004. Kinase
mediated transcription, activatora of nongenotropic estrogen like signaling and
osteoporosis: a different perspective on the HRT dilemma.

81. MARCUS 7. MARCUS R., 2004. Correlates of bone mineral density in the
postmenopausal: 1467-1476.

82. MARCUS 36. MARCUS R., GREENDALE G., BLUNT B.A. 1994. Correlates of
bone mineral density in the postmenopausal estrogen-progestin intervention trial: 9:
1467-1476.

83.MCFARLANE S.I., MUNIYAPPA R., SHIN JJ. 2004. Osteoporosis and
cardiovascular disease: brittle bones and boned arteries, is there a link? Endocrine:
23: 1-10.

84. MELTON L.J., CHRISCHILLES E.A., COOPER C. 1992. How many women have
osteoporosis?: 7: 1005-1010.

85. MEUNIER 19. MEUNIER P.J., ROUX C., SEEMAN E. 2004. The effects of
strontium ranelate on the risk of vertebral fracture in women with postmenopausal
osteoporosis: 350(5): 459-468.

86. MIRANDA 9. MIRANDA C., BERTERRECHE A., ESTRELLA A. 2002.
Densitometria ésea en el climaterio femenino. ;Estudio de rutina o de elecciéon?:
40(2): 68-75. [en linea] <http://www.scielo.edu.uy/pdf/ago/v40n2/art04.pdf>
[consulta: 12 de mayo de 2011].


http://www.scielo.edu.uy/pdf/ago/v40n2/art04.pdf

87. MURPHY M.G., CERCHIO K., STOCH S.A. 2005. Effect of L-000845704, an
alphaVbeta3 integrin antagonist, on markers of bone turnover and bone mineral
density in postmenopausal osteoporotic women: 90(4): 2022—-2028.

88. NAVARRO D. Y NICOLAU 0. 2005. Terapia hormonal y calidad del hueso. Rev
Cubana Endocrinol: 16(2). [en linea]
<http://www.scielo.sld.cu/pdf/end/v16n2/end03205.pdf> [consulta: 28 noviembre
2012].

89. NAVARRO D.A., CESPEDES I.C., DIAZ C. 2008. Estilos de vida y salud ¢sea en
mujeres de edad mediana. Rev Cubana Endocrinol: 19(3). [en linea]
<http://bvs.sld.cu/revistas/end/vol19 3 08/end03308.htm> [consulta: 12 de mayo de
2011].

90. NESS J. Y ARONOW W.S. 2006. Comparison of prevalence of atherosclerotic
vascular disease in postmenipausal women with osteoporosis or osteopenia versus
without osteoporosis or osteopenia: 97(10): 1427-1428.

91. NILAS L. Y CHRISTIANSEN C. 1987. Bone mass and its relationship to age and
the menopause: 65: 987-702.

92. NORDIN B., NEED A.G., CHATTERSON B.E. 1985. The relative contributions of
age and years since menopause to postmenopausal bone loss: 70: 83-88.

93. NOTELOVITZ M. 1997. Menopause in Women: the EVOS study. Osteoporosis Int.:
7:175-189.

94. O.M.S. 1. 35. O.M.S. 1994. Assessment of fracture risk and its application to
screening for postmenopausal osteoporosis. WHO technical report.

95. OLSON B. 1995. Estrogen and coronary artery disease in postmenopausal women.
American Journal of Medicine: 99: 117-118.

96. ORUETA R. 2010. Interpretacion de la densitometria dsea: 36(1): 27-30.
97. PACIFICI R., BROWN C., PUSCHECK E. 1991. Effect of surgical menopause and
estrogen replacement on cytokine release from human blood mononuclear cells.

Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A: 88(12): 5134-5138.

98. PAISZ L.G. Y ROLDAN G.A. 2003. Pathogenesis of osteoporosis. Endocrinol
Metab Clin: 32: 15-24.


http://bvs.sld.cu/revistas/end/vol19_3_08/end03308.htm

99. PALACIOS S. 2006. Menopausia y osteoporosis. Actualizaciones en osteoporosis:
55-6

100. PEACOCK M., TURNER C.H., ECONS M.J. 2002. Genetics of osteoporosis.
Endocr Rev.: 23: 303-326.

101. PENNISI P., SIGNORELLI S.S., RICCOBENE S. 2004. Low bone density and
abnormal bone turnover in patients with atherosclerosis of peripheral vessels.
Osteoporosis Int.: 15(5): 389-392.

102. PENA A. 2006. Prevencion general de la osteoporosis papel de la dieta y del
ejercicio. Actualizaciones en osteoporosis: 43-66.

103. PERONI A., ZINI A., BRAGA V. 2008. Drug-induced morphea: report of a case
induced by balicatib and review of the literature: 59(1): 125-129.

104. PRESTWOOD, PILBEAM C.C., BURLESON J.A. 1994. The short term effects of
conjugated estrogen on bone turnover in older women: 79: 366-371.

105. RACKLEY C.E. 1995. Estrogen and coronary artery disease in postmenopausal
women. American Journal of Medicine: 99: 117-118.

106. RAISZ L.G., WIITA B., ARTIS A. 1966. Comparison of the effects of estrogen
alone plus androgen on biochemical markers of bone formation and resorption in
postmenopausal women: 81: 37-43.

