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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es describir los principales biomarcadores del
metabolismo 6seo, agrupados como: clasicos (especificos, de mineralizacion, de
formacidn, de resorcion), de estrés oxidativo y nuevos biomarcadores o biomarcadores
en estudio y su utilidad en la osteoporosis y otras enfermedades Oseas. Estos

biomarcadores son sustancias quimicas secretadas principalmente por las células 6seas
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(osteoblastos y osteoclastos) que se liberan al torrente sanguineo y pueden ser
determinados principalmente en sangre y/o en la orina. Otras células, e incluso
glandulas endocrinas pueden producir estas sustancias 0 compuestos. Los
biomarcadores son el reflejo de la dindmica de cada hueso de nuestro cuerpo, asi como
también del recambio dseo. Esta caracteristica les confiere un valor agregado adicional
y los diferencia de la densitometria 6sea y la radiografia, por cuanto proporcionan un
cuadro estatico de un sitio especifico del esqueleto, por ejemplo cadera, fémur,

columna vertebral.

PALABRAS CLAVE: Biomarcadores del metabolismo 6seo, horo, estroncio, hueso,

formacién 6sea, resorcion osea.

BIOMARKERS OF BONE METABOLISM AND ITS UTILITY IN
OSTEOPOROSIS

ABSTRACT

The aim of the work is to describe the main biomarkers of bone metabolism, grouped
as: classical (specific, mineralization, formation, and resorption), oxidative stress, and
new biomarkers or biomarkers under study, and their usefulness in osteoporosis and
other bone diseases. These biomarkers are chemicals secreted primarily by bone cells
(osteoblasts and osteoclasts) that are released into the bloodstream and can be
determined primarily in the blood and/or urine. Other cells, and even endocrine glands,
can produce these substances or compounds. Biomarkers of bone metabolism are the
reflection of the dynamics of every bone in our body, as well as the bone turnover. This

feature gives them added value and differentiates them from bone densitometry and x-
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ray, as they provide a static picture of a specific site of the skeleton, for example hip,

femur, spine.

KEY WORDS: Biomarkers of bone metabolism, boron, strontium, bone, bone

formation, bone resorption.

INTRODUCCION

El tejido Oseo estd compuesto por
componentes organicos e inorganicos.
El primero esta formado en un 95% por
la osteonectina, la osteocalcina, el
colégeno, las glicoproteinas, lipidos y
componentes celulares como los
osteoblastos y osteoclastos. Por su
parte, el componente inorganico esta
formado por sales de fosfato y
carbonato célcico y en menor
proporcion por magnesio (Mg), sodio
(Na), potasio (K), boro (B), cobalto
(Co), fluor (F), sulfatos y citratos (1-5).
Este tejido sufre continuamente un
recambio para mantenerse joven, con
un  equilibrio, en  condiciones
fisiologicas entre reabsorcion

(resorcidn), formacién y reparacion, en
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respuesta a las necesidades mecéanicas y
metabolicas corporales (1, 4-5). El
recambio 0seo ocurre en pequefios
focos distribuidos al azar por la
superficie 0sea denominados unidades
de recambio 0seo, en donde los
osteoclastos excavan una laguna o
cavidad en el hueso (resorcion) y
posteriormente los osteoblastos
depositan matriz 6sea que rellena dicha
cavidad y termina mineralizdndose
(formacién) (1, 6). La pérdida dsea
ocurre tanto por aumento de la
actividad osteoclastica, por
disminucion de la  actividad
osteoblastica o por ambos; por
consiguiente, la masa Osea es el
resultado del equilibrio y acoplamiento

de estas dos actividades metabdlicas
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opuestas pero complementarias (1, 5-
10). En los seres humanos, el ciclo del
remodelamiento 6seo se completa en 3
a 6 meses, y predomina la fase
formativa (meses) sobre la resortiva
(dias) (11-12). La dindmica del
remodelamiento 6seo es controlada por
una gran variedad de factores
endogenos y exdgenos, entre los cuales
factores

podemos mencionar:

genéticos, mecanicos, vasculo-
nerviosos, nutricionales, hormonales,
locales, entre otros (13-14). En quimica
analitica designamos como ‘“‘analito” a
toda sustancia de naturaleza quimica
(compuesto, i6n o  molécula)
susceptible  de  ser  detectada
(cualitativamente o cuantificada) en
una muestra bioldgica, que nos indique
una valoracién (dentro de un limite o
rango de valores considerados
“normales” o “alterados” “altos o
bajos” o “en el limite inferior o
superior”) de células, Organos o
sistemas (5). Tradicionalmente los

biomarcadores del metabolismo dseo se
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han clasificado como marcadores
clasicos (de resorcion OGsea, de
formacion dsea, de mineralizacion,
especificos), marcadores de estrés
oxidativo Utiles en osteoporosis y mas
recientemente se han incorporado como
nuevos biomarcadores la relacion del
ligando del activador del receptor para
el factor nuclear B (RANKL,
acronimo  en inglées) 'y la
osteoprotegerina

RANKL/OPG), los

ribonucleicos (MIRNAs) y se ha

(relacion

micro-acidos

sugerido el posible papel de dos
elementos trazas como el B y el
estroncio (Sr) (10).El Sr es el menos
abundante de los metales
alcalinoteérreos. Los principales
minerales son la celestita, sulfato de
estroncio, la estroncianita y el
carbonato de estroncio. El principal
vinculo del Sr al metabolismo 0seo es a
través del tratamiento de la
osteoporosis con el ranelato de Sr (15).
Por su parte, el B es un elemento no

metalico esencial para las plantas y su
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esencialidad en el hombre se encuentra
en discusidn, su principal via de ingreso
al organismo es la digestiva,
principalmente a través de la ingesta de
frutas y vegetales, del agua y de algunos
productos de origen animal. Una vez
absorbido el B es distribuido por via
sanguinea al higado, piel, huesos, bazo,
corazbn y rifién; se  elimina
fundamentalmente a traves de la orina y
en pequefias cantidades por el tracto
gastrointestinal (2, 6-7, 10, 16-17). La
relacion mas importante del B con el
metabolismo G6seo ocurre en las
mitocondrias de las células renales en la
reaccion de hidroxilacion de la
vitamina D (6, 7, 10). El objetivo del
presente trabajo es describir las
principales caracteristicas de los
biomarcadores de metabolismo 6seo,
incorporando informacion  reciente
sobre el B y el Sr como posibles nuevos
marcadores bioquimicos Utiles en la
osteoporosis, considerada como la

enfermedad del siglo.
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CLASIFICACION DE LOS
BIOMARCADORES DEL
METABOLISMO OSEO

