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1.1. El tejido óseo

El huesoes un tejido conectivoque realizatres funcionesfundamentalesen el

organismo: a) permite la configuracióny funcioneslocomotorasdel cuerpo (función

mecánica); b) protegea los órganosvitalesy sirve deasientode la médulaósea(función

protectora)y c) actúacomoreservade iones (funciónmetabólica)(1,2). A travésde esta

última, el huesocolaboraenel mantenimientode la homeostasisdelcalcio y fósforo enel

líquidoextracelular,hechoesencialparala vida.

A pesarde la importancia de estasfunciones, el estudio del metabolismoy la

fisiopatologíadelhuesono hatenidoun desarrollohistóricosimilar al de otros órganoso

sistemas,correspondiendoalas últimas décadasel descubrimientode la riquezabiológica

de este tejido, su capacidadde respuestafrente a múltiples moduladoreshormonalesy

estímulosfisicos, y la interconexiónconel sistemainmunológico(3-5).

El estudiodelmetabolismoóseohasidoasociado,enparte,al interéssuscitadopor

la osteoporosis,quees, sin duda,la afecciónóseaepidemiológicamentemásimportante.

El huesoestáconstituidopor un componentemineral (65%),una matriz orgánica

(33%) y un componente celular (2%). El componente mineral está formado,

fundamentalmente,por hidroxiapatito[Ca;o(P04)6(OH)j,queesla formacristalizadadel

fosfato tricálcico amorfo. Tambiénexisten,en menorproporción, CO%, Mg
2~, citratos,

Na~, K~, sulfatosetc. La matrizorgánicasecomponede colágenotipo 1 (90%) y de una

sustanciabaserica en glicosaminoglicanos(glicoproteinasy proteoglicanos).También

están presentesen la matriz orgánica numerosasproteínas no colágenascomo la

osteocalcina,osteonectina,ct
2SH glicoproteina así como ciertos lípidos y líquido

extracelular.La mayoríade las proteínasno colágenasson sintetizadaspor las células

formadorasdelhueso,aunquetambiénexisteun númerodeproteínasplasmáticasqueson

absorbidaspor la matriz orgánica,como la cc2SH glicoproteina,que es sintetizadaen el

hígado(6). Las célulaspropiasdel tejido óseoson el osteoblastoy el osteoclasto(7). Los

osteoblastosson las células formadorasdel hueso,mientrasquelos osteoclastosllevana
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caboel procesoinverso, la destrucciónósea,queeslo que seha denominadoresorción

ósea.

1.2. Las célulasóseas

1.2.1.El osteoblasto

Como hemos dicho anteriormente, los osteoblastosson las células

encargadasde la formación ósea, fenómenoconsistenteen la síntesisde matriz

orgánicay suposteriormineralización.Susprecursoressonlas célulasdel estroma

de la médulaósea(8). Estascélulasproliferany sediferencianenpreosteoblastos

y acontinuaciónenosteoblastosmaduros.

Estructuralmente,se caracterizanpor ser células gruesasy alineadas.

Poseenun gran retículo endoplásmicorugosoy un prominenteaparatode Golgi,

característicastípicasde lascélulasquesintetizanproteínasquedespuésliberanal

exterior. La membrana plasmática es rica en fosfatasa alcalina, actividad

enzimáticaqueestáíntimamenteimplicadaenla mineralizaciónde la matriz(9).

Los osteoblastosrecubrenla capade matriz óseaque estánproduciendoy

que aunno estámineralizada(tejido osteoide)(Fig. 1). La presenciadel osteoide

esdebidaa un retrasoentre la formaciónde la matrizy suposteriormineralización

(el periododemaduracióndel osteoideabarcaunos 10 días).Cuandoterminansu

periodode secreciónpasanasercélulasderecubrimientoo aosteocitos(1).

Su principal producto es el colágenotipo 1. Además del colágeno, los

osteoblastossintetizan una serie de proteínas de la matriz ósea, como la

osteocalcina,osteopontinay osteonectina.Asimismo, son responsablesde la

síntesis de proteoglicanos, macromoléculas en las que una porción de

carbohidratosestá unida covalentementea polipéptidos, y de factores de

crecimientocomoel “transforminggrowthfactor” (7).

Aunque las fUnciones atribuidas al osteoblastoson básicamente la

formaciónde la matriz óseay la mineralizaciónde ésta,nos pareceespecialmente
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importante destacar que, en la actualidad, se está considerandola posible

participaciónde los osteoblastosen la regulaciónde la resorción.La idea está

basadaen la existenciade receptoresen los osteoblastospara la hormona

paratiroidea(PTH) y la 1,25 dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D3) (hormonas

implicadasen la resorciónósea),y la falta de evidenciade queexistanreceptores

de dichosfactoresen los osteoclastos(7).

Fig. 1: Esquemade un osteoblasto.La célula sintetiza la matrizproteica (por ej
colágenotipo 1 osteocalcina, osteonectina,osteopontinay siatoproteinaósea) y
diversosenzimas(por ej. fosfatasaalcalina). En el frentede mineralización(detalle),
el calcio y el fosfatoorgánico, a travésde la participaciónde la fosfatasaalcalina
formafosfatocálcicoamoifo.queposteriormentese transformaenhidroxiapatlo.
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1.2.2. El osteoclasto

Los osteoclastosson las células encargadasde la resorción ósea, que

consisteen la disolucióndel mineralóseoy la degradaciónposteriorde la matriz

(10).

Los osteoclastossoncélulas gigantes(20-5O~imde diámetro)queseforman

a partir de precursores de la serie monocítica (11). Estructuralmentese

caracterizanpor ser célulasmultinucleadasy poseerun borderugosoadyacentea

la zona en la queestánresorbiendohueso.En el huesonormal generalmentese

observanentre uno y cinco núcleos con un nucleolo prominente,pero en las

enfermedadesquecursancon aumentodel reclutamientoosteoclástico,el número

de núcleospuede pasarde 20. Contienenbombas de protones,que crean un

ambienteácido por debajodel borde rugosoy producenfosfatasaácida tartrato

resistente(FATR) y otros enzimaslisosomales.

El osteoclastoes unaauténticafactoríaenzimáticaque funciona comoun

centro de reciclaje (Fig. 2). En la disolución del mineral óseo pareceestar

fundamentalmenteimplicadala producciónde ioneshidrógeno.En estesentido,la

anhidrasacarbónicajuegaun papel importante(12). Comoprincipalproductode la

degradacióndel mineral óseo, se produce la salida del calcio haciael líquido

extracelular.Por otra parte,una serie de enzimaslisosomales(entre las que se

encuentrala FATR) participan activamente en la degradaciónde los otros

componentesde la matriz, entrelos queel colágenotiro 1 constituyeel 90%. Entre

los productosoriginadospor la degradacióndel colágenotipo 1 se encuentran

aminoácidoslibres como la hidroxiprolina, y otras estructurasmás complejas

como los puentesdepiridinolina libres ó unidosa fragmentosdel colágenode la

zona helicoidal ó telopeptídica,y fragmentos espec(/icosde la propia zona

telopeptídica,comoveremosmásadelante.

Los productosde la degradacióndel huesoson recogidospor un lisosoma

secundarioy vertidoshaciala circulación.
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Fig. 2: Esquemade un osteoclasto.La célula estáunida al huesopor mediode integrinasen la zonaclara, que
cierra un compartimentoquecontieneel borde rugoso. La resorciónreal de huesose desarrollapor mediode la
liberación dediversosenzimaslisosomalesprocedentesde la regiónperinuclearde Golgi (fosfatasaácidatartrato
resistenteetc,) quese desplazanhastael borde activo dela célula,y sonvertidashacia el exterioren el ambiente
depH baje creadopor las bombasde protones(anhidrasacarbónica)de la membranadel borde rugoso. Los
productosdela degradacióndel huesosonrecogidospor un lisosomasecundarioy vertidoshacia la circulación.
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1.3. El remodeladoóseo

El tejido óseo es un tejido dinámico, sometido a un proceso constantey

equilibradode formacióny de resorción(Fig. 3). Estadinámicacontinuade formacióny

destruccióndel huesose denominaremodeladoóseo(13,14). En condicionesnormales

existe un equilibrio entre ambosprocesos,fenómenodenominadoacoplamientoóseo,

hechoquehacequela mismacantidaddehuesoquesehadestruidosedepositedenuevo

durantela posteriorformación.

El remodeladoóseoesun procesocomplejoen el queestáninvolucradosun gran

número de funciones celulares dirigidas hacia la coordinaciónentre el proceso de

formacióny de resorcióndel hueso.El balanceentreresorcióny formacióndeterminael

resultadodel ciclo de remodelacióndandolugar a un incrementode la masaóseasi es

positivo(es lo quesucededuranteel crecimientocorporal)o bien, a unapérdidapatente

detejido esqueléticosi esnegativo,comoocurre,por ejemplo,enla osteoporosis.

El remodeladoóseoestáreguladopor hormonassistémicasy por factoreslocales

que afectantanto a células de la línea osteoblásticacomo de la línea osteoclástica,

ejerciendo sus acciones sobre la replicación de células indiferenciadas,sobre el

reclutamientode célulasy sobrela funcióndediferenciacióncelular(15).