107. RANNEVICK G., JEPPSSON S., JOHNELL 0. 1995. A longitudinal study of the
perimenopausal transition: altered prolifes os steroid and pituitary hormones, SHBG
and bone mineral density: 21: 103-113.

108. RIGSS B.L., WAHNER H.W., DUNN W.L. 1986. Rates of bone loss in the
apendicular and axial skeleton of women: evidence of substantial vertebral bone loss
before menopause: 77: 1487-1491.

109. RAPURI P., GALLAGHER J., HAYNATZKE G. 2004. Endogenous levels of
serum estradiol and sex hormone binding globulin determine bone mineral density,
bone remodeling, the rate of bone loss, and response to treatment with estrogen in
elderly women: 89: 4954-4962.

110. RECKER 13. RECKER R.R., LAPPE J.M., DAVIES K.M. 1992. Change in bone
mass inmediately before menopause: 7: 857-862.



111. REDDY J., BILEZIKIAN J.P., SMITH S.J. 2008. Reduced bone mineral density is
associated with breast arterial calcification. Clin Endocrinol Metab: 93(1): 208-211.

112. REGINSTER J.Y., SEEMAN E., DE VERNEJOUL M.C. 2005. Strontium ranelate
reduces the risk of nonvertebral fractures in postmenopausal women with
osteoporosis: Treatment of Peripheral Osteoporosis (TROPOS) study: 90(5): 2816-
2822,

113. RIGGS B.L., SUNDEEP K., MELTON J. 2002. Sex steroids and the construction
and conservation of the adult skeleton. Endocr Rev.: 23: 279-302.

114. RIGGS B.L. Y MELTON L.J. 1992. The prevention and treatment of osteoporosis:
327: 620-627.

115. RODRIGUEZ 18. RODRIGUEZ J.A., VALDIVIA G., TRINCADO P. 2007.
Fracturas vertebrales, osteoporosis y vitamina D en la posmenopausia. Estudio en
555 mujeres en Chile. Rev Med Chile: 135(1): 31-6.

116. RUCKLE b. 41. RUCKLE J., JACOBS M., KRAMER W. 2009. Single-dose,
randomized, double-blind, placebo-controlled study of ACE-011 (ActRIIA-IgG1l) in
postmenopausal women: 24(4): 744-752.

120. SALUD PUBLICA. DISENOS EPIDEMIOLOGICOS.42 [en linea]
<http://www.scielosp.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid> [consulta: 6 agosto
2013].

121. SANCHEZ 37. SANCHEZ J., ONATRA W., VILLEGAS J.G. 1997. Correlacion
entre el indice de masa corporal y densidad mineral Gsea en mujeres pre y
postmenopausicas: 3: 89-92.

122. SANCHEZ 8. SANCHEZ L. 1997. Correlacion entre el indice de masa corporal y
densidad mineral 6sea en mujeres postmenopausicas.

123. SARDUY 12. SARDUY M., LUGONES M., MANZANO B. 2007. Consenso
Cubano sobre Climaterio y Menopausia.

124, SCHLEMMER A. Y HASSAGER C. 1999. Acute fasting diminishes the circadian
rhythm of biochemical markers of bone resorption. Eur.J.Endocrinol: 140(4): 332—
337.

125. SCHULZ. 2004. Journal Bone and Mineralizacion: 89: 4246-425


http://www.scielosp.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid

126. SEIBEL M.J., ROBINS S.P., BIBLEZIKIEN J.P. 1992. Urinary pyridium cross-
linkes of collagen specific markers of bone resorption in metabolism bone disease: 3:
263-270.

127. SHIELE F., ARTHUR Y., FLANCH A. 2003. Total tartrate-resistent and tartrate-
inhibited acid phosphatases in serum: biological variations and reference limits.
Clin. Chem.: 34: 685-690.

128. SMALL R.S. 2005. Uses and limitations of bone mineral density measurements in
the management of osteoporosis: 7(2): 3-9.

129. STEPON J.J., POSPICHELL J., SCHEIBER V. 1989. The application of plasma
tartrate-resistant acid phosphatase to assess changes in bone resorption in response to
artificial menopause and its treatment with estrogen or norethisterone: 45: 237-280.

130. SULLIVAN J.M., VANDER SWAAG R., LEMP G.F. 1988. Postemenoapusal
estrogen use and coronary atheroesclerosis. Int. Med: 108: 358-362.

131. TAGUCHI G.L., NAKAYAMA C.O., MINAGUCHI H. 1997. Specific changes of
urinary excretion of cros-linked N-telopeptides of type Y collagen in pre and
postmenopausal women: correlation with other markers of bone turnover. Calcif
Tissue Int.: 60: 317-322.

132. TAKANO T., LI Y.J.,, KUKITA A. 2011. Mesenchymal stem cells markedly
suppressed inflammatory bone destruction in rats with adjuvant-induced arthritis.

133. TAMAKI J., HIRANO Y., SATO Y. 2008. Low bone mass is associated with
carotid ateroesclerosis in postmenopausal women: The Japanese Population-based
Osteoporosis (JPOS) Cohort Study.

134. TAXEL P., KANEKO H., LEE S.K. 2008. Estradiol rapidly inhibits vand RANKL
expression in bone marrow cultures in postmenopausal women: a pilot study: 19(2):
193-199.