Con fines netamente didacticos
consideramos  los  biomarcadores
clasicos (especificos, de
mineralizacion, de formacion vy
resorcion 0sea), biomarcadores de
estrés  oxidativo Utiles en la
osteoporosis, y nuevos biomarcadores o

marcadores en estudio (10, 13-14, 18).
1).- Biomarcadores clasicos

A).- Biomarcadores especificos. Los
varones  poseen dos  glandulas
denominadas testiculos, cuya funcién
principal es producir la hormona
esteroidea testosterona. En las mujeres
ésta hormona se produce en los ovarios
en mucha menor cantidad que en el
hombre. La funcion biologica de la
testosterona es favorecer el desarrollo
de los caracteres sexuales secundarios,
favorece el desarrollo de la masa

muscular y &sea, ademas del pelo
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corporal. En el adulto se encarga de
mantener el vigor sexual, y es muy
importante en la prevencion de la
(19-20). En la

determinacion de testosterona el

osteoporosis

espécimen de eleccion es la sangre
venosa tomada entre 7 y 10 am
preferiblemente. El rango de los valores
de referencia para este y los demas
analitos citados en el texto, pueden
variar de acuerdo a la técnica empleada
y de acuerdo a cada laboratorio clinico.
Barba-Evia, 2011 (13) sefiala entre 4,0-
8,0 ng/mL para los hombres y <0,6
ng/mL para las mujeres. Por ensayo
inmunoradiométrico (IRMA) se han
sefialado como valores de referencia en
mujeres 0,26-1,3 ng/mL y para los
hombres de 2,6-11,0 ng/mL. EI
hipotalamo, es la porcion del encéfalo
ubicada por encima de la glandula
pituitaria o hipdéfisis, encargado de la
secrecion de hormonas que liberaran o
frenan la produccion de las hormonas
producidas en la hipofisis. A éstas se les

conoce como hormonas liberadoras, la
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que mas vinculada esta al metabolismo
6seo es la hormona liberadora de la
tirotropina 0 TRH, que controla la
liberacion de la hormona estimulante de
la tiroides o TSH. Es la tirotropina,
hormona tirotropica o TSH el
biomarcador especifico del
metabolismo &seo, por cuanto se
encarga de estimular a la glandula
tiroides para que produzca las
hormonas T3 y T4, las cuales son las
encargadas de la regulacion del
metabolismo del cuerpo, la energia, el
crecimiento, el desarrollo, y la
actividad del sistema nervioso (19).
Como valor de referencia para la TSH
se pueden manejar 0,3-3,5 mU/L 0 0,5
a 4,0 mU/L en muestras de suero (13).
Con respecto al dltimo marcador
considerado como especifico del
metabolismo 6seo, tenemos al cortisol
(13). Cada glandula adrenal puede ser
vista como dos Organos endocrinos
separados en porciones anatomicas a
las que sefialamos como medula vy

corteza. Las hormonas consideradas
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esenciales para nuestra vida son las
sintetizadas en la corteza y es alli donde
se produce el cortisol. El cortisol o
hidrocortisona es una hormona de
naturaleza esteroidea o glucocorticoide,
que ayuda a nuestro cuerpo a controlar
los niveles de glicemia, aumenta el
consumo de proteinas y de grasa y la
respuesta a los estimulos considerados
como estresantes, tales como las
infecciones, fiebre y las lesiones. Dos
enfermedades estan vinculadas a
problemas en la corteza adrenal, estas
son: el sindrome de Cushing (producido
por un exceso de cortisol) y Ila
enfermedad de Addison (producida por
una deficiencia de cortisol). Los efectos
nocivos sobre el hueso debido al exceso
de glucocorticoides, estdn mediados
por la accion directa del cortisol, por la
reduccion de la formacién dsea y el
aumento de la resorcién Osea, y por
mecanismos indirectos como la mal
absorcion de calcio, la hipercalciuria y
el hipogonadismo. La condicién de

hipercortisolismo manifiesta, también
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[lamada sindrome de Cushing, conduce
a la osteoporosis y las fracturas en hasta
al 70% de los casos, incluso en
presencia de la condiciébn gonadal
normal en los hombres (10). Abdel-
Kader y col, en el afio 2012 (21)
presentan el caso de una mujer de 41
afios, que acudio al servicio de
urgencias con dolor osteomuscular
generalizado, especialmente en el torax,
la columna y la zona inguinal. Las
radiografias iniciales mostraron
maltiples fracturas, en el esternon a
nivel del tercio superior del cuerpo
esternal, dos fracturas vertebrales
dorsales severas o de grado 3 y una
tercera fractura dorsal de grado 1-2. En
la exploracion posterior se hallo
hipertension  arterial 'y  rasgos
cushingoides consistentes en facies de
luna llena y obesidad central. Antes de
proseguir con el relato de este
interesante  caso  clinico, llama
poderosamente la atencion la edad, se
trata de una mujer joven con fuertes

dolores, se sospecha primariamente de
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sindrome de Cushing, sin embargo, el
compromiso del sistema osteomuscular
debi6 ser monitoreado. En este
apartado, es importante destacar un
aspecto fisiolégico muy basico, pero
muy util, las hormonas de nuestro
cuerpo siguen un ritmo circadiano
particular, es decir, los ritmos
biologicos, u oscilaciones de las
variables bioldgicas (como los analitos)

en intervalos regulares de tiempo.