El conocimiento del estado de remodelado del hueso es de extraordinaria

importanciaenel estudiode las enfermedadesmetabólicasóseas.Algunasde ellas, como

la osteoporosis,comienzana representarun graveproblemasocioeconómicoen los países

desarrollados.Porello, esimportantepoderdisponerde técnicasquenos permitanmedir,

delmodomásexactoy precozposible,los procesosdeformacióny deresorciónóseos.

1.3.1. Técnicasde estudiodel remodeladoóseo

Existendiferentesformas de abordaresteestudio.Las técnicasquese han

utilizado a lo largo del tiempo han sido la radiología, la densitometríaósea, la

histomorfometríaóseay los marcadoresbioquímicosderemodeladoóseo.
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Las técnicasde imagen, radiologíay densitometriaósea, son técnicas

“estáticas”,nos danideadecómoestáel huesoen un momentodeterminado,pero

no revelanlo queestáocurriendoen esemismo momentoa nivel de los procesos

de formación y resorciónóseos.La histomorfometríaóseao biopsia ósea,y los

marcadoresbioquímicosde remodeladoóseo,sontécnicas“dinámicas”,reflejanlo

queestásucediendoa nivel del remodeladodelhueso(formación/resorción)en el

momentodesurealización.

Célula de revestimiento
~1-~

Hueso e O e

FASE
DE
REPOSO

4.
Laguna osteocítica (~eO Preosteoclastos

FASE
DE
ACTIVACIÓN

FASE
DE
RESORCIÓN

L’nea de

e <nt
e ej

FASE
REVERSA

Fig. 3: Fasesdel remodelado
óseo. Una vez que se ha
producido la activación del
procesode remodeladoen un
lugar determinadodel hueso,
mediadopor factores locales
y/o sistémicos, comienza la
fase de resorción. El
osteoclastodestruye entonces
el hueso mineralizado y a
continuación algunas células
monocíticasdepositanunafina
linea de matriz, queprepara la
superficiede resorciónpara el
comienzo de la nueva
formación ósea que llevan a
cabo lososteoblastos.

Osteoide

e~wr’ e
e ~j~jj~jje
Hueso nuevo formado

FASE
DE
FORMACIÓN

ZSXm4X~e>CeXsXeD
cp~ FASE

DE
REPOSO
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Los marcadoresbioquímicos de remodeladoóseopresentanuna serie de

ventajassobre las otras técnicasmencionadas.En primer lugar, son mucho más

sensiblesque las técnicasde imagen.Paraobservarcambiossignificativoscon las

técnicasdeimagenesnecesarioquetranscurraun tiempo minimo de 6 mesesó de

un año, cuandoya se han producido variacionescuantitativamenteimportantes.

Los marcadoresbioquímicosderemodeladoóseopermitenevaluarvariacionesen

tiemposmuchomáspequeños,comodíase inclusohoras.Por ello, puedenserde

gran utilidad cuando se quiere monitorizar la capacidadde respuestaa un

determinadotratamiento(16). En segundolugar, la histomorfometría óseaesuna

técnicainvasivay compleja,por lo que no puederepetirsecon frecuenciaen un

mismo paciente(17). Además, esta técnica es muy costosay sólo refleja el

remodeladoóseo en una determinadazona del esqueleto. Los marcadores

bioquímicos de remodeladoóseo, sin embargo,reflejan el remodeladoóseo en

todo el esqueleto,permitiendounaevaluacióncontinuadel paciente,a travésde

unasimplemuestrade sangrey/o deorina.

En los apanadossiguientesde la introducción de estetrabajo, vamos a

profundizarenel estudiode los marcadoresbioquímicosderemodeladoóseo.

1.4. Marcadores bioquímicosde remodeladoóseo

Los marcadoresbioquímicosde remodeladoóseoseutilizan paramedir el grado

de formación o resorcióndel hueso.Son sustancias(enzimas,minerales,péptidos)que

puedenmedirseen el suero y orina de los individuos, y que pennitenel estudiodel

remodeladoóseode los mismos(18). Dichamedidasepuederealizardesdedos puntosde

vista: a) determinaciónde los productosespecíficossintetizadospor las células óseas

(fosfatasaalcalina,osteocalcina,propéptidos,fosfatasaácidatartrato resistenteetc.); b)

determinaciónde los componentesdel huesovertidosa la circulacióndurantela resorción

ósea(calcio.hidroxiprolina,piridinolinas,telopéptidosetc.)
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Estos marcadoresseclasifican, en función de la fasedel remodeladoóseoen la

quemtervienenó seforman,enmarcadoresbioquímicosde formaciónóseay marcadores

bioquímicosderesorciónósea.

En la Tabla 1 se representanlos principales marcadoresbioquímicos de

remodeladoóseodisponibleshoy endíaparael estudiode la fisiopatologíadelhueso.

Tabla1: MarcadoresBioquímicosde RemodeladoÓseo

1. MARCADORESBIOQUÍMICOSDE FORMACIÓN ÓSEA

Actividad enñniáticaosteoblástica
*Fosfatasaalcalinatotal ensuero(FAt)
*Is~~i~imaóseade la fosfatasaalcalinaensuero (FAO)

Péptidossintetizadosporel osteoblasto
*Ost~calcinaensuero(BGP)
*Propéptidoaminoterminaldel procolágeno1 en suero(PINP)
*Propéptidoearboxiterniinaldel procolágeno1 en suero(PICP)

11. MARCADORES BIOQUÍMICOS DE RESORCIÓN ÓSEA

Actividad enziináticaosteochistica

*Fosfatasaácidatartratoresistenteensuero(FATR)

Derivadosde la degradaciónde lafrsemineraldelhueso
*Calcio enerina(Ca)

Derivadosde la degradacióndelcolágenoóseo
*Hid,.oxiprolina enorina (HP)
*Puentesdepiridinolina enornia

- Puentesde piridinolina (Pyr)
- Puentesde desoxipiridinolina(Dpd)

*Telopéptidoscarboxitenninalesdel colágenotipo 1
unidospor puentesde piridinolina en suero(ICTP)

*Telopéptidosarninoterminalesdel colágenotipo 1
unidospor puentesdepiridinolina en orina(NTx)

*Telopéptidocarboxiterminaldela cadenaa1 de!
colágenotipo 1 en orina(CTX)
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FORMACIÓN RESORCIÓN

Fig. 4: Marcadoresbioquímicosde remodeladoóseoy su principal vía de eliminación FAt: Fosfatasa
alcalinatotal; FAO: Isoenzimaóseade lafosfatasaalcalina; BGP: Osteocalcina;FIN!> YPICP: Propéptidos
aminoy carboxiterminales,respectivamente,del procolágeno1; FA TI?: fosfatasaácidatartrato resistente,Ca:
Calcio; Hp: Hidroxiprolina; Pyr: Piridinolinas; Dpd: Desoxipiridinolinas;¡CTP y NTx: Telopéptidoscarboxi
y aminoterminalesdel colágenotipo 1, respectivamente,unidosporpuentesdepiridinolina; C7X: Telopéptido
carboxiterminaldela cadenaa1 del colágenotz~o¿



Ei/nfroducdón 12

1.4.1.Marcadores bioquímicosde FORMACIÓN ÓSEA

1.4.1.1. Actividad enzimática osteoblástica:Mineralización de la matriz ósea

La mineralizaciónde la matriz orgánicadel huesotiene lugar a unacierta

distanciade los osteoblastosy estámediadapor unasvesículasderivadasde estas

células(Figs. 1, 5).

-m —a-

-u — — a

Células

Vesículasde
la matriz

Minera) en las
vesículas

Miii eral
intrafibrilar

Miii eral
unterfibritar

Fig. 5: Procesodemineralizacióndela matrizóseamediadopor las vesículasderivadasde
los osteoblastos.El primer mineral aparece dentro de estas vesículasque despuésse
rompeny sirvencomoinicio ypropagacióndela mineralizacion.

O
o O

1
* * ~~
• *44
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Lasvesículascontienenpirofosfatasa,ATP-asaalcalinay fosfatasaalcalina.

Las pirofosfatasas inactivan los inhibidores locales de la mineralización

(pirofosfatos)y la ATP-asaalcalina suministrala energíapara llevar a cabo el

proceso. Recientemente,se ha demostradoque la fosfatasa alcalina es una

glicoproteinaligadora de calcio. Los fosfolípidos de la membranay la fosfatasa

alcalinasecuestrancalcio, quejunto con el fosfato, quees tambiénsuministrado

por la fosfatasaalcalina, forman el minera? óseo (hidroxiapatito). El primer

minera?apareceasídentrodeesasvesículas,quedespuésserompeny sirvencomo

inicio y propagaciónde la mineralización(Hg. 5) (9).

Estaactividaddel osteoblastoseha utilizado clásicamentecomo marcador

deformaciónósea,tanto comotal isoenzimaóseao comofosfatasaalcalinatotal.