135. TORGERSON D.J., DONALDSON C., REID D.M. 1996. Bone mineral density
measurements: are they worth while? Soc Med: 89: 457-61.

136. TSAI K.S., CHEN W.C., SANCHEZ T.V. 1977. Bone densitometry of proximal
femur in Chinese subjects: gender differences in bone mass and bone areas Bone: 20:
365-369.



137.UEBELHART D., GINEYTS E., CHAPUY M. 1990. Urinary excretion of
pyridinium crosslinks: a new marker of metabolic bone disease: 8: 87-96. [en linea]

<http://www.reumauruguay.org/osteoporosis/capituloll.htm> [consulta: 10 septiembre
2012].

138. URIZA G. 2000. Menopausia. “Guia de la Practica Clinica basada en la
Evidencia”. Asociacion Colombiana de Facultades de Medicina-ASCOFAME: 2:
141-150.

139. VOGT M.T., SAN VALENTIN R., FORREST K.Y. 1997. Bone mineral density
and aortic calcification: the study of osteoporotic fractures: 45: 140-145.

140. 51. VON SAALFELD, K. 2011. Disminuya sus Niveles de Triglicéridos [en linea]
<http://www.geosalud.com/Nutricion/colesterol.htm> [consulta: 16 agosto 2013].

141. WARBURTON D.E., NICOL C.W., BREDIN S.S. 2006. Health benefits of
physical activity: the evidence: 174: 801-809.

141. WEITZMANN M. Y PACIF R. 2006. Estrogen deficiency and bone loss: an
inflammatory tale: 116(5): 1186-1194.

142. WITZTUM J.L. 1994. The role of oxidize LDL in atherosclerosis: 4: 15-25


http://www.reumauruguay.org/osteoporosis/capitulo11.htm
http://www.geosalud.com/Dir.Nutricionistas/vonSaalfeld.htm
http://www.geosalud.com/Nutricion/colesterol.htm

ANEXOS




ANEXO N°1

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Las pacientes participantes en este estudio, seran beneficiadas mediante la determinacion
de del Perfil lipidico, Hormonal y Oseo, sin costo alguno; para determinar el indice
Aterogeénico y la dindmica de Remodelado éseo y de esta manera detectar alteraciones en
los mismos y de aportar a que se tomen medidas preventivas de inmediato, para evitar la
progresion de patologias asociadas.

No se presentan riesgos de ningun tipo para el paciente ya que la muestra de sangre sera
obtenida por personal capacitado. Ademas que la primera orina de la mafiana que se
requiere es de facil recoleccion y no invasivo.

Una vez culminado el estudio, los resultados obtenidos seran reportados y entregados a las
participantes en el estudio.

Asimismo el paciente podra solicitar su retiro de este estudio, cuando asi lo decida sin
importar la causa.

Yo (nombre y apellido).........ccovviiiiiiiiiiiii e mayor de edad con
Clooooooinn, de profesion..................... Domiciliado en la zona
.......................................................................................................... de

la ciudad de La Paz.

En mi calidad de paciente ambulatorio; segin convenga a mis intereses de salud, me
comprometo en forma VOLUNTARIA sin que medie presion alguna, a realizar las
siguientes actividades:

Toma de muestra de sangre en ayunas y entrega de la primera orina de la mafiana en el

siguiente horario...............ccoevviiiiinnn.nn.

Para constancia del Compromiso Voluntario, firmo al pie del presente.



ANEXO N°2
FORMULARIO DE REGISTRO DEL PACIENTE

DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO, OSEO Y HORMONAL EN
MUJERES POSTMENOPAUSICAS

INSTRUCCIONES: Llenar el presente formulario con letra imprenta y en mayusculas,
tener especial cuidado con los valores numéricos. En aquellas respuestas con opciones

escritas encerrar en un circulo la respuesta elegida.

2.EDAD: ............... afios cumplidos

3. Fecha de nacimiento:

4. Teléfono:

5. FUM (Fecha de la tltima menstruacion):

6. Tiempo en afios desde la menopausia:

7. Tratamiento con farmacos hipolipemiantes y/o terapia de reemplazo hormonal

Si: Cuales?

No:

8. Cursa actualmente con alguna enfermedad coronaria por otra causa no asociada a la post

menopausia?

FECHA.:......... [oviviniinn [iviiinnnnn



ANEXO 3

INSTRUCCIONES AL PACIENTE PARA LA TOMA DE MUESTRA

Preparacion del paciente:

e La paciente debera presentarse en el INSTITUTO SELADIS a horas 8: 00
am en ayuno de 12 a 14 horas, evitando la ingesta de alimentos ricos en
grasas por lo menos 24 horas antes de la toma de muestra.

e La obtencion de la muestra se realizara por venopuncién de la regién
antecubital, especialmente de la mediana basilica. Se realiza siguiendo las
técnicas de bioseguridad respectivas.

e Deberé recolectar la primera o segunda orina de la mafana, en un frasco
estéril, después de realizarse previamente el aseo de la region genital.



ANEXO 4

MATERIALES Y REACTIVOS

Reactivos:

Perfil lipidico: Los reactivos a utilizar son de la linea comercial TECO DIAGNOSTICS
y consta de lo siguiente:

Reactivo de trabajo para colesterol
Standard de colesterol

Reactivo de trabajo para triglicéridos
Standard de triglicéridos

Reactivo precipitante para HDL-colesterol
Standard de HDL-colesterol.