En los estudios analiticos, el cortisol y
la determinacion de
adrenocorticotropina 0 ACTH
(hormona producida por la hipdfisis
que regula la secrecién del cortisol)
basales se encontraron elevados. El
cortisol basal fue de 319 ng/mL
(valores de referencia de este
laboratorio: entre 50-250 ng/mL) y para
la ACTH de 57,4 pg/mL (en
condiciones fisioldgicas es indetectable
o menor de 10 pg/mL). Los niveles de
cortisol libre wurinario y cortisol

nocturno también resultaron elevados:
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847 nmol/L 'y 290,7 ng/mL,
respectivamente. Es importante acotar
que los niveles de cortisol nocturno, en
condiciones fisioldgicas deben ser no
detectables. Pese a que la osteoporosis
es una manifestacion cardinal en
pacientes con sindrome de Cushing,
existen pocas publicaciones al respecto,
a pesar que las fracturas se encuentran
en un 19-50% en pacientes con esta
enfermedad. Los autores finalmente
concluyen considerar siempre la
posibilidad de una osteoporosis
secundaria, ante la aparicion de una
fractura espontanea, especialmente en
varones 'y mujeres pre Yy peri-
menopausicas, donde la frecuencia de
osteoporosis secundaria es cercana o
mayor del 50% (21).

B).-Biomarcadores de mineralizacion.
La mayor parte del calcio se encuentra
en el esqueleto como fosfatos, el 2-3%
en los tejidos blandos y el 1% en el
liguido extracelular. El calcio

plasmatico representa el 0,03% del
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calcio total del organismo, y puede ser
dividido en tres fracciones: a) unida a
las proteinas y no filtrable por el rifion
(40%); b) difusible pero no ionizado,
formando quelatos con los aniones
séricos: bicarbonato, fosfato, lactato,
sulfato y citrato (13%); y c) ionizado
(47%). La fraccion ionizada (Ca2+) es
la Unica fisiologicamente activa vy
regulada homeostaticamente (22). En
un estudio realizado en Venezuela en
2012, no se encontro diferencias
significativas en los niveles de calcio
total en el suero de mujeres
posmenopausicas con  0steoporosis
(9,25+0,72 mg/dL, rango: 8,3-10,4
mg/dL) al ser comparados con los
valores obtenidos en el grupo control,
constituido por mujeres
posmenopausicas  sin  osteoporosis
(9,08+0,64 mg/dL, rango: 7,3-11,6
mg/dL). La técnica empleada fue la
espectroscopia de absorcidn atomica en
Illama (7). Esta técnica se considera de
referencia mundial para la

determinacion de este analito (10).
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Para la cuantificacion del calcio i6nico
puede utilizarse la potenciometria de
electrodo de i6n selectivo. La
potenciometria puede ser definida
simplemente como la medicién de un
potencial en una celda electroquimica.
Es la tnica técnica electroquimica en la
que se mide directamente un potencial
de equilibrio termodinamico y en la
cual esencialmente no fluye corriente
neta. El instrumental necesario para las
mediciones potenciometricas
comprende un electrodo de referencia,
un electrodo indicador y un dispositivo
de medida de potencial (23). En un
estudio realizado en Venezuela con ésta
técnica en muestras de mujeres
posmenopausicas con y  sin
osteoporosis  nuestro  grupo  de
investigacion (6) tratd de determinar los
niveles de calcio ionico; no obstante,
los resultados obtenidos para este
analito y los registros del pH sanguineo
en las pacientes y controles fueron
incompatibles con la vida, indicando en

algunos casos acidosis o alcalosis, pero
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sin ningln signo o sintoma, sugestivo
de ello. En el grupo control se
obtuvieron valores de pH de 7,42 + 0,24
con un rango que oscil6 entre 6,9-7,7 y
con respecto al grupo de mujeres
posmenopausicas con osteoporosis los
valores fueron 7,44 + 0,16 con un rango
entre 7,0-7,7. El error en estas
determinaciones correspondié a la fase
pre-analitica, donde el contacto
prolongado de los especimenes (sangre
total) y muestras (suero) con el oxigeno
afecto el pH de las mismas; en segundo
lugar, la toma de muestra con
torniquete gener0 éxtasis venoso,
pudiendo este proceso demorar mas de
2 minutos por paciente. Al éxtasis
venoso se le adiciond la accion de
bombeo por la actividad muscular,
modificando los valores del calcio
ionico. Finalmente, solo en algunos
casos el suero se mantuvo en
anaerobiosis y se centrifugaron tapados
antes de las 3 horas, preferentemente en
centrifuga refrigeradas, debido a que la

temperatura afecta el pH y por lo tanto
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el resultado (6). El coeficiente de
variacion por temperatura para calcio
ionico es de 0,006 mmol/L por cada 1°C
(23). Los valores de referencia para
suero y sangre capilar, se muestran en
la tabla 2 y 3 respectivamente (24).
Para el manejo clinico del paciente son
considerados los siguientes valores
criticos para el calcio ionico por
potenciometria de electrodo i6n
selectivo: limite inferior < 0,78 mmol/L

y limite superior > 1,60 mmol/L (24).