1.4.1.1,1. Fosfatasaalcalinatotal (FAt)

La fosfatasaalcalina(EC 3.1.3.1.)esun enzimademembranadenaturaleza

gl icoproteica,queesliberadaal sueropor diferentesórganos.Unavez liberada,es

aclaradadel organismoa travésde receptoressialoglicoproteicoslocalizadosen el

hígado.

Existen cuatro grupos principales de fosfatasa alcalina (isoenzimas):

intestinal, placentaria, “placentaria-like” y hepática/renal/ósea(19). Las tres

últimas son productode un mismo gen, y la pequeñadiferenciaestructuralentre

ellas es debidaa modificacionespostraduccionales,talescomo la glicosilación

(20).

En el hombre, en condicionesnormales, la actividad total de fosfatasa

alcalinaenel sueroesdebida,fundamentalmente,a las isoenzimasósea(producto

de la actividadosteoblástica)y hepática(21). La isoenzimaintestinalcontribuyea

dicha actividad en un 10% y sólo en un 25% de los casos,y la isoenzima

placentariasólosedetectaen sangreapartirde la decimosextaóvigésima semana

deembarazo(22).

En cuanto a su utilidad clínica, y a pesarde la existenciaen el suero

humanodediferentesisoenzimas,lo quela convierteenun marcadorno especifico
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de la actividadosteoblástica,la FAt en suero se lleva utilizando másde 50 años

comomarcadorbioquímicode formaciónósea(23) y generalmenteseaceptaque

es un marcador válido, sobre todo en aquellas patologíasque presentanun

incrementosignificativo de dicha actividadmetabólica,comola enfermedadósea

de Paget(EOP). Sin embargo,presentapocasensibilidadpara el estudiode la

osteoporosis(OSP), patología caracterizadapor cambios muy sutiles en el

remodeladodelhueso(24).

Su determinaciónen suero está basadaen la capacidadque tiene este

enzima de hidrolizar ésteres monofosfato a pH alcalino. Es una reacción

colorimétrica(25).

Los problemas derivados de la falta de especificidad ósea de la

determinaciónde la FAt sérica se resuelvenmediante la determinaciónde la

actividadde la isoenzimaóseade la fosfatasaalcalina,marcadorespecíficode la

actividadosteoblástica.

1.4.1.1.2. Isoenzimaóseade la fosfatasaalcalina(FAO)

Como ya mencionamosen el apañado 1.2.1. la isoenzimaósea de la

fosfatasaalcalinaesunaactividadenzimáticaquecontienenlos osteoblastosen su

membranaplasmáticaen gran proporción y que estáimplicadaen el procesode

mineralizaciónde la matriz ósea(9). Por ello, se ha utilizado desdehacetiempo

comomarcadordeformacióndelhueso.

En el apartadoanteriorcomentamosquelas isoenzimasóseay hepáticade

la fosfatasaalcalinason las que contribuyenen mayor proporcióna la actividad

FAt en suero.Si bien ambasisoenzimaspresentanunaestructuraproteicasimilar

(19,26)éstassediferencianen un grannúmerode propiedadescomosumovilidad

electroforética, su capacidadde respuestaa la inactivación química, a la

reactividadcon la lectina, así como en su termoestabilidady susceptibilidada

neuraminidasa.Los métodos empleadospara cuantificar la isoenzimaósea y

diferenciarlade las demásisoenzimassehanbasadoenestasdiferencias.
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La dificultaddedistinguir entretodaslas isoenzimas,y especialmenteentre

las isoenzimasóseay hepática,dadala similitud de susestructurasquímicas,ha

llevadoal desarrollodediversastécnicascadavezmásespecificasa lo largode los

anos.

Los primeros intentos para diferenciar las isoenzimasde la fosfatasa

alcalinautilizaron como técnicala electroforesis(27) en gel de almidón (28), gel

de acrilamida (29), gel de agarosa(30), ó acetato de celulosa (31). Estos

procedimientos aunque han sido ampliamente utilizados, presentan el

inconvenientedesertécnicastediosasy su resolucióneslimitada.

Otros procedimientosde laboratorio que han sido propuestospara la

evaluación rutinaria de las isoenzimas de la fosfatasa alcalina utilizan la

inactivaciónpor calor (32), la inactivaciónquímicacon urea(33) y/o la inhibición

químicacon fenilalaninay homoarginina(34).

Estudios más recientes (1984) realizadospor Rosalki et al. (35) han

utilizado la lectina de germende trigo (triticum vulgaris) para diferenciar las

isoenzimasósea y hepáticade la fosfatasaalcalina. Las lectinas son proteínas

ligadorasdecarbohidratosdeorigenvegetal,quehansidoobjetodeestudioparala

diferenciaciónde isoenzimas.Estosautoresobservaronquela FAO precipitaenun

80% con lectina, mientrasque no se observaprecipitación significativa de la

isoenzimahepática.Mediantemedidade la actividadenzimáticaantesy después

de la precipitaciónesposiblecuantificarambasisoenzimas.

En 1986 Schoenauet al. (36) describieronun nuevo método rápido y

reproducibleparala separaciónde las isoenzimasde la fosfatasaalcalinamediante

cromatografialíquida de alta resolución(HPLC). Desdeentonces,varios autores

hanutilizado cl HPLC parala separaciónde las isoenzimasde la fosfatasaalcalina

aunquecon resultadosdiferentes(37,38).Si bien lastécnicasqueutilizan el HPLC

son másespecíficasy sensiblesque las utilizadasanteriormente,este método es

complejoparaserutilizadodemodorutinarioenel laboratorio.
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Conobjetode conseguirtécnicascadavez másespecíficasparacuantificar

las isoenzimasóseay hepáticade la fosfatasaalcalina, se hicieron estudioscon

anticuerpospoliclonalesespecíficosdeestasisoenzimasperosin éxito (39).

Los primerosintentospor partede los laboratoriosde producir anticuerpos

específicospara la FAO y no para la isoenzimahepática,dieron comoresultado

reaccionescruzadascon ambasisoenzimas(40).

En 1985 Lawson et al. (41) y Baileys et al. (42) logaron la obtenciónde

anticuerposmonoclonalesquedistinguíanparcialmenteentreestasisoenzimas.Sin

embargo,los anticuerposobtenidoseran sólo 2-5 vecesmásespecíficosde una

isoenzimaquedela otra.

En estudiosmásrecientes,en1989, Hill et al. (43) consiguieronaislarcinco

anticuerposmonoclonalesdiferentes que reaccionabanpreferentementecon la

isoenzimaósea.A partir del desarrollode estosanticuerposparala FAO se han

desarrolladonuevosmétodosde inmunoensayopara la determinaciónde dicha

isoenzimaque hansupuestola apariciónde nuevosmétodoscomercialesen los

últimos añosy que, en cierto modo, han revolucionadoel campode la medida

osteoblásticade la actividadfosfatasaalcalina(43-45).

1.4.1.2. Péptidossintetizadospor el osteoblasto

1.4.1.2.1. Proteínasno colágenas:Osteocalcina(BGP)

La osteocalcina(Bone-Gla-Protein,BGP) es unaproteínano colágena,de

49 aminoácidos(Pesomolecular=5.800Da) queestápresenteen la matrizósea,en

la dentinay en los tejidosmineralizados,pero su función exactaaún permanece

desconocida(46). A pesarde que seha encontradoexpresiónde ARN mensajero

paraBGPenotros tejidosdiferentesal hueso,esteúltimo siguesiendoel principal

productor de esta proteína,y por tanto puede ser consideradaespecíficade

actividadosteoblástica.

La BGP es sintetizada en el hueso por los osteoblastos(47). En

experienciastanto “in vitro” como “in vivo” se ha demostradoqueel metabolito

activo de la vitaminaD, la 1 ,25(OI-l)2D3, estimuladicha síntesis(47,48). Después
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del colágeno,constituyeel mayorcomponentede la matriz ósea,representandoel

10-20%de lasproteínasno colágenasy aproximadamenteun 2% delas proteínas

totalesdelhueso.

Estaproteínafué descubiertay aisladassusestructurasprimaria,secundaria

y terciariapor dos equiposde investigadoresen 1975-1976(49,50). La principal

característica estructural de la BGP es la presencia del aminoácido

gammacarboxiglutámico(Gla). El Gla se fonna,una vez que seha sintetizadola

molécula de BGP, por ganimacarboxilaciónvitamina K dependientede los

residuosdeácidoglutámicode la proteína(Fig. 6).
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Fig. 6: (SammacarboxilaciónvitaminaFC dependiernedela osteocalcuna.
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El aminoácidoGla se encuentraen las posiciones17, 21 y 24. Estos residuos

confieren a la proteínala capacidadde unirse al Ca (51) y de modo aún más

especificoal hidroxiapatito,principalcomponentemineraldelhueso(52).

Una partede la BGP sintetizadase uneal hidroxiapatitodel huesoy otra

parte es liberadaa circulación(53). De la BGP total corporal, en circulaciónse

encuentramenos de un 0.01%, lo que indica el gran reservorio de BGP que

constituyeel esqueleto.La osteocalcinacirculantetieneunavida mediamuy corta

(54) debidoa queesrápidamentemetabolizada(principalmentepor el riñón y en

menormedidapor el hígadoy por el hueso)(55-57)y aclaradapor el riñón (58).