Perfil Oseo: Los reactivos a utilizar son de la linea comercial OSTEO MARK y
MICROVUE, los cuales constan de lo siguiente para: BAP, OC, CICP, TRAP, NTx y
PYD.

Kit para 96 ensayos

Cinco Calibradores A-E, Control bajo liofilizado purificada de hueso humano, con
sales amortiguadoras y estabilizadores

Control alto

Solucién de parada

Buffer de lavado

Anticuerpo anti-la hormona especifica

Sustrato

Conjugado enzimético

Hormonas: Los reactivos a utilizar son de la linea comercial MONOBIND los cuales
constan de lo siguiente para (LH, FSH y ESTRADIOL)

Kit para 96 ensayos

Seis Calibradores A-F, liofilizados, concentraciones en Certificado de analisis
purificada de hueso humano, con sales amortiguadoras y estabilizadores

Control bajo liofilizado purificada de hueso humano, con sales amortiguadoras y
estabilizadores

Controle alto liofilizado purificada de hueso humano, con sales amortiguadoras y
estabilizadores

Tiras recubiertas

Solucién de parada NaOH 0,5 N

Tampodn de lavado 55 ml



e Detergente no ionico en una solucion tamponada con azida sddica (0,05 %) como
conservante

e Anticuerpo anti-el marcador especifico monoclonal murino purificado en una
solucion tamponada con detergente no idnico, estabilizadores y azida sodica
(0,05 %) como conservante

e Pastillas de sustrato : Fosfato de p-nitrofenil

e Conjugado enzimatico

Equipos:

Analizador quimico semi-automatico Teco Diagnostics TC-84
Lector de ELISA AWARENESS

Shaker o mezclador automéatico (Awareness)

Centrifugadora “Eppendorf”

Bafio maria “Menamert”

Cronometro

Micropipetas



ANEXO 5

PROCEDIMIENTOS REALIZADOS EN EL LABORATORIO PARA LA
DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO, MARCADORES OSEOS Y
HORMONAS EJE GONADAL FEMENINO

PERFIL LIPIDICO

Técnica manual: Se Realizar la serie analitica de la siguiente manera

Colesterol total:

Blanco Standard Pool Suero control Muestra
Reactivo |1 ml 1 ml Iml 1 ml Iml
Standard 10 uL
Pool 10 uL
Suero 10 uL
Control
Muestra 10 uL

Pre-incubar el reactivo durante 2 minutos a 37 °C, posteriormente afiadir las muestras,
y controles, mezclar e incubar 10 minutos a 37°C. Leer contra blanco reactivo.

Triglicéridos:

Blanco Standard Pool Suero control Muestra
Reactivo |1 ml 1 ml Iml 1 ml Iml
Standard 10 uL
Pool 10 uL
Suero 10 uL
Control
Muestra 10 uL

Pre-Incubar el reactivo durante 4 minutos a 37 °C, posteriormente afiadir las muestras y
controles, mezclar e incubar 5 minutos a 37°C. Leer contra blanco reactivo.

HDL-colesterol:

e Entubos de hemolisis pipetear 100 uL del reactivo precipitante con 100 uL pool del pool
de sueros y muestras.

e Incubar 15 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 3500 rpm durante 15 minutos
para obtener el sobrenadante.
Proceder de la siguiente manera con el reactivo de colesterol:



Blanco Standard Pool Muestra

Reactivo 1 ml 1 ml Iml Iml

Standard 10 uL

Pool 20 uL
(sobrenadante)
Muestra 20 uL
(sobrenadante)

Pre-incubar el reactivo de colesterol 2 minutos a 37°. Posteriormente afadir las
muestras y el control de precision. Mezclar e incubar 10 minutos a 37°C.

MARCADORES BIOQUIMICOS DE FORMACION OSEA.

FOSFATASA ALCALINA OSEA: Enzimo-inmunoanalisis para la cuantificacion de la
fosfatasa alcalina especifica de los huesos (Bone-specific Alkaline Phosphatase-BAP) en

suero human . )
Preparacion del Reactivo y de la Muestra

O Diluys|el Tar@pﬁn de Lavado 10X con agua desionizada €n
una proporcion 1:10.

Procedimiento de ensayo
Afiadir 125 pl de Tampén de Andlisis a pocillos de ensayo

<

Afiadir 20 pl de Patrones, Controles y Muesiras a 1os

pocillosde ensayo (Remuera suavemente 185 iiras para garamizar fa
mezcia de fa prresira v ef tamgain )

<

Incubar durante 3 horas x 10 minutos a 20-28 °C

Lavar 4 veces con
Tampon de Lavado 1X

O Prepare la Sclucion del Substrato (30— 60 min antes delf wso)
introduzea wie pastiia de susfralo e cada Tasto de Tampdn de
Susiralo (agife vigorosamenta)

Afadir 150 UL de Solucidn Sustrato

&

Incubar durante 30 + S minutos a 2023 °C

<&

Afiadir 100 pL de Solucion de Parada

4

Leer densidad optica 2 405 nm. Analice los resultados del
andlisis usando un ajuste cuadratioo de la curva.
y=A+Bx+Cx




OSTEOCALCINA: Enzimo-inmunoensayo para la cuantificacion de la osteocalcina
intacta en muestras de suero o plasma.