Existen un conjunto de normas
sencillas a tener en cuenta para la
determinacion de calcio (y en general
de cualquier analito) en muestras
biologicas: la condicion ideal es el
ayuno de 12 a 14 horas, se aconseja una
dieta ligera la noche anterior, minimizar
el estrés antes y durante la toma de
muestras, evitar la ingesta de bebidas
alcohdlicas y la realizacion de
ejercicios vigorosos, al menos tres dias
antes a la fecha de la realizacion de los

examenes, suspension de la ingesta de
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anticonceptivos orales durante 7 dias y
reportar cualquier medicamento que se
esté ingiriendo y pudiese afectar los
resultados del laboratorio clinico. En el
caso del calcio, la ingesta de tiazidas
pueden alterar los resultados (25). Para
la cuantificacion de calcio y fésforo en
orina de 24 horas se recomienda: usar
frascos de 500 a 1000 mL de capacidad,
limpios y secos; vasija de boca ancha y
embudo, eliminar la primera orina de la
mafiana, anotar la hora y desde ese
momento se recogen todas las
micciones hasta esa misma hora el dia
siguiente, guardar en nevera a 4 oC y
hasta el momento de su traslado.
Cuando se trate de la determinacion de
calcio y fosforo en orina de 24 horas se
debe considerar adicionalmente el uso
del HCI 6N (30 mL) como preservante,
suspender los  suplementos que
contengan calcio (tipo citrato de calcio,
entre otros), la ingestion de grandes
cantidades de fosfatos y orinas alcalinas
tienden a producir resultados de falsos

negativos (es decir bajos niveles de
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calcio, en orinas de 24 horas) (25-28).
El calcio urinario de 24 horas proviene
del metabolismo general y representa la
cantidad filtrada por los glomérulos y
no reabsorbida en los tdbulos renales,
siendo los valores de referencia de hasta
250 mg/24 horas en la mujer y hasta
300 mg/24 horas en el hombre. La
calciuria de 2 horas se mide en la
segunda orina de la mafiana recogida en
ayunas, después de ingerir 200 mL de
agua destilada, no se recomienda el uso
de agua potable, por cuanto algunas
marcas comerciales contienen calcio
(29). La determinacion de la relacion
calcio/creatinina en orina es el metodo
utilizado en nifios menores de 4 afios,
por lo dificil que resulta la recoleccion
de orina de 24 horas. Los valores
normales en nifios mayores de 2 afios en
ayunas son: 0,14-0,20 mg/mg, sin
condiciones de ayuno: < 0,20 mg/mg.
En niflos menores de 2 afios: < 0,3
mg/mg. Otros estudios realizados en
Venezuela han reportado valores

normales de < 0,6 mg/mg para neonatos
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y lactantes menores de 6 meses y de <
0,4 mg/mg para lactantes de 6 a 12
meses (30). Ambas cuantificaciones
(calcio en orina de 24 horas y relacion
calcio/creatinina en orina parcial) son
poco especificas y sensibles, al ser
consideradas con los otros
biomarcadores descritos en la tabla 1,
pero como se trata de un marcador muy
economico y accesible a cualquier
laboratorio de rutina, se  continua
utilizando para detectar cambios en el
recambio 6seo (10, 14, 29-30). El Mg,
es el segundo cation intracelular mas
abundante del cuerpo humano después
del K, siendo esencial en gran ndmero
de procesos enzimaticos y metabdlicos.
El Mg es un cofactor de todas las
reacciones enzimaticas que involucran
al ATP y forma parte de la bomba de
membrana que mantiene la
excitabilidad eléctrica de las células
musculares y nerviosas. Una de las
caracteristicas mas significativas del
Mg es la distribucién no uniforme del

ion en los compartimentos liquidos del
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organismo; mas de la mitad de los
depdsitos corporales totales se localizan
en el hueso y menos de un 1% en el
plasma. La distribucion del Mg en
adultos es: en el hueso un 55%, en
musculo 27%, y en tejidos blandos 20%
(19, 22). En el laboratorio clinico puede
determinarse Mg total en suero o
plasma, Mg ionico en suero o plasma y
Mg total en orina de 24 horas o relacion
magnesio/creatinina (o indice
magnesio/creatinina) en orina de dos
horas (31). Vielma y col., en el afio
2012 (7) determinaron los niveles de
Mg total en suero y el indice
magnesio/creatinina en orina de dos
horas de mujeres posmenopausicas con
y sin osteoporosis. La técnica empleada
fue la espectroscopia de absorcién
atbmica en llama empleando una
lampara de catodo hueco multi-
elemento. Los valores de Mg total en
suero obtenidos para el grupo de
mujeres posmenopausicas con
osteoporosis fue en promedio 2,84 +

0,51 mg/dL y para el indice
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magnesio/creatinina 0,1216 + 0,0446
mg/mg. Para el grupo control los
valores de Mg total obtenidos en suero
fueron en promedio 2,48 + 0,53 mg/dL
y para el indice magnesio/creatinina fue
de 0,0905 + 0,029 mg/mg. No
existiendo diferencias al comparar entre
estos dos grupos. Los valores de
referencia para el Mg total por
espectroscopia de absorcion atomica en
Ilama en suero son los siguientes: 1,7-
2,8 mg/dL y en orina de dos horas es
6,1-8,5 md/dL (6). Pueden emplearse
otras técnicas y sefialarse los valores de
referencias en otras unidades. Por
absorcion atomica en llama los valores
de referencia para el Mg total en orina
de 24 horas es 8,2 - 49,7 mEQ/24 horas
(6). El fésforo es un mineral que
constituye el 1% del peso corporal total
de una persona. Esta presente en el
ADN y ARN de cada célula. La mayor
parte del fésforo en el organismo se
encuentra en los dientes y en los huesos
(22). El fosforo en suero y orina puede

ser determinado por espectroscopia de
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absorcién molecular. Bajo este enfoque
obtuvimos un promedio de 3,73 + 1,02
mg/dL en suero de mujeres
posmenopausicas con 0steoporosis y
3,54 + 0,55 mg/dL en el grupo control
sin osteoporosis, sin diferencias al
comparar entre grupos (6-7). En
contrario, destacamos una diferencia
significativa en el valor del indice de
excrecion urinario fosforo/creatinina en
la orina de mujeres posmenopausicas
con osteoporosis y sin osteoporosis
(0,678 + 0,218 mg/mg y 0,489 + 0,243
mg/mg; p<0,05 respectivamente), lo
cual sugiere una pérdida mayor de
fosforo en la orina de las mujeres
posmenopausicas con 0steoporosis en
comparacion al control (7). El
porcentaje de reabsorcion tubular de
fosfato (RTF) se puede determinar con
el uso de muestras de suero y orina de
24 horas. Puede ser determinado por
espectrofotometria UV. Una desventaja
de esta prueba es la dependencia de la

ingesta de fosfatos (32). Para el célculo

167



Articulo Revisién

Vielmay Col

de la RTF se emplea la siguiente

formula;

RTF (%) =100 x (1 - PuxCrs)
Ps x Cru

Donde:

Pu = concentracion de fosfato
inorganico (mg/dL) en orina.