La BGPtambiénesaclaradapor la placenta(22).

Como consecuenciade su metabolismo,y debidoaquela moléculaintacta

dc osteocalcinapresenta dos puntos susceptiblesde proteolisis entre los

aminoácidos Arg19-Arg20 y Arg43-Arg44, pueden encontrarseen circulación

diferentesfragmentosde BGP ademásde la moléculaintacta (fragmentos:1-19,

20-43, 4449, 1-43 y 20-49) (Fig. 7). Estos fragmentoscirculantes,no sólo

procedendel metabolismoextraóseode la molécula, sino que tambiénpueden

procederde la destruccióndel huesoduranteel procesode remodeladoóseo(59).

Garneroet al (60) utilizando unabateríade anticuerposmonoclonalesdirigidos

contra varios epitopos de la molécula de BGP humana, encontraron que la

moléculaintactarepresentaaproximadamenteen el suero de adultosun tercio de

inmunoreactividad.De los dos terciosrestantes,un tercio lo constituyenpequeños

fragmentos,y el otro tercio un fragmentode grantamañopertenecienteal extremo

aminoterminalmediode la moléculadeosteocalcina.Estehechoestádirectamente

relacionadocon la estabilidad de las muestrasde laboratorio, un problema

importantea la hora de determinarBGP. Se ha observado,que una fracción

importantede la BGP intactaensuero setransformarápidamenteen el fragmento

N-terminal-mediosi el suero permanecea temperaturaambiente,dandolugar a

unapérdidasignificativa de inmunoreactividadcon la mayoríade los ensayos.

Debido a que es una proteínasintetizadapor las células formadorasdel

hueso,su determinaciónen suero se ha venido utilizando como marcador de
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formaciónósea.Sin embargo,y debidoa quelos nivelesséricosde BGP también

puedenprocederde la BGP unida al hidroxiapatitodel huesoque es liberadaa

circulacióndurantela resorciónósea,hoy endíaesconsiderada,másquecomoun

marcadorde formaciónósea,como un marcadordel remodeladoóseoen general

(61).

Fig. 7: Fragmentosdeosteocalcina

Los primeros métodosempleadospara la medida de la BGP circulante,

estabanbasadosen el procedimientode Price y Nishimoto, investigadoresque

desarrollaronel primer radioinmunoensayo(RIA) para la medidade BGP (62).

Estos métodos empleabanBGP bovina como estándare inmunógeno. Los

detenninantesantigénicos de la molécula de BGP no han sido claramente

identificados,pero la mayoríade estosantisuerosreconocenla región C-terminal

de la molécula, la cuál es idéntica en la BGP humanay en la bovina (63).

Cualquieraqueseael epítoporeconocidopor estosantisueros,la mayoríade ellos

no muestranunareactividadcruzadadel 100%conla BOl> humana(64).

En 1988, Taylor et al. (65) desarrollaronel primer RIA con un antisuero

dirigido contra un epítopo de la zona mediade la molécula de BGP humana,

región que difiere entre la BGP humanay la bovina. Resultadospreliminares

Osteocalcina intacta
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sugirieron que este ensayo era más sensible que los ensayos bovinos

convencionalesparavalorarel remodeladoóseo.

En 1991 diversosgrupos de investigadoresdesarrollaronnuevosensayos,

radioinmunoensayos(RIAs) ó enzimoinmunoensayos(ETAs), en los que se

introducían como novedad la utilización de anticuerposmonoclonales,pero

seguíanutilizando comoinmunógenola moléculadeBGPbovina.Hastaentonces,

no seconocíala especificidadde los ensayosdesarrolladosparala medidade la

BGP en cuantoal reconocimientode la moléculay-carboxilada6 descarboxilada.

A esterespecto,en 1991 Koyamaet al. (66) publicaronun EIA tipo “sandwich”

con un anticuerpomonoclonalde capturaespecíficoparala zonay-carboxiladade

la moléculadeBOl> bovina.

Teniendo en cuentala heterogeneidadinmunoquimicade la molécula de

BOl>, los siguientes ensayos desarrolladosse encaminarona la detección

únicamentede la molécula de BOl> intacta y además,en algunos casos,con

especificidadparala BGP humana.En estesentidoDeflos et al. (67) desarrollaron

dos ensayosinmunorradiométricos(IRMA) para la molécula de BGP humana

intacta combinando cuatro anticuerposmonoclonales,dos dirigidos contra un

péptido sintético N-terminal y otros dos contra un péptido C-terminal de la

moléculade BOl> humana.

En 1992, Hosodaet al. (68) publicaronun trabajoenel quedesarrollaronun

nuevoEIA tipo “sandwich”,específicoparala moléculaintacta,conBOl> humana

purificadacomo estándary con antisuerosde conejo dirigidos contra péptidos

sintéticosde las zonasN- y C- terminales.EsteEIA presentabaespecificidadpara

la moléculadeBGPintacta.En otro estudiorealizadoen el mismo añoGarneroet

al. (69) describenun IRMA con dos anticuerposmonoclonalesdirigidos contralas

zonasN-terminal y mediarespectivamente,de la BOl> humana.En este casoel

IRMA detecta,ademásde la moléculaintacta,un gran fragmentoN-terminal.

Como se puede deducir de todo lo expuesto anteriormente,se han

desarrolladoy se estándesarrollandoactualmentemultitud de ensayospara la
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medidade la BGP circulante,tanto ensayospropiosde los diferenteslaboratorios

comodisponiblescomercialmente(70,71). Por otraparte,no todos los antisueros

de los imnunoensayosutilizados para la determinaciónde la BOl> detectanlos

diferentes fragmentoscon la misma especificidad,por lo que los resultados

obtenidos dependerándel inmunoensayoutilizado (71,72). Más aún, se ha

demostradoque los fragmentos de osteocalcinaque circulan en el suero de

pacientescon determinadaspatologías,como la insuficienciarenal, la EOP ó la

OSPno son los mismos que en el suero de sujetos sanos(45,71,73).Por ello,

resultadeextraordinariaimportanciala selecciónde la técnicadeosteocalcinamás

adecuadaparala realizacióndeun estudioenunadeterminadapatología.

1.4.1.2.2. Proteínascolágenas:Propéptidosdel procolágeno1

1.4.1.2.2.1. Introduccióngeneralsobrela síntesisdel colágeno

El colágenotipo 1 es la proteínamás abundanteen el cuerpo humano,

representaaproximadamenteun 70 % del colágenototal del organismo(aprox. 2-3

kg.enel adulto)y el 90%de la matrizorgánicadelhuesomineralizado.Es también

un importanteconstituyentede los tejidos conectivos blandos, en donde, sin

embargo,siempreestá junto con otros tipos de colágeno,en particularcon el

colágenofibrilar tipo III.

La molécula de colágenoóseo es un trímero que contiene dos cadenas

polipeptídicas iguales denominadas a~(I) y una cadena polipeptídica

genéticamentediferente,pero estructuralmentehomólogadenominadact2(D. Estas

tres cadenaspeptidicasseencuentranunidasa lo largo desu extensión formando

una estructuradetriple hélice, exceptoen los extremosaminoy carboxiterminales

dondepresentanestructuralineal. Estos extremoslinealesreciben el nombre de

regionestelopeptídicas(Fig. 8).

La estructura primaria de estas tres cadenas es la que dictamina la

formación de la estructuraterciaria en triple hélice típica del colágeno. La

secuenciabásicaes (Gly-X-Y)~ donde Gly es la glicina y “X” e “Y” son
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cualquierotro aminoácido.La modificación flincionalmentemás importanteque

tiene lugarparaquela moléculade colágenopuedaadoptarla estructurade triple

hélice es la hidroxilación de los residuos de 4-hidroxiprolina (comúnmente

conocida como hidroxiprolina) y de lisina, y la subsiguienteglicosilación de

algunosresiduosde hidroxilisina(74). La hidroxilaciónespecíficade la molécula

decolágenoy las reaccionesde glicoxilación terminancuandola moléculaadopta

la conformacióndetriple hélice.

Fig. 8: Molécula& colágenoóseo.Dicha moléculaes un trimero quecontienedoscadknas
peptidicas ugT) y una cadenapeptídicaa/I). En la mayorparte de su extensiónpresenta
estructurade fr¡~le hélice (2). Los dominiosno helicoidalesrecibenel nombrede telopéptido
AL~terminal(1) y telopéptidoC-terminal(3).

El colágenotipo 1 del huesose sintetizaen el interior de los osteoblastos

comoun precursor,el procolágenotipo 1, quecontieneen ambosextremosde la

molécula extensionesadicionalesproteicas,denominadaspropéptidosamino y

carboxiterminalesdel procolágenotipo 1 (PINP y PICP respectivamente)(Fig. 9)

(75). Una vez sintetizada la molécula de procolágeno y ya en el espacio

extracelular,los propéptidosson separadosde la moléculade procolágenopor la

acción de peptidasasespecíficas(procolágenoN proteinasay procolágenoC

proteinasa),liberándosetres proteínas.Una de ellas es la moléculade colágeno

propiamentedichaquellega aincorporarsedentrode las fibrillas de colágenoque

van a formar partede la matriz ósea.Las otras dos, son los propéptidosaminoy

carboxiterminalesdelcolágenotipo 1 (PINPy PICP)quevan apasaracirculación

sanguínea(Fig. 9). De ambospropéptidosvamosahablarmásextensamenteen la

secciónsiguiente.