Praparacidn del Reactlva y da la Mueastra

O Prepare el lampdon de lavada 1% [(Diiuya of tamadn ds (zvado
10X en vna popomion de 1210 con 5gua dasianizats)

O Eeconsttuya los patranas ¥ contrelas con 0.5 mil da ampon

da lavads 1K (Mo deban parmanscara 20-25 “G por mds da
2 horss)

Procadimisnto de ansaya

Arada 25 pl de patrdn, eentrl o muesiea
a cada pocilla de lae tirag recubiarias

L

Arada 125 pl de anti-osteacaloing a cada poalle

<

Incuba duramia 2 horas (10 minutae) a 20235 *C

O Prepare al Canjugads Enzimatco con la Salucldn da
Lavadn {Aksda 10 =) de tampdn da favado 31X para cada wial

re0esaTe oF conjugada) Dejs qua ls pelotila 58 dizuaha
camAaliatamana.

Lavar 3 waes con
4; tampdn da lavado 1
Anada 150 pl da conjugada enzimatco raconstitulda
a cada poclia

s

Incube durants B0 minutos (£ 5 minutos) a 20-26 °C

O Proapare 3 eolucidn de sustrata da trabaje (30 - 80 mie antes
fe wsd) Mhpduzes uns pasding d8 swsiail an cada frasno ranssa0
te fampdnr da sustrato {Aqts wigomesmasta)

49 Lawar 3 vaces oon
tampsn da l=vado 12X
Aniada 150 pl do solucidn e sustrate da rakajo a cada poclila

-

[meube durante A5=40 minutes a 2025 °C

<

Arada 50 pl de 2olueidn de parada a cada pocille

Lea la darsidad dpica a 4405 nm.
Analica lng resultadas dal ensayn usando un ajusta da la curva
de 4 parametroge
¥ = (A-D}/(1+{%/C)%}+D




PROPEPTIDO C-TERMINAL DEL COLAGENO TIPO I: Enzimo-inmunoensayo

para la medicion cuantitativa del propéptido C-terminal del colageno tipo | (CICP) en
suero.

Preparacitn dal Reaclivo v de la Musslra
O Dui al tacnpan e laveds 10X &n una propamion de 1:10 con
ayguUa dasinnezada

O Dilya l3s mueeas de susrm s una propoesin da 1212 con mmpan
ta arsayd [par glamyarn, 25 pf de suem -+ 275 de tampan de enzay)

Procedimianto da Bnsayo

Afiada 100 pl da patran, contral & musstra diluida
& pada pacille der [45 tirss racubarzs

<%

[neuba duranta 120 £ 5 minutos a 1B—25 *C
LEvar 3 wacas oo
taran de lByedo 104

Afiads 100 pl da anki-CICP da eooei 8 cada pocilla da sosaya

&

[neuba durante 4550 minutos 8 13-25 G

O Prepaces eanjugesk snzimaties ean 7 ml da lampan da lavada 1%
{ombine af 68 prEpsan s Feanos mitpee LN zsr danto o8 fas 2 boras]

LEVER D wmase o0
tarrpdn da favado 12

Afada 100 pl de eonjugads enzimaties recanstuida & cada pocilla

L

[neubs duranfe 45-50 minutos a8 13-25 G

O Prepares ba sofucion de sustraln da leabajs (80 — 8t mn anfes de wan)
Mgroaezen wma aastle de ereirale R dada frassn naca Esrg ds ampdt e

girelrals
LEVER D wmase o0
tarrpdn da favado 12

Ariada 100 pl dé selucion de sustrats de lrabajo a cada podilly

<

[neuba durante 30-35 minutos a4 18-25*C

<

Afiada 50yl de solusian de parada a aada posilk

<&

Lea la densidad dptica 8 405 nm. Analica oz meulkadas del snsayo
u£andt un ajusba dé 12 curva dé 4 pammetres
¥ = fA-DI1+5 1P +D




MARCADORES BIOQUIMICOS DE RESORCION OSEA

FOSFATASA ACIDA: Enzimo-inmuno ensayo para la determinacion de la isoforma 5b
de la fosfatasa acida resistente a tartrato en suero humano

FPraparaclén del Reactive y dal Control

O Raconstiulr cada Estindar con 400 pl des agua dasionizada
(dactiada} (Doben zor vifzetts an 2 hares)

O Reconstiulr cada Coniral con 400 il de 3gua deslonirads
(dacstilada). (Doben sor wiitzents an 2 hares)

O Diinr ia 10X Soluckn de Lavads 1:10 con agoa desonzads
(dastiada)

NOTA: Megoisr a Ruwde oo t pipathe 5o bags of wiiice,

Procadimiento de ansaya

Afadir 100 pl de DHluyants da Muesstra &n Ios pooillas

<z

Anadir 54 pl de cada EstAndar y Cantral raconstiuldas al igual
gus |2 mueastra an los pocllos aproplados

7z

Sellarla microplaca & Incubar durants 60 minutos a 18-28°C
{Lilizar wn sgiindor de microplEces 8 S0 - 7000 mm)

O Afadi al contenido de un vial de |a Solocldn da

Racomstiliekn de Sustrats an wn vial de Sustrais
(LAtzEr dertno O6 fas 30 minttos)

Lave 3X con b2
{} Eolireki e L avark
Anadir 100 pl de [a Solucidn de Sustrato In cada paclla (Sakr s
FRODpaca v mazciar &7 o agiEcor dusrfa R segesdos g S - 1000 en. )

>

Incubar durantes 8 minutos a 37™C

<z

Aradir 50 pl da Salucidn de Parada

<

Laar dansidad aptica a 405 nm.
Analica los resultados del andllisls usanda un ajuste da curva
cuadritca para la curva astdndar




PIRIDINOLINAS: Enzimo-inmunoanalisis para la cuantificacion de los enlaces cruzados
de piridinio (PYD) en orina humana.