Ps = concentracion de fosfato

inorganico (mg/dL) en suero.

Cru = concentracion de creatinina

(mg/dL) en orina.

Crs = concentracibn de creatinina

(mg/dL) en suero.

Valor de referencia >85% (entre 80-
90%) (32).

La eliminacion renal de fosfato
depende del aporte dietético de fosforo
y de la accion de la PTH, aunque esta
influido también por otros factores
acidosis,

(hormonas tiroideas,

corticoides, catecolaminas). En

pediatria el valor de referencia para el
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fosforo en orina de 24 horas es de 12,4
mg/Kg/dia (33). Para finalizar con los
marcadores de mineralizacion Osea
encontramos la PTH vy el calcitriol. El
calcitriol 0 1-q, 25-
dihidroxicolecalciferol
1,25-(OH)2D3) es la forma activa de la

vitamina D que se encuentra en el

(abreviado

cuerpo (vitamina D3). Lo producen los
rifones que hidroxilan el 25-
(25-OHD, o

calcifediol) el cual a su vez es

hidroxicolecalciferol

previamente hidroxilado en el higado y
regula los niveles de calcio,
incrementando la absorcion del mismo
en el tracto gastrointestinal. Por su parte
la PTH o paratirina, es una hormona
proteica secretada por la glandula
paratiroides, que interviene en la
regulacion del metabolismo del calcio y
del fosforo. Por radioinmunoanalisis
(RIA) el valor de referencia para
calcitriol es 15-60 pg/mL, con respecto
a los valores de referencia para PTH se
manejan 10-55 pg/mL (34).
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C).- Biomarcadores de formacion dsea.
La fosfatasa alcalina total (FAL) es una
glicoproteina tetramérica, que
pertenece a la familia de proteinas
unidas a las membranas plasmaticas
mediante anclas GPI  (glicosil-
fosfatidil-inositol) carboxilo
terminales. La FAL tiene una vida
media de 1-2 dias, lo que contribuye a
que su variacion diurna sea minima
(14). Los valores de referencia para este
analito son 0-35 U/L (13), pudiendo ser
determinada por absorcion molecular.
La FAL cataliza la hidrdlisis del 4-
nitrofenilfosfato (4-NFF) formando 4-
nitrofenol 'y fosfato inorganico,
actuando un tampén alcalino como
aceptor del grupo fosfato. La reaccion
se sigue cinéticamente a 405 nm, a
partir de la velocidad de formacion del
4-nitrofenol, la cual es proporcional a la
actividad FAL presente en la muestra
de suero. La actividad de la FAL
procede de diversos tejidos, tales como
higado, hueso, placenta, intestino y

células  germinales, siendo las
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isoformas dsea y hepatica las mas
frecuentes (90%) (35). Ambas se
encuentran en la misma proporcion en
el individuo sano y se diferencian en el
patron de glicosilacion, existiendo una
reactividad cruzada en un 10-20%,
segun  estudios con  anticuerpos
monoclonales (36). La isoforma ésea
posee la ventaja de no presentar
variacion entre sexos y no estar influida
por el ritmo circadiano, de forma que, a
pesar de presentar una baja sensibilidad
y especificidad en el estudio de la
enfermedad metabdlica Gsea, resulta ser
un marcador sencillo en ausencia de
gestacion y patologia hepatica (37). La
osteocalcina es la proteina no coladgena
mas abundante de la  matriz
extracelular. Especifica del hueso y la
dentina, se encuentra elevada en
situaciones  de  recambio  0seo
acelerado, posee una vida media corta'y
se elimina por via urinaria, por lo que
sus niveles estardn incrementados en
situaciones de insuficiencia renal (35,

38). Su funcion exacta en el
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remodelamiento 6seo no esta bien
establecida. En trabajos recientes, se ha
analizado el papel que podria
desempefiar la osteocalcina infra-
carboxilada en la prediccion de masa
6sea y de riesgo de fractura (35, 39). La
osteocalcina puede ser determinada
mediante ELISA o RIA; ademas es
considerado un biomarcador especifico
y sensible de la actividad osteoblastica
(40-41). Los valores de referencia en
muestras de suero oscilan entre 2-22
ng/mL (13). La colagena es una
proteina sintetizada como pro-colageno
que contiene péptidos de extension
amino (N) y carboxilo (C) terminales
(PINP y PICP, respectivamente, ver
tabla 1). Ambos son producidos en
radios equimolares de colageno, los
cuales son liberados a la circulacion y
pueden ser determinados mediante
anticuerpos policlonales especificos
con inmunoensayos (por ejemplo,
sistemas de microELISA). Debe
tomarse en cuenta que no todo el pro-

colageno tipo | circulante procede del
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hueso, también forma parte de la piel,
encias, tendones cartilago, intestino,
entre otros (13). En Venezuela el grupo
de Gonzalez, De Freitas y Peinado en
2002 (42) determinaron la DMO vy los
niveles de osteocalcina y N-
telopéptidos (NTX, biomarcador de
resorcion 0sea) en 20 mujeres
posmenopausicas sin  terapia de
reemplazo hormonal y un minimo de
dos afios de menopausia establecida.
Los N-telopéptidos fueron
determinados por microELISA con un
valor promedio de 42,075 + 10,527 nM
ECO/nM de creatinina en muestras de
orinas parciales, los cuales se
encuentran dentro de los valores de
referencia para esta técnica de 5-65 nM
ECO/nM de creatinina. Con respecto a
las mediciones de osteocalcina, este
grupo utiliz6 el RIA para su
cuantificacion y obtuvieron un valor
promedio de 13,03 + 1,162 ng/mL, es
decir, con ligera elevacion para los
valores de referencia de 2-12 ng/mL.