1 2 3
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1.4.1.2.2.2. l>ropéptido aminoterminal del procolágeno1 (PTNP)

l>ropéptidocarboxiterminaldelprocolágeno1 (PICP)

A medidaque el procolágenotipo 1 es procesado,se liberan cantidades

estequiométricasde ambospropéptidos(PINP y l>JCP) en proporción 1:1 con el

colágeno formado, lo cuál significa que, teóricamente,la concentraciónde

cualquierade los propéptidospodrá reflejar la síntesisdel colágenotipo L l>or

tanto, cuantomáscolágenose haya sintetizado,máscantidadde propéptidosde

procolágenohabránpasadoa circulación. Si tenemosen cuentaque el 90% del

colágeno corporal tipo 1 constituye la matriz orgánica del hueso, se puede

considerarque los niveles circulantesde ambospropéptidos(l>INP y PICP) son

fiel reflejo del procesode formación óseay que como tales, se puedenutilizar

como marcadores bioquímicos de formación del hueso. De hecho, las

concentracionescirculantesde PINP y de PICP estánrelacionadasgeneralmente

con la tasade formación del huesoen los adultosy con la tasade crecimiento

somáticoen los niños.Por otraparte, existenvariostrabajosquerefuerzanla idea

de que las concentracionesséricasde PICP procedenen mayor proporcióndel

colágenotipo 1 del esqueletoque del de los tejidos blandos,y que por ello, la

medidade l>ICl> séricopuedeconsiderarsecomoun marcadorválido de formación

ósea: 1) en enfermedadesque generalmentecursan con un incrementoó una

disminución del remodelado óseo, tales como el hipertiroidismo,

hiperparatiroidismoó hipotiroidismo,la concentraciónséricadel>ICP correlaciona

bien con otrosparámetrosde formaciónósea,comola histomorfometríaósea(76)

y estudioscinéticosdel Ca (77); 2) en niños y adolescentes,la concentraciónde

l>ICl> correlacionabiencon la velocidaddecrecimiento(78); 3) pareceser queno

existegradienteentrela concentracióndePICPde la linfa y de la sangre.Teniendo

encuentaquelos tejidosblandosdrenanal tejido linfático, las concentracionesde

l>ICP de estostejidos no afectaríannormalmenteal nivel de l>JCl> circulanteen

sangre (79). Aún en situacionesdramáticas, caracterizadaspor un elevado

incrementode la expresiónde colágenotipo 1 extraóseo,como se ha visto en

tumores de malignidad de la cavidad peritoneal, la concentraciónde PICP
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procedentede estostejidostienepoco efectosobre la concentracióntotal de l>ICl>

sérico(80).
Propéptido N-terminaL

(150 A>

cl

Colágeno Propéptido C-terminal
(3.000 A> <ioúA>

OH OH Gal OHQH OH OH¶G~ OH 0H13

dHÓH OH OH OH

II 4 -‘ ti

-, -‘ Arquitecturaen hélicetriple y

3.000A (4,4 U> :

o ¡

Fig. 9: Formación de los propéptidosamino y carboxiterminalesdel procolágeno1 En el espacio
extracelula~y antesde quelas moléculasde colágenose agreguenformandofibras, lospropéptidos
aminoterminal(N-terminal)y carboxitenninal(C-terminal)sonseparadosde la moléculadeprocolágeno
por accióndepeptidasasespecificas,pasandoal líquido extracelular

Ni el l>INP ni el PICl> sonrealmentepéptidos,sinoproteínasy, al igual que

la molécula de procolágenotipo 1 de la que derivan, ambos estánformados

tambiénpor tres cadenaspolipeptídicas,siendodos de ellas partede las cadenas

originalespro-ai(I), y la terceraprocedentede la cadenapro-cx2(I) (Fig. 9).

Aunquela síntesismolardeambospropéptidosesidéntica,éstosdifierenen

suestructuraquímica(TablaII) y ensuspropiedadesmetabólicas(TablaIII).

El PICP es una proteína globular, de gran volumen, con una estructura

primaria que no se correspondecon las unidades de repetición (Gly-X-Y)~

característicasde la molécula de colágeno. Contiene cadenascolateralesde

oligosacáridosricos en manosa,concentracionesque puedenser aúnmayoresen
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las cadenaspro cx2(I) queen lascadenaspro czi(I) (81). La separacióndel l>ICl> de

la moléculade procolágeno,(dado su gran volumen) pareceser un requisito

indispensableparaque las moléculasde colágenopuedanensamblarseformando

fibras. Sin embargo,el l>INTP al tener una estructuramás alargada, (menos

voluminosa)puedepermanecerunido temporalmentea partede las moléculasde

colágenotipo 1 formandoespeciesmolecularesconocidascomocolágenopNtipo 1

(Coil), e incorporarsea la superficiede las fibrillas de colágeno,de modoque la

partedel PINP rellenaríael espacioentredos moléculasconsecutivasdecolágeno

(82). Parece ser, que este PIINP (Colí) debe escindirseposteriormentepara

permitir el crecimiento en grosor de la fibra y para que se produzca la

mineralizaciónde la matriz orgánica del hueso. En la mayoría de los tejidos

adultos,la separacióndel PINP en estetipo de fibras escompleta.Sin embargo,en

los tejidos blandos,el dominio Colí puedepermanecerunido a las fibras como

ocurre,por ejemplo,en la médulaósea,en la piel y en el tejido ovárico(83,84).

Debido a sus tamaños,formas y cargaseléctricas,estasproteínasno se

eliminan a través del filtrado glomerular. Tanto el l>INP como el l>ICP son

eliminadosde la sangrepor endocitosis,mediadapor un receptor,que tiene lugar

en las célulasendotelialesdelhígado.Los receptoresinvolucradosseindicanen la

TablaIII (85,86).

Se han detectadoconcentracionesde l>ICP en circulaciónsanguíneay en

otros fluidos biológicos,comola linfa, el fluido intersticialde la piel y el fluido

cerebroespinal,entreotros. En la mayoríade estosfluidos sólo se observauna

especieantigénicade PICl> con unamasamolecularidéntica a la de la proteína

libre, PICP intacta (100.000). Por otra parte, con respecto al PINP se han

detectadoen suero dos especiesantigénicas,una mayor, correspondientea la

moléculade PIN? intactay otramenorcorrespondienteal dominoColí del PINP.

Poranalogíacon el correspondientepropéptidodel procolágenotipo 1111, sepuede

asumirqueel antígenomáspequeñorelacionadocon el P1NIP en la sangrepodría

derivarsede la ruptura de la forma tisular Colí y no de la degradacióndel PINP

intactocirculante(87).
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Los ensayosde los propéptidosdel colágenotipo 1 estánbasadosen la

deteccióninmunológica.Lastécnicasqueexistenhoy endíaparasudeterminación

sontécnicasderadioinmunoensayo(88-94).

Tabla II: Propiedades Bioquímicas de los Propéptidos del
ProcolágenoTipo 1

PINP PICP

Homogeneidad

Tamafio

Aclaramiento por

Aclarandento
bloqueado por

Aaclarsmiento
moduladopor

Dos formas Una forma

Unomayor(PNP
intacto)Otromenor
(dominoCoil del PIiNP)

Receptortipo scavenger
del hígado
Célulasendoteliales*

Albúmina tratada
con formaldehído
LDL acetilado

PICP intacto

Receptornianosadel
hígado
Célulasendoteliales**

Ovoalbúmina

Hormonas (tiroideas,
¿otras?)

Tabla III: Antígenoscirculantes de PICP y PINP en el hombre

MelkkneL al. (86). * *Sme&rodet al (85).
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1.4.2.Marcadores bioquímicos deRESORCIÓN ÓSEA

1.4.2.1. Derivadosde la degradaciónde la fasemineral del hueso

1.4.2.1.1. Calcio (Ca)

Los niveles de calcio en orina, corregidospor el valor de creatinina

(cociente Ca/Cr), realizado tras un ayuno de doce horas, se ha utilizado

clásicamenteen los laboratorioscomo medida indirectade resorciónósea,ya que

durantela etapadedestruccióndel hueso,el calcio presenteen el mineralpasaal

fluido extracelulary de aquíal riñón. Al realizarsela medidatras un periodode

ayuno, el factor absortivo intestinal queda eliminado, pero al realizarse la

interpretación cínica del resultadoobtenido hay que tener en cuentaque el

hallazgode niveleselevadosde calcio en orina puedentenerdos orígenes:óseoo

renaly es necesariodescartarunaanomalíarenalpara queesteparámetroevalúe

correctamenteel índicede resorcióndelhueso.Su determinación se realiza de

formaautomatizada,basadaentécnicascolorimétricasó deabsorciónatómica.