Fraparaclén al Reactivo y de la Muastra

U Propare ol Canjugado Enrimatico con Tampdn do Anb(lsks; lo
canzaryar 3 2 3 8 "0, (7 mi de Tamadn de Anslicls e pam cade vis!
die Conjugedo Breimdticn. )

O Diluya las Muesiras, los Patrones ¥ oz Contrales en una

raparcksn 1:10 can Tampdn de Anallsks
B &6 i 0 Musats + §50 ul e Tampen e Ardlzis)

Procedimiants da ansayo

ANada &0 gl dlluldes da pardn, contrat & muastra
a cada pacllie da las tieas racublartas

N

Arada 104 pb. de Coanfugads Enzimatico a cada pacliia

~z

[ncube durante 180 £ 18 minutos 3 28 °C en (a3 oecorndad

O Propara la spfuckdn da Sustrato 30— S0 mir arsoe oo uea)
Irroolores ma pestile o xisieln sn cecs feroo de lEnadn oo sueamlo
s vigamasmorEs)

O Prepare al Tampdn de Lavado 1X
(T um concentmay 10X o Tampdn de Lavads con agee
cemonizads en une proporsiin 1-140)

Levar I veces can
Temgan do Lovedn 15

Afiada 150 pl de Salucld Sustrato

~z

Incubs durants 68 £ 8 minutas 2 2028 "G

7

Anada 100 pL de Solucidn de Parada

<

Laa la dansldad dptica a 405 nm. Debers utlizarss una
acuaciks de ajuste de curva de catlbracldn de 4 pardmetros
para analizar [as raeultadss dol analisle
y = (A-DY[1+{xrC)1¥ 14D




N-TELOPEPTIDOS DEL COLAGENO TIPO | (NTx): Enzimo-inmunoanalisis para la
cuantificacion de enlaces de colageno tipo | en suero.

Diluir el conjugado 1:10

Preparar 1:5 calibradores, controles, y
muestras con el diluyente de muestra.

Afada 100ul de calibrador, controles y
muestras diluidas

Afada 100 uL del conjugado diluido,
mezclar e incubar a temperatura ambiente
por 90 minutos

Diluir el reactivo cromoégeno 1:101

Afiada 200 uL del Rvo cromégeno sustrato.
Incubar 30 minutos

Afiada 100 uL de la solucion STOP

Incubar 5 min a temperatura ambiente. leer
a 450 - 630 nm. Plotear la absorbancia en la
curva de calibracion cuadratica ajustada.




HORMONAS DEL EJE GONADAL FEMENINO:

LH

REACTIVOS: MONOBIND
e Calibradores: (A-F) 1ml/vial ELISA: TIPO

e Enzima Reactivo LH: 13ml/vial SANDWICH
e Solucion de lavado concentrada: 20ml
e Sustrato A (TMB)/ Sustrato B (H202)
e Solucion stop: HCI 1N

MUESTRA: Suero
Atemperar reactivos controles y muestras 20 — 27*C antes del procesamiento.

50 uL de muestras y
controles

100 uL de enzima (LH enzime
— reagent)

Mezcla por 20-30" Incubar
60' a temperatura ambiente

Lavar 3 veces
Buffer de lavado diluido

100 ul sustrato

Incubar 15' T* ambiente

50 uL STOP, mezclar 15-20"

Leer 450 nm
(620-630nm)

CALCULOS Y RESULTADOS: Para determinar la concentracion de LH de una muestra
desconocida, interpolar la absorbancia de la muestra, en la curva de calibracion obtenida
para hallar la concentracion en U/ml



ESTRADIOL

REACTIVOS: MONQBIND
e Calibradores: (A-G) 1ml/vial ELISA:

e Enzima Reactivo ESTRADIOL: 13ml/vial COMPETITIVO

e Solucidén de lavado concentrada: 20ml
e Sustrato A (TMB)/ Sustrato B (H202)
e Solucion stop: HCI 1IN

MUESTRA: Suero
Atemperar reactivos controles y muestras 20 — 27*C antes del procesamiento.

25 ulL de muestras y
controles

50 uL de enzima (E2
= biotin reagent)

Mezclar por 20-30"

Inc. 30' T*ambiente

50 uL de E2 enzima
mezclar 20-30"

Inc. 90" a T* ambiente

Lavar 3 veces

100 ul de sustrato
Inc 20' T* ambiente

50 uL STOP
] Mezclar 15-20"

Leer 450 nm
(620-630nm)

CALCULOS Y RESULTADOS: Para determinar la concentracion de Estradiol de una
muestra desconocida, interpolar la absorbancia de la muestra, en la curva de calibracion
obtenida para hallar la concentracion en pg/mi



FSH MONOBIND
ELISA: TIPO
REACTIVOS: SANDWICH

e Calibradores: (A-F) 1ml/vial

e Enzima Reactivo FSH: 13ml/vial

e Solucidn de lavado concentrada: 20ml
e Sustrato A (TMB)/ Sustrato B (H202)
e Solucion stop: HCI 1IN

MUESTRA: Suero
Atemperar reactivos controles y muestras 20 — 27*C antes del procesamiento.