Estos autores concluyen que el
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verdadero valor de la aplicacion de
estos biomarcadores estd en la
evaluacion de respuestas a terapias anti-
resortivas, en la osteoporosis y las tasas
de pérdidas Oseas, ya que la sola
medicion de la masa Gsea no es
indicativo de si se esta perdiendo hueso
en la actualidad o si este se perdio
en el pasado (42).

D).- Biomarcadores de resorcion Osea.
La fosfatasa acida resistente al tartrato
(TRACP 5b) constituye un grupo de
enzimas lisosomales, con 6 isoenzimas
conocidas, entre ellas destaca la tipo 5;
la cual es resistente a la inhibicion por
tartrato y se encuentra en hueso, bazo,
placenta, macrofagos, pulmones y piel.
Existe en dos  sub-isoformas
denominadas 5a y 5b, aunque
solamente 5b (TRACP 5b) ha mostrado
ser caracteristica de los osteoclastos
(13, 43-44). La TRACP 5b puede ser
determinada mediante espectroscopia
de absorcion molecular, siendo los

valores de referencia de < 7 mU/mL
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para muestras de suero (13). En la
actualidad, los telopéptidos N- y C-
terminal, conocidos como NTXy CTX,
respectivamente, son los marcadores
mas sensibles y especificos de la
resorcion Osea. 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 (14). En
los procesos de resorcion Osea, los
osteoclastos liberan minerales 'y
fragmentos del colageno. Algunos de
estos fragmentos peptidicos de los
extremos amino o carboxilo terminales
no presentan la estructura helicoidal
tipica de la fibra de colageno. Las
regiones telopeptidicas, que se unen a
los puentes piridolinicos, pasan a la
circulacion. Segun las fracciones que

engloben se denominan:

D1).- Péptidos carboxilo terminales del
colageno tipo | (ICTP, CTX, acrénimo

del inglés). Constituyen la fraccion
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conjunta de las regiones carboxilo
terminales de la region a-1 y los
puentes de piridolina (11). D2).-
Péptidos amino terminales del colageno
tipo | (INTP, NTX, acrénimo del
inglés).  Constituyen la  fraccion
conjunta de las regiones amino
terminales de las cadenas a-1 y a-2,
junto a los puentes de piridolina.
Ambos (CTX y NTX) han mostrado
una correlacion significativa con la
DMO en mujeres posmenopausicas
(11). La medicién 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 (45). Existen dos
ensayos para el NTX, uno urinario por
ELISA y el otro automatizado tanto en
suero como en orina; en ambos casos se
utiliza un anticuerpo  monoclonal
dirigido contra la cadena a2, que no
reacciona con la parte lineal de la
secuencia peptidica, ya que necesita de
la existencia de un producto de

entrecruzamiento (Pir o D-Pir) entre
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dos moléculas de colageno vecinas N-
terminales; en otros términos, de un
motivo  conformacional para el
reconocimiento  antigeno-anticuerpo
(14). La hidroxiprolina es un
aminoacido no esencial que proviene de
la hidroxilacion de la prolina y
constituye el 10% del contenido de
colageno maduro. La mayoria de las
técnicas empleadas para su
cuantificacion presentan alta
variabilidad (coeficiente de variacion
entre 10 a 12%). Puede determinarse
por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC, acrénimo en inglés),
técnica limitada a propositos de
investigacion, mas que a uso clinico. El
uso primordial de este biomarcador es
en el seguimiento de la enfermedad de
Paget. En osteoporosis presenta baja
sensibilidad y si bien la determinacion
de hidroxiprolina urinaria fue el
marcador de resorcion historico, con el
tiempo ha sido reemplazado por otros
mas sensibles y especificos de hueso

(14). La hidroxilisina es otro de los
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aminoacidos procedentes del colageno,
y su derivado galactosil-OH-lisina,
concretamente deriva del colageno
0seo, pero en gran proporcion se
encuentra también en la fraccion Clq
del sistema del complemento. No se
reutilizan, ni metabolizan en higado, ni
estan influidas por la dieta, pero se
emplean poco por los problemas
metodologicos que implica su
cuantificacion.  Los  puentes de
piridolina han sido los biomarcadores
de resorcion 6sea mas medidos en los
ultimos afos. Proceden de tres residuos
de moléculas del tropo coladgeno que se
condensan para formar un anillo de
piridolina. Por su estructura pueden
dividirse en puentes de piridolina (Pyr),
formados por dos residuos de
hidroxilisina y uno de lisina, y
deoxipiridolina (DPyr), formados por
tres residuos de hidroxilisina. La Pyr se
localiza en el hueso y el cartilago, y en
pequefias cantidades en otros tejidos
(11, 46-47), mientras que la D-Pyr

procede exclusivamente del hueso y la
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dentina (46, 48). No obstante, como el
recambio de coladgeno en los otros
tejidos es escaso, se acepta que la
mayoria de la Pyr y, sobre todo, la D-
Pyr son de origen 6seo (46, 49). Esto
explica la magnifica correlacién
existente entre la excrecion de Pyr y la
tasa de resorcion éGsea medida por
estudios de cinética de calcio (50), y
entre la tasa de D-Pyr y estudios de
resorcion O0sea mediante radio-
trazadores (51). Aunque estan presentes
en la dieta, no se absorben, y se
excretan por orina en forma libre en el
30% o wunidas al péptido amino
terminal. Su determinacion se realiza
mediante HPLC o ELISA (49). Estan
aumentadas en todas las situaciones que
cursan con un incremento de
remodelamiento 6seo (46, 51). La
catepsina K fue descrita en 1994 a partir
del anélisis diferencial del ADN de
osteoclastos y macréfagos en ratones.
Es una proteasa de cisteina, constituida
por 215 aminodacidos, secretada en