1.4.2.2. Derivadosde la degradacióndel colágenoóseo

1.4.2.2.1. Estructuradelcolágenomaduroy productosdesudegradación

Lasmoléculasde colágenounavez sintetizadasno permanecenlibres en el

líquido extracelular, sino que se unen unas con otras formando fibras más

insolubles y resistentesa la acción de los enzimas proteolíticos (fase de

maduración).

La unión entreestasmoléculastienelugarmediantela formacióndeenlaces

de diferente tipo: puentesde hidrógeno,unionesde tipo electrostático,enlaces

covalentes,etc. De todasellas, las unionescovalentesson lasmásimportantes.En

primer lugar se producen uniones bivalentes (conectando dos cadenas

polipeptídicas)quemaduranrápidamentedandolugar a estructurasmultivalentes

(trivalentes o tetravalentes)(95). Entre las uniones trivalentes, han atraído

recientementegran atención la hidroxilisil-piridinolina y la lisil-piridinolina,

también conocidas como piridinolina y desoxipiridinolina (Pyr y Dpd
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respectivamente).Estos compuestospiridinolínicos son cíclicos y exhiben una

fluorescenciatípica.

Durante el procesode resorción ósea, se solubiliza el mineral óseo y

postenormentesedigierenlas fibrasde colágeno(96,97)vertiéndoseacirculación

sangumeadiversasestructurasde mayor o menorcomplejidad(10). Entre las más

sencillas, destacanaminoácidos libres, como la hidroxiprolina (Hp) y los

derivadosglicosiladosdehidroxilisina;y péptidosdebajopesomolecular,comoel

telopéptidocarboxiterminalde la cadenaa1 del colágenotz~o1 (CTX). Las más

complejasestánformadasporanillospiridinolínicos (Pyr y Dpd) libres ó unidosa

péptidos, como el ICTP y el NTx (telopéptidoscarboxi y arninoterminalesdel

colágenotipo 1 unidospor puentesdepiridinolina respectivamente)(95). No se

conoceen quéfasedel procesode degradacióndel colágenosegeneranlos anillos

de piridinolina libres; si éstos se liberan directamentepor degradaciónde las

moléculasintactasde colágenoóseoo por degradaciónproteolíticade los péptidos

unidosa estosanillos,aunquela últimahipótesisesla másaceptada.

Muchos de estosproductospuedendeterminarseen suero u orina de los

individuospor lo que seutilizan comomarcadoresde degradacióndel colágeno

óseo. A continuaciónvamosa hablar más extensamentede los productosmás

utilizadoshoy endíacomomarcadoresderesorcióndelhueso.

1.4.2.2.2. Hidroxiprolina(Hp)

La hidroxiprolina es un aminoácidoque deriva de la hidroxilación de la

prolina. Esta reacción solamentetiene lugar cuando la prolina se encuentra

formandopartedeun péptido(no cuandoestácomoaminoácidolibre).

La hidroxiprolinaseencuentraen las fibrascolágenas,en las queconstituye

el aminoácidomás importante, representandoel 13% del contenido total de

aminoácidosde la molécula.Tambiénestápresenteenotrasproteínasde secuencia

similar a la delcolágeno,comola proteínadelsistemadecomplementoClq (98).

Prácticamentetoda la Hp presenteen los fluidos biológicos deriva del

metabolismode los diversos tipos de colágeno,por lo que los cambios en la
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excrección de este aminoácidoreflejan modificacionesen la síntesis y en la

degradacióndel colágenototal del organismo(no sólo del colágenoóseo)(99). Si

ademástenemosen cuentaqueel 60% del colágenocorporal estálocalizadoen el

huesoy que su metabolismoes másrápido que el del colágenode los tejidos

blandos,la medidade Hp enorinapuedeconsiderarsecomoun marcadorválido de

resorciónósea(100).

La Hp selibera en forma libre (90%)y unidaapéptidos(10%).La fracción

libre no puedeserreutilizadaparala síntesisde colágeno,y esreabsorbidapor el

riñón y degradadaen el hígado, originándoseCO2 y urea. La fracción unida a

péptidosesrápidamenteexcretadaen orina (101). Estaúltima fraccióneliminada

en orina (minoritaria) es, por tanto, proporcionala la degradacióndel colágeno

corporal,y es la que seutiliza como marcadorde resorcióndel hueso.Parauna

correctainterpretaciónde los resultados,esimportanteconsiderarquela Hp de la

dieta esabsorbidapor el intestino(102), por lo quelos pacientesdebenconsumir

unadieta pobreen colágenodesdetres díasantesal de recogidade la orina. Su

determinaciónserealizapor colorimetría(103).

La Hp ha mostradoser un buen marcadorde resorciónóseaen la EOP

(104,105),sin embargo,existenmuchasdiscrepanciasacercade la sensibilidadde

la Hp para detectarel incrementode resorciónóseaque se produceen la OSP

postmenopaúsica.Porotra parte,y comounaconsecuenciade su origeny tipo de

metabolismo, la Hp urinaria se correlacionadébilmentecon la resorciónósea

medidapor índicescinéticosdeCay por histomorfometríaósea(106), por lo que

ha sido necesariobuscarmarcadoresmás sensiblesy adecuadospara evaluar la

actividadresortiva.Los mayoresavancesquesehanproducidoenestecampo,han

sido el desarrollodeensayosparadetectarlos puentesdel colágenoy suspéptidos

relacionados.

1.4.2.2.3. Piridinolina y desoxipiridinolina (Pyr y Dpd)

Como ya hemosmencionadoen la sección1.4.2.2.1.la Pyr y Dpd son

anillosque seformanparaestabilizarlas cadenasde colágenodentro de la matriz
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extracelular(107,108)y queduranteel procesode degradacióndel colágeno,son

vertidos a circulacióny excretadosen orina (109). Por ello, la medidade estos

productos en orina ha sido propuestaclinicamente como marcador válido de

degradacióndel colágeno (110-112). Debido a que el colágeno tipo 1 es

predominantementeóseo y su coeficiente de recambio es mayor que en otros

tejidosconectivos,comoel cartílago,la concentracióndePyr y Dpd en los fluidos

biológicosseconsideraprocedenteen su mayor partedel hueso,por lo que, estos

compuestosseutilizan comomarcadoresderesorciónósea(113).

La Pyr y Dpd se forman por reacción entre los residuos de Usina ó

hidroxilisina localizados en las regiones telopeptídicasde una molécula de

colágenoy los localizadosen la regiónhelicoidalde otramoléculadecolágeno.La

lisil oxidasaes capazde actuarsobre estosresiduosde lisina ó de hidroxilisina

transformandolos gruposc-aminoen gruposaldehído(Fig. lo). Estosaldehídos

puedenreaccionarespontáneamenteentresí ó puedenunirseaotro grupos-amino.

A travésde ambosmecanismosseproducenanillos de Pyró Dpd queconectanlas

cadenaspolipeptídicas(Fig. 11).

Fig. 10: La ¡¡sil oxidasa actúa sobre los residuosde ¡¡sino o de hidroxilisina en ¡os
dominiosno helicoidalesde los extremosde las moléculasde colágeno,convirtiendolos
grupos amino en aldehído y haciendoasí posible la posterior formación de puentes
piridinolínicos.

El anillo de piridinolina seforma a partir de tresresiduosde hidroxilisina:

dos aldehídosde hidroxilisina (cadauna de ellas correspondientea dos cadenas

NR2-CH2-CH-CH2-CH2-CI-I-COOH O=CH-CH-CH2-CH2-CH-COOH

OH NH2 OH NR2

5-hidroxilísina aldehídodeJahidroxilisina

NR2-CH2 -CH2 -CH2 -CH2 -CH-COOH O=CH-CH2 -CH2-CH2-CH-COOH

NR2 NR2

Usina aldehidode la Usina
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polipeptídicasdiferentes)y un residuode hidroxilisina (sin oxidar) de la tercera

cadenapolipeptidicaqueinterviene.Los anillos de desoxipiridinolinaseformana

partir dedosresiduosde hidroxilisinay unode lisina: un aldehídodehidroxilisina,

un aldehídode lisina y un residuodehidroxilisinasin oxidar (Fig. 11). Estructuras

similares tambiénse forman en otros tipos de colágeno,particularmenteen el

colágenotipo II delcartílago,queesrico enpiridinolina (114).

La Dpd está localizadacasi exclusivamenteen el colágenoóseo, aunque

también se han detectadopequeñascantidadesen la dentina, la aorta y los

ligamentos, mientras que la Pyr está localizada también en el colágenodel

cartílago (115) y en el colágenode la mayoríade los tejidos conectivosblandos

(107,116—119).

A pesarde quela Pyr no es específicadel colágenoóseo,seha demostrado

quela mayor fuentede Pyr enorinaprocededel colágenodel hueso,debidoa que

el cocientemolar Pyr/Dpd en orina de sujetossanosessimilar al del tejido óseo

(108,120).Porotraparte,sehaobservadotambiénmuy buenacorrelaciónentrela

eliminaciónurinariadepiridinolinasy el gradoderesorciónósea(116,121,122),la

histomorfometríaósea(17) y parámetroscinéticosderesorcióndelhueso(123).