50 uL de muestrasy
controles

100 ulL de enzima (FSH
enzime reagent)

Mezcla por 20-30" Incubar
60' a temperatura ambiente

Lavar 3 veces

Buffer de lavado diluido

100 ul sustrato

Incubar 15' T* ambiente

50 uL STOP, mezclar 15-20"

Leer 450 nm
(620-630nm)

CALCULOS Y RESULTADOS. Para determinar la concentracion de FSH de una
muestra desconocida, interpolar la absorbancia de la muestra, en la curva de calibracion
obtenida para hallar la concentracion en U/ml



ANEXO 6

CURVAS DE CALIBRACION DE LOS MARCADORES OSEOS

Metodo: inmunoenzimatico
Tipo: de captura
y=0,961x+3,437

CURVA DE CALIBRACION

Equipo: AWARENESS
Longitud de onda: 405nm

Fosfatasa alcalina osea (620-630)
r=0,979
1,4 ]
19
1,2
1 e
=
£ 0,8 0,77
2 e ’
206 i
< 0,499
0,4 =
0,2 _ 170,238
I{E ra
0 +=
0 20 40 60 papusL &0 100 120 140
Metodo: inmunoenzimatico Equipo: AWARENESS
Tipo: competitivo CURVA DE CALIBRACION Longitud de onda: 405nm
y = 0.967x% - 1,217x + 0,793 OSTEOCALCINA (620-630)
r2=0,974
37 T
1=
25 ——3‘3; 8-
t"l_ 0
ﬁ 2
£ -
£15
g -
2
| ——
07
0,5
o]
o 5 10 15 20 25 30 35
Osteocalcina ng/mL
Metodo: inmuncenzimatico Equipo: AWARENESS
Tipo: Sandwich CURVA DE CALIBRACION Longitud de onda: 405nm
y =-0,0188x* +0,1587x - 0,022 Propeptido C-terminal (620-630)
rt=0,0985
2,5 T
[
PR R
2 -
l —a
Y15 i
£
E -
< L ol
DE12
05 LI ps12
— ﬁ? ,
D T =
o 10 20 30 40 50 60 70 20
CICP ng/mL




Metodo: inmunoenzimatico

Tipo: de captura

y=0,993x+ 0,214

r=0,986
1,8

CURVA DE CALIBRACION
FOSFATASA ACIDA

Equipo: AWARENESS
Longitud de onda: 405nm
(620-630)
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Metodo: inmunoenzimatico
Tipo: competitivo

CURVA DE CALIBRACION
N-TELOPEPTIDOS

Equipo: AWARENESS
Longitud de onda: 450nm
(620-630)
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~
=]
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Metodo: inmuncenzimatico
Tipo: competitive

y=1,033x% - 0,523x + 0,0031
r’=0,931

CURVA DE CALIBRACION

Equipo: AWARENESS
Longitud de onda: 405nm

PIRIDINOLINAS (620-630)

1.6 7

=

e

Absorbancia

:l:.

50 100

150
PYD nmol/L

200 300




ANEXO 7

CURVAS DE CALIBRACION DE LAS HORMONAS

Metodo: inmunocenzimatico
Tipo: competitivo

y =2,015x2-1,923x+ 0,0131
r’=0,973

CURVA DE CALIBRACION
ESTRADIOL

Equipo: AWARENESS
Longitud de onda: 450nm
(620-630)
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1

o
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N

200 400

600 800 1000

ESTRADIOL pg/ml

1200
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Metodo: inmunoenzimatico
Tipo: Sandwich

y =-0,008x2+ 0,1924%-0,0382
r2=0,9993

CURVA DE CALIBRACION
LH

Equipo: AWARENESS
Longitud de onda: 450nm
(620-630)
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Metodo: inmunoenzimatico
Tipo: Sandwich
y =-0,055x2+0,089-1,055
r2=0,968
2

CURVA DE CALIBRACION
FSH

Equipo: AWARENESS
Longitud de onda: 450nm
(620-630)
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ANEXO 8

CRITERIOS DE CALIDAD DE CONFIABILIDAD DEL METODO

Perfil lipidico

COLESTEROL | HDL-COLESTEROL | TRIGLICERIDOS
X =176.15 X =43.45 X =143.6
DS =6.79 DS=1.76 DS =7.02
CV =3.9% CV =4.05% CV =4.9%

Lineal hasta 750 mg/dl

Lineal hastal25 mg/dl

Lineal hasta 1000 mg/dl

Marcadores de formacion 6sea

BAP OSTEOCALCINA CICP
X=25 X=16.5 X=281
CV=7.6% CV =8.0% CVv=72%

Lineal hasta 140 U/L

Lineal hasta 30 ng/ml

Lineal hasta 74 ng/ml

Marcadores de resorcion 6sea

TRAP NTX PYD
X =338 X =105 X =26.6
CV =3.0% CV =8.9% CV =9.9%
Lineal hasta 15 U/L Lineal hasta 45 nM ECO Lineal hasta 250 nmol/I