forma de pro-enzima de 329
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aminoacidos. Esta  proteasa  es
expresada abundante y selectivamente
en osteoclastos donde se localiza en los
lisosomas, en el borde rugoso del
osteoclasto maduro y en la laguna de
resorcion sobre la superficie 6sea. Esta
proteasa tiene capacidad para degradar
el colageno tipo | en las regiones
helicoidal y telopeptidica, asi como la
de actuar a pH acido y neutro. También
se ha demostrado la propiedad de
escindir el colageno tipo 11, presente en
el liquido sinovial; lo cual puede ser
relevante en la destruccion del cartilago
en enfermedades autoinmunes como la
artritis reumatoide. El papel de la
catepsina K en el proceso de resorcion
0sea ha quedado demostrado en la
displasia  6sea  conocida como
picnodisostosis  (caracterizada  por
esclerosis Osea y bajo nivel de
remodelado), la cual se genera por
mutaciones del gen de la catepsina K.
Por otra parte, la delecion de este gen en

ratones da lugar a osteopetrosis. Para su
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medicion existen varios

inmunoensayos descritos (13, 52).

Para finalizar el apartado de los
biomarcadores de resorcion 6sea
mencionamos a la sialoproteina. Esta
constituye entre 5-10% de la matriz no
colagena del hueso, es el mayor de los
productos de la sintesis de los
osteoblastos 'y odontoblastos. Su
principal funcion esta en el proceso de
adhesion de la matriz celular y en la
organizacion supramolecular de la
matriz  extracelular de  tejidos
mineralizados. Su medicion se realiza
por ELISA (13).

2).- Biomarcadores de estrés oxidativo
Gtiles en osteoporosis Los radicales
libres se han visto implicados en mas de
100 enfermedades desde artritis
reumatoide, shock hemorragico, hasta
el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Niveles anormales
antioxidantes

de las enzimas

peroxidada de glutation (GPx,

acronimo del inglés), dismutasa de
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superoxido (SOD, acronimo del inglés)
y la reduccion del estado de los
antioxidantes totales, se han visto
implicados en varias infecciones y/o
enfermedades (53-54). Numerosos
estudios sugieren que el estrés
oxidativo desempefia un papel central
en el inicio y desarrollo de Ila
osteoporosis  posmenopausica;  sin
embargo, se obtuvieron resultados
contradictorios en cuanto a la
asociacion de los biomarcadores
relacionados con el estrés oxidativo y
dicha enfermedad (18).

como posibles biomarcadores a la

Sugerimos

homocisteina, Oxido nitrico, folato,
peroxidasa de glutation, dismutasa del
superéxido y el TAP por el estudio de
metandlisis de Zhou y col., 2016 (18).
Por otra parte en el trabajo de Cervellati
y col., 2016 (55) destacan niveles
urinarios mas altos de 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdG) (en este
estudio  utilizado como  Unico
biomarcador de estrés oxidativo),

asociados con wuna peor relacion
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RANKL/OPG en

posmenopausicas con osteopenia, en

mujeres

comparacion al grupo control (DMO
normal) y mujeres posmenopausicas
con osteoporosis. Es  necesario
profundizar en el potencial uso de la 8-
OHdG  como

enfermedades  Oseas (55). Otro

biomarcador de

marcador Util en osteoporosis son los
AOPPs (productos de la oxidacion
avanzada de las proteinas) debido a que
en mujeres posmenopausicas con
osteoporosis, la elevacion de este
biomarcador, se asocid con una
reduccion de la DMO y un incremento
en los biomarcadores de recambio 0seo
(FAL y TRACP 5b) (56). En
contraposicion a todo lo anterior el
grupo de Sharmay col., en 2015 (57) no
encuentran asociacion entre la DMO y
los niveles de los antioxidantes en suero
de mujeres posmenopausicas con
osteoporosis al compararlas con los
resultados obtenidos en mujeres
posmenopausicas sin osteoporosis y en

mujeres en edad reproductiva (p>0,05),
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sin embargo, los autores apoyan la
hipotesis que el estrés oxidativo juega
un papel muy importante en la
patogénesis de la  osteoporosis
posmenopausica y sus resultados son
debido a lo complejo y dinamico de la

relacion osteoporosis-estrés oxidativo.

6).- Biomarcadores en estudio y

consideraciones finales

Los osteoclastos activados de forma
anormal pueden conducir a una baja
DMO, que causara osteopenia,
osteoporosis y otros trastornos Gseos.
Hasta la fecha, el mecanismo de cdmo
los precursores de osteoclastos se
diferencian en osteoclastos maduros
permanece sin dilucidarse. Los micro-
(miRNAs,

acronimo del inglés) son nuevos

acidos ribonucleicos

factores reguladores que desempefian
un importante papel en numerosos
procesos celulares, como la
diferenciacion celular y la apoptosis
(por la regulacion post-transcripcional

génica). Varios estudios han revelado
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que los miRNAs participan en la
homeostasis  6sea, incluyendo la
resorcion Osea, que arroja luz sobre los
mecanismos  subyacentes a la
diferenciacion de los osteoclastos (58).
La identificacion de  miRNAs
especificos, es un paso importante para
nuevos enfoques de diagnostico y con
fines terapéuticos. El foco de interés en
los miRNAs como biomarcadores
surgi6 de su identificacion como
moléculas  extracelulares en la
circulacion, asociados con varios tipos

de cancer y enfermedades dseas (59).