Por todo ello, sepuedeconsiderarquelos anillos de Pyr en orina,excepto

en casos de activo catabolismodel cartílago, son esencialmentederivadosdel

hueso, y existen varios trabajos que apoyan su utilización como marcador

específicoderesorciónósea(112,124,125).

Durante el proceso de resorciónósea, las piridinolinas son liberadasa

circulaciónen forma libre (40%) y unidasa péptidos(60%) (109,126,127).Como

estos anillos no puedenser reutilizados para la síntesis de nuevas fibras de

colágeno,son eliminadosen orinasin catabolizar.Su cuantificaciónenorina seha

realizadoa lo largo del tiempo por cromatografialíquida de alta resolución

(HPLC) método por el que esposible medir las formas de piridinolina libres ó

unidasa péptidos(dependiendode si la muestraespreviamentehidrolizadao no

respectivamente>(110,116,117,128).De más recientedesarrollo,son técnicasde
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inmunoensayoque permiten la cuantificación en orina de piridinolinas libres

(129,130)y depiridinoliinas unidasa péptidos(131,132).
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Fig. II: Formacióndepuentespiridinolínicos. A: Piridinolina a partir de dosmoléculasde aldehídode
la hidroxilisina (1 y 2) y una moléculade hidroxilisina (3). B: Desoxipiridinolinaa partir de una
moléculadealdehídodela hidroxilisina (4), unamoléculadealdehídodela ¡¡sino (5) y unamoléculade
hidroxilisina (6).
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1.4.2.2.4. Telopéptidoscarboxiterminalesdel colágenotipo 1 unidospor puentesde

piridinolina (ICTP)

Los telopéptidoscarboxiterminalesdel colágenotipo 1 unidospor puentes

de piridinolina (JCTP) son una estructura compleja formada por un anillo

piridinolínico (Pyr ó Dpd) y un materialpeptídicoadyacenteprocedentede cada

una de las tres cadenaspolipeptídicasque intervienenen la formación del anillo

(Fig. 12).

Estecompuestofixé aisladopor vezprimeraen 1993, porel grupode Risteli

et al. (131) a partir de hueso de fémur. Se denominan telopéptidos

carboxiterminalesporque el puente piridinolínico se forma entre las regiones

telopeptídicascarboxiterminalesde cadaunade las cadenasct1(I) de unamolécula

de colágenoy la región helicoidal de la cadenaa1(I) ó a=(I)de una segunda

moléculade colágeno(véasesección 1.4.2.2.3.)(131). La unión con la cadena

helicoidal tiene lugar a travésdel aminoácidosituadoenposición87. Lasuniones

que se forman en el ICTP son fundamentalmentea1(I)-cz1(1) y ct1(1)- CL2(D. La

unión ct2(I)-ct2(I) no sedaporquela cadenatelopeptídicact2(I) carecedel residuo

de lisina, queformapartede la unión.

El ICTP solamentepuedederivarde la degradaciónde fibras de colágeno

maduras(moléculasde colágenotipo 1 unidaspor puentesde piridinolina). El

antígenoendógenocirculantedeICTP (Fig. 12) puedeproceder,en principio, de

cualquiertejido en donde las fibras del colágenotipo 1 madurenpara contener

puentesintermolecularestrivalentesde piridinolina, por lo que, podríahaberuna

relación estequiométrica1:1 entre las cantidadesmolaresde las moléculasde

colágenotipo 1 degradadasy la cantidaddeICTP libre.

A pesarde queel ICTP séricono esespecíficodel colágenodel hueso,(el

colágenotipo 1 del huesoes productode los mismos genesque el de los tejidos

blandos), existenvarios hechos que apoyansu utilización como marcador de

resorciónósea: 1) en pacientescon un incrementode resorcióndel hueso,seha

observadobuena correlaciónentre los niveles de ICTP y otros parámetrosde



9nfroducción 34

remodeladoóseo,comola histomorfometríaósea(76> y parámetroscinéticosdel

calcio (77); 2) se han observadonivelessignificativamenteelevadosde ICTP en

patologíasque cursan con una destrucciónósea localizada,como el mieloma

múltiple (133,134), las metástasisóseas osteolíticas (135,136) y la artritis

reumatoide(131); 3) la administración de hormona paratiroideaprovoca un

incrementoen los nivelesdeICTP con unacurvadosis respuestasimilar a la de la

liberacióndecalciodel esqueleto;4) sehaencontradotambiénun ritmo circadiano

en los nivelesséricos de ICTP de maneraque existe un pico máximo nocturno

coincidiendoconel máximodeactividadresortiva(137).

El JCTPesdetectable,ademásde en el suero,enel líquido cerebroespinaly

en el líquido sinovial, observándoseconcentracionessignificativamenteelevadas

enpacientescon artritis reumatoide(138). Su tamañorelativamentepequeñohace

que la cantidadendógenade ICTP seaaclaradade la sangrepor el riñón, por lo

que un fallo renal podría provocarun incrementoen la concentraciónséricade

JCTP. Este efecto se hace significativo cuando la filtración glomerular es

aproximadamente2/3 el límite inferiordel intervalodenormalidad(131).

Duranteel procesode degradacióndel colágenotipo 1, el ICTP esvertido a

circulacióndondepuededeterminarseporradioinmunoensayo(131).

1.4.2.2.5. Telopéptidosaminoterminalesdel colágenotipo 1 unidospor puentesde

piridinolina(NTx)

El NTx es, al igual que su homólogo carboxiternúnal,el ICTP, una

estructuracompleja,formadapor un anillo piridinolínico y un materialpeptídico

adyacenteprocedentedecadaunade las cadenaspolipeptídicasqueintervienenen

la formación del anillo (Fig. 12). Se denominantelopéptidosaminoterminales

porque,en estecaso, el anillo piridinolínico se forma por unión de las regiones

telopeptídicasaniinoterniinales(ct1(I) ó ct2(I)) de unamoléculadecolágeno,con la

región helicoidal (a1(I) ó aRT)) de otra moléculade colágeno,a través de su

residuoHyl (Pyr) ó Lys (Dpd) localizadoenposición930.
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Fig. ¡2: Telopéptidosamino (A) y carboxiterminales(fi) del colágenotipo ¡unidosporpuentesdepiridinolina.
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Existendos aspectosquecaracterizanal NTx comomarcadorespecíficode

degradacióndel colágeno óseo. Primero, las uniones que se producen son

fundamentalmentea1(I)-ct2(I)y ct2(J)-a2(I),característicaquedistingueal colágeno

tipo 1 del huesodel colágenotipo 1 de otros tejidos(132). La unión ai(I)-cti(I) en

estaestructuraes menosabundante.Segundo,el extremo aminoterminalde la

moléculade colágenoesla frentedel 60% de lisilpiridinolina (desoxipiridinolina)

del colágenoóseo humano (139). Además, este péptido unido a piridinolina

presentauna estructuramuy compactaque le protegede la acciónde enzimas

proteolíticasa nivel de hígado,riñón y huesopor lo queselibera en orina intacto

sin degradar.Por ello, los niveles urinarios de NTx se considerancomo un

marcadormuy específicode resorcióndel hueso.

El método utilizado para su determinación es una técnica de

enzimoinmunoensayode recientedesarrollo(132).

1.4.2.2.6. Telopéptidocarboxiterminalde la cadenaa~ del colágenotipo 1 (CTX)

Detodos los productosdenaturalezapeptidica(derivadosde la degradación

del colágenotipo 1) que hemosvisto hastaahora, el CIX es la estructuramás

sencilla,caracterizadapor la ausenciade anillo piridinolínico. Es un péptidolineal

de8 aminoácidos(Glul
7C~LyslSC~Ala~ (Fig.

13) quetienesuorigenen la regióntelopeptídicacarboxiterminaldeunacadenaa
1

de la moléculadecolágenotipo 1.

Si bien la estructuradel CIX correspondesolamentea esta secuencia

peptídica lineal de 8 aminoácidos,el segundoaminoácidode esta secuencia

peptídica(Lysí
8C, quees análogode la HylISC encontradaen la cadenaa

1 de la

secuencia C-telopeptídica) está implicado en la formación de un anillo

piridinolínico (140) y la proximidad de estas estructurascompactaspueden

protegerlo de la degradaciónrenal. Durante el proceso de degradacióndel

colágenotipo 1, estepéptidode 8 aminoácidos,pasaa circulacióny esexcretado

enorina.
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Debidoaquemásdel 90%dela matrizorgánicadelhuesoestáformadapor

colágenotipo 1, la secuenciapeptídicade 8 aa. conespondienteal CIX, está

consideradacomoun potencialmarcadorde resorciónósea.

Recientemente se han desarrollado anticuerposdirigidos contra esta

secuenciapeptídicaquereaccionanenun ELISA permitiendoasí su cuantificación

enorina(141).