Hormonas del eje gonadal femenino

ESTRADIOL LH FSH
X =2455 X=154 X=16.0
CV=97% CV=42% CV =3.0%
Lineal hasta 1500 pg/ml Lineal hasta 200 U/ml | Lineal hasta 100U/ml




ANEXO 9

GRAFICAS DEL CONTROL DE PRECISION DE: “SHEWART-JENNIGS LEVI”

COLESTEROL

METODO ENZIMATICO
Longitud de onda: 520nm

POOL PROM-2DS PROM PROM+2DS

178 163 176 190

181 163 176 190

169 163 176 190

190 163 176 190

184 163 176 190

172 163 176 190

184 163 176 190

COLESTEROL
% 200 -
£ i
& 190 5 ———POOL
U 1
< | _
2 180 / PROM-2DS
g . A\—/L - _V/_ —— =PROM
g 170 - v
o) i === PROM+2DS
o .
160 -
1 2 3 4 5 6 7
DIAS




HDL-COLESTEROL

METODO ENZIMATICO
Longitud de onda: 520nm

POOL PROM-2DS PROM PROM+2DS
46 40 44 49
41 40 44 49
47 40 44 49
43 40 44 49
46 40 44 49
48 40 44 49
43 40 44 49
50
48
46 /\
" \ /\ / \ —— POOL
\ / \4 \ PROM-2DS
42
v PROM
b e e e e
= = PROM+2DS
38




TRIGLICERIDOS

METODO ENZIMATICO
Longitud de onda: 520nm

POOL PROM-2DS PROM PROM+2DS
148 130 144 158
150 130 144 158
145 130 144 158
148 130 144 158
159 130 144 158
150 130 144 158
148 130 144 158
164
154 /\\ POOL
144 /\// PROM-2DS
/ PROM
134
= == PROM+2DS
124




ANEXO 10

VALORES DEL CONTROL DE PRECISION Y EXACTITUD DE LOS
PARAMETROS DEL PERIFL LIPIDICO

ESTANDAR CONTROL DE | CONTROL DE | % EXACTITUD

PRECISION +/-2DS | EXACTITUD | VT -VH/ VT
Colesterol 0.286 173 230 96%
Rango (0.271-0.325) | (163 -190) (192 a 288)
Triglicéridos 0.391 136 147 90%
Rango (0.370-0.420) (130 — 158) (132 2198)
HDL-colesterol 0.060 47
Rango (0.052-0.065) (40 — 49)

VALORES DE LOS CONTROLES ALTOS, BAJOS, CALIBRADORES Y
CONTROLES INTERNOS DE LOS MARCADORES OSEOS DE FORMACION

VALORES DE LOS BAP OSTEOCALCINA CICP
CONTROLES

Control Alto (KIT) 46 U/L 53 ng/ml 109 ng/ml

Control Alto hallado 41.3 U/L 48.7 ng/mi 96 ng/ml

Control bajo (KIT) 8.0 U/L 2.1 ng/ml 10.1 ng/ml

Control Bajo hallado 6.6 U/L 1.8 ng/ml 9.1 ng/ml

Calibrador (KIT)

Cal F: DO mayoral

Cal A: DO mayor a 0.8

Cal F: DO mayor a 0.8

Calibrador hallado

Cal F: DO =1.328

Cal A: DO =0.895

Cal F: DO =0.996

Rango control interno*

11.6-29.6 U/L

3.8 —30 ng/ml

19 — 69 ng/ml

Control interno
hallado*

21.9 u/L

156  ng/ml

45 ng/mi




VALORES DE LOS CONTROLES ALTOS, BAJOS, CALIBRADORES Y
CONTROLES INTERNOS DE LOS MARCADORES OSEOS DE RESORCION

VALORES DE LOS TRAP NTX PYD
CONTROLES

Control Alto (KIT) | 9.6 U/L 31.3nM ECO 59.6 nmol/Il

Control Alto hallado | 8.9 U/L 28.6 nM ECO 56.3 noml/I

Control bajo (KIT) | 2.2U/L 7.1 nMECO 9.9 noml/I

Control Bajo hallado | 1.8 U/L 7.0 nMECO 10.6

Calibrador (KIT)

Cal E: DO mayor a 1

Cal E: DO mayor a 0.8

Cal A: DO mayora 0.8

Calibrador hallado

Cal E: DO =1.530

Cal E: DO =0.941

Cal A: DO =1.495

Rango control interno*

2.8-5.8 U/L

6.2—-19nM ECO

16 — 37 nmol/I

Control interno
hallado*

3.1U/L

8.6 nM ECO

22.3 nmol/I

*El control interno esta constituido por mujeres en edad fértil, cuyo valor hallado se
encuentra dentro del rango de la normalidad establecido para cada marcador 6seo.

VALORES DE LOS CONTROLES Y CALIBRADORES DE LAS HORMONAS
DEL EJE GONADAL FEMENINO

VALORES DE LOS ESTRADIOL LH FSH
CONTROLES

Control Nivel I (KIT) 148 15.1 19.5

Control Nivel | 139 14.8 17.4

hallado

Calibrador (KIT)

Cal A: DO mayora 1.3

Cal F: DO mayor a 1.3

Cal F: DO mayor a 1.3

Calibrador hallado

Cal A: DO = 2.105

Cal F: DO =1.631

Cal F: DO =1.615