mMiARNS

especificos en pacientes con fracturas

Se  han identificado
osteoporaticas, en comparacion con los
pacientes con fracturas no
osteopordticas. Para el analisis de los
denominados arreglos por PCR o
“PCR-array” (acronimo del inglés), los
miARNS transcritos fueron aislados del
suero de 20 pacientes con fracturas de
cadera y las muestras se dividieron de

la siguiente forma: 10 muestras de
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fracturas osteoporéticas y 10 derivadas
de fracturas no osteoporéticas. Para
cada grupo de muestras, tanto al suero,
hueso y plasma se les realizaron los
miARN-PCR-array, identificando 83
diferentes moléculas de miRNAs. Con
el andlisis de validacion de los
mMiRNAs, se identificaron 9 miRNAs, a
saber: miR-21, miR-23a, miR-24, miR-
93, miR-100, miR-122a, miR-124a,
miR-125b 'y miR-148a, que se
incrementaron significativamente en el
suero de pacientes con o0steoporosis
(60). En el tejido 6seo de pacientes
osteopordticas, se identifico que miR-
21, miR-23a, miR-24, miR-25, miR-
100 y miR-125b mostraron una
expresion significativamente mayor.
Un total de 5 miRNAs mostraron una
sobre-regulacion tanto en el suero como
en el tejido dGseo. Este estudio reveld un
papel importante para varios miRNAS
en pacientes osteoporoticas y sugirid
que pueden ser utilizados como
biomarcadores con fines de diagnostico

y puede ser un objetivo para el
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tratamiento de la pérdida dsea y la
optimizacién de la curacién de fracturas

en pacientes con osteoporosis (60).

El trabajo de Gifre y col., 2017 (61)
demostré que los niveles de RANKL se
incrementan después de la lesion a la
médula espinal (LME) y se
correlaciona con la pérdida de la DMO
en el fémur proximal, llegando a ser
indetectable después del tratamiento
con denosumab. EI efecto del
denosumab en la prevencion de la
pérdida de hueso sub-esencial,
especialmente en pacientes con niveles
indetectables de RANKL durante el
tratamiento,  sugiere  un  papel
contributivo de RANKL en este
proceso de LME. Los niveles de OPG
permanecieron sin cambios entre el

grupo de estudio y el grupo control.

Hoy en dia, se ha prestado cada vez mas
atencién a la osteoporosis causada por
la diabetes mellitus. Los niveles
elevados de citoquinas pro-

inflamatorias en pacientes diabéticos
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activan la actividad de los osteoclastos
a través de la via RANKL/OPG. El
factor de transcripcidbn  nuclear
SREBP2, un regulador maestro del
metabolismo del colesterol, se ha
encontrado implicado en la
osteoclastogénesis. Zheng y col., 2017
(62) demostraron que la
anhidroicaritina también disminuye el
nivel de SREBP2 y de sus genes diana
en osteoclastos inducidos por RANKL,
sin una citotoxicidad significativa
concomitante. Ademas, la
anhidroicaritina suprimio la
diferenciacion de los osteoclastos
inducida por RANKL. En el modelo de
ratones diabéticos, la anhidroicaritina
disminuyo el nivel de glucosa en la
sangre y alivio la resistencia a la accion
de la insulina. Mas importante ain, la
anhidroicaritina inhibio la
diferenciacion de los osteoclastos y
rescato la pérdida dsea inducida por la
diabetes in vivo. A juicio de estos
autores, la anhidroicaritina inhibe la

formacién de osteoclastos y mejora la
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pérdida de hueso inducida por la
diabetes (62). En relacion al Sr este
puede intercambiarse equimolarmente
con el calcio en una relacion 1:10 en el
hueso, e integrarse en los cristales de
(Cal0(PO4)6(0H)2),

mineral del cual esta constituido el

hidroxiapatita

hueso, sin afectar sus propiedades. De
igual forma se establece que el Sr
favorece la formacion 6sea, el aumento
de la DMO, a la vez que frena la
resorcion del hueso. Su principal uso es
en el tratamiento de las pacientes con
osteoporosis, bajo la forma de ranelato
de Sr, reservado a aquellos casos que
poco o0 nada responden al tratamiento
con bifosfonatos orales o intravenosos,
denosumab, teriparatida 'y los
moduladores  selectivos de los
receptores estrogenicos (SERMs) (63).
Su posible inclusion como biomarcador
de metabolismo 6seo fue sugerida (10).
No obstante, son necesarios estudios
clinicos controlados para acceder a este

posible rol.

178



Articulo Revisién

Vielmay Col

Nuestro grupo de investigacién es
pionero en la posible relacion del B y la
osteoporosis en pacientes con la
enfermedad en Venezuela (6-7, 10). Un
aporte continuo de B sobre la ingesta
dietética diaria de 2 mgB/dia aseguraria
un aporte continuo de B hasta las
mitocondrias del rifion, para favorecer
la hidroxilacion hasta la forma activa de
la vitamina D, el Calcitriol, con
participacion del citocromo P450, el
oxigeno, NADPH, el Mg, la ao-1
hidroxilasa (64), es decir, parece existir
un consenso que sefiala un valor
agregado como elemento nutricional
importante para la salud 6sea del
humano (65). Los estudios clinicos
sobre la relacion del B con la
osteoporosis no son concluyentes.
Entre  otros  factores  podemos
mencionar: el bajo namero de
pacientes, controles e incluso
voluntarios incluidos en los estudios
sobre el efecto del B en la osteoporosis;
sin embargo, los resultados obtenidos

en animales de experimentacion (ratas,
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cerdos y conejos) apuntan hacia un
papel muy relevante del B en el
metabolismo mineral y de alli sugerir su
posible vinculo a la osteoporosis. La
homeostasis del boro en el plasma es
dindmica, por lo que resulta dificil
evidenciar diferencias de este no metal
en esta muestra, entre individuos
alimentados con wuna dieta pobre,
adecuada o alta en B. De igual forma es
dificil acceder o poder controlar todas
las posibles fuentes de alimentos que
contengan B y realizar seguimientos a
largo plazo (afos) debido a que la
osteoporosis se presenta por regla
general después de los 45 afios en el ser
humano (64-65)
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