Aunqueningunode los marcadoresbioquímicosquesehansugeridocomomedida

de la degradacióndel colágenodel huesoes específicodel tejido óseo,estono significa

que no puedanser utilizadoscomoindicadoresde la resorcióndel hueso.Comohemos

dicho en la sección1.4.1.2.2.1.,el colágenotipo 1 característicodel hueso,estátambién

presenteen otros tejidos conectivosblandos,pero la actividadmetabólicadel colágeno

tipo 1 del esqueletoestámuy por encimade la actividadmetabólicadel mismo tipo de

colágenoen los tejidos blandos.Esto,junto con un accesomásdirecto a la circulación

N

CI

al

C

Arr

Fig. 13: Péptido C7X localizado en la región telopeptídicacarboxiterminalde la cadenaa1 de una
moléculadecolágenotipo II ElsegundoaminoácidoLys’

8 deestepéptidoestá implicado en laformación
de un anillopiridinolínico.
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sistémicade los metabolitos del colágenoprocedentesdel tejido óseo, hace que las

concentracionescirculantesde los metabolitosdel colágenotipo 1 reflejen con mas

probabilidadlos cambiosdel metabolismodel colágenotipo 1 del hueso,que los del

metabolismodel mismo tipo de colágenoenotros tejidos. Sin embargo,debidoa queel

colágenotipo 1 estátambiénpresenteen otros tejidos, ningún metabolitodel colágeno

tipo 1 puedeserconsideradocomocompletamenteespecificodelhueso.

Comocualquierotroparámetrode laboratorio,tanto las medicionesséricasde los

marcadoresde remodeladodel hueso, como las de orina, deben ser interpretadasen

conjuntocontoda la informaciónadicionaldisponiblesobreel pacienteencuestión.Más

aún, aunquela mayoríade estos parámetrostienden a reflejar el metabolismode los

colágenosdeltejido blandocuandola tasademetabolismoóseoesbaja,su “especificidad

ósea”pareceaumentarcuandose eleva la tasade degradacióndel hueso,permitiendo

mostrarconclusionesclínicamentesignificativascuandola osteolisisseacelerade forma

patológica(142,143).

1.5. Algunas patologíasóseas

1.5.1.Osteoporosispostnienopaúsica

Laosteoporosis(OSP)esla enfermedadmetabólicaóseamásfrecuentey se

definecomoun trastornocaracterizadopor unapérdidaprogresivade tejido óseo,

con un deteriorode la microarquitecturadel hueso,queconducea un aumentode

la fragilidad ósea con el consiguiente incremento del riesgo de fracturas

espontáneas(144).

La patogeniade la osteoporosissepuededescribir,como el resultadode

unaanomalíadel procesode remodeladoóseo,caracterizadopor unaincapacidad

de los osteoblastospara sintetizaruna cantidad de tejido óseoigual a la que es

resorbida por los osteoclastos.Como consecuenciade ello se produce un

importantedescensoen la densidadmineralósea(145-148).



9afroducción Y)

Entre sus formasclínicas,la másfrecuentee importanteesla osteoporosis

postmenopaúsica(OSPp),asociadaa la disminuciónen los nivelesde estrógenos

que se producenen la menopausia(149) y que se ha observadoque tienenun

efectoprotectordelhueso(150, 151).La OSPpes,engeneral,unaosteoporosisde

alto recambiometabólico. Hay un aumentoabsolutode la fase de resorción,no

compensadoenteramentepor un aumentode la formación, lo que conducea un

aumentode la velocidaddepérdidaósea.

Desdeun puntodevistabioquímico,sehaobservadoquelos marcadoresde

remodeladoóseo (formación y resorción) aumentanmarcadamentedurante los

primerosañosdespuésde la menopausiay queincluso semantienenelevadosen

mujeresde edadavanzadahasta40 añosdespuésde la menopausia(152). Este

aceleradoremodeladodel huesoes el desencadenantede la pérdidade masaósea

queseproduceen las mujeresen la etapapostmenopaúsica.Esto haquedadobien

demostradoporqueel sindromeosteoporóticoesmuchomásfrecuenteen el sexo

femenino y también por la posibilidad de reproducir experimentalmentela

enfermedadinduciendola menopausia(153-155)así comopor el efectoprotector

de la terapéuticaestrogénicasustitutiva(156).

La OSPprepresentaen la actualidadun graveproblemasocioeconómicoen

los paísesdesarrollados.La prevencióny el diagnósticoprecozson,a largo píazo,

las mejores inversionespara reducir los costesen atenciónsanitaria.De ahí, la

necesidadde diagnosticar esta patología en sus primeras fases para poder

prevenirla.Los marcadoresbioquímicosde remodeladoóseorepresentanhoy en

díaunabuenaherramientaparael estudiodeestapatología.

Estudiosrecientes,algunosdeellos todavíaen desarrollo,permitendefinir

la utilidad clínica de estosmarcadorespara evaluarel riesgo de osteoporosisen

mujerespostmenopaúsicas(157) así como para evaluarel riesgode fracturasen

mujeresde edad avanzada(158) y para monitorizar la eficacia de las drogas

antirresortivas(159-162).
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1.5.2.Enfermedad óseade Paget

La enfermedadóseade Paget(EOP) (osteitis deformans)es un desorden

localizado del remodeladoóseo. El proceso comienza inicialmente con una

resorción excesiva de hueso y continúa posteriormentecon un aumento

compensatoriode formación ósea (1). El resultado fmal es un mosaico

desorganizadode hueso en los sitios del esqueletoafectados. Este cambio

estructuralproducehuesoque es expandidoen tamaño, menoscompacto,más

vasculary mássuceptiblededeformidado fracturaqueel huesonormal.

Bioquimicamente,los pacientesafectadoscon EOP se caracterizanpor

presentarnivelesenormementeelevadosde todos los marcadoresbioquímicosde

remodeladoóseo,tantodelos deformacióncomode los de resorción.

Probablemente,el rasgoprincipal en la enfermedadóseade Pagetes una

resorciónóseafocal (faseosteolítica),queda lugar a la formaciónde lagunasde

resorcióntípicasrellenasde osteoclastos.Los osteoclastospuedenadquirir formas

extrañasy contenerhasta100 núcleos,un rasgo no observadonormalmenteen

otros estadospatológicos.

En algunos pacientes,disminuye el grado de resorción, mientrasque la

formación dehuesocontinúa, lo que da lugar a un aumentode la masaóseapor

volumende unidad (faseosteoblásticao esclerótica).No obstante,en general,en

estaenfermedadseobservaun equilibrio entrela formacióny la resorción,aunque

la formación pueda parecerexcesivay los huesosafectadospuedanser más

gandesde lo normal.

El riesgode complicacionesdurantela vida de los pacientesdependede la

localizacióny del índicede actividadde la enfermedad.Lascomplicacionesquese

producenpuedenafectara los huesos,a los músculosy al sistemanerviosocentral.

El tratamiento de la EOP puede realizarsedesde dos puntos de vista:

tratamientoacortoplazo,orientadoa aliviar ó a suprimir el dolor en los pacientes

y tratamientoa largo píazo,orientadoaprevenirlas complicacionescausadaspor

la lentaprogresiónde la enfermedaden los huesosafectados(163). La calcitonina
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y los bifosfonatosseconsideranactualmentelos principalesagentesterapéuticos

parael tratamientode estaenfermedad.Unade lasventajasquetiene la utilización

de bifosfonatos con respectoa la calcitonina, es que con los bifosfonatos la

supresiónde la actividadde la enfermedadpuedepersistirincluso duranteaños

despuésdecesarla medicación.

Los bifosfonatos son análogossintéticos (de vida media larga) de una

sustanciaendógena,el pirofosfato (de vida media corta), que es un inhibidor

natural de la resorción del hueso. Las dosis orales de bifosfonatos muestran

cualidadessimilares a las de los pirofosfatos, inhiben la resorción ósea, su

absorciónes bajay son potentesirritantes gastrointestinales,pero cadauno tiene

un único espectrodepotenciay un probablemecanismodeacción(164).

El bifosfonato de primera generaciónes el etidronato,potente agente

antirresortivo que se ha utilizado ampliamentepara el tratamiento de las

enfermedadesmetabólicas óseas observándoseun sucesivo incremento de la

densidadmineral ósea en los pacientes.Sin embargo,su utilización presenta

algunos inconvenientes:a la dosis recomendada,en algunos pacientes,no se

observainhibición de la resorción (165), sin embargo,a dosis más altas, se

observanmejores resultadospero hay una estrechaventanaterapéuticaentre la

actividadantirresortivay el efecto inhibidor de la mineralización(166). Esto ha

conducidoal desarrollode unanuevageneraciónde bifosfonatos,máspotentesy

seguros (tiludronato, pamidronato, alendronato, risedronato y otros) que

representanun avanceimportanteen el tratamientode la EOP. Estoscompuestos

permitenla normalizaciónde los índicesde remodeladoy las dosisclínicastienen

efectosduraderosen el tiempo sin alterarsela mineralizaciónósea(167,168).

Mediantetécnicasde histomorfometriaóseaseha observadoquelos bifosfonatos

puedenrestaurarla normal estructuradel huesopor lo que es interesantedefinir

unaestrategaterapéuticaóptima.

El tiludronato (4-clorofenil-tiometilenbifosfonato) es un bifosfonato de

tercerageneración.Estudiosrealizadospara compararla actividadantirresortiva

del etidronatoy tiludronato, muestranque la dosisde 400 mg/día durante3 ó 6
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mesesde tiludronatoes másefectivaque el tratamientocon etidronatodurante6

mesesparael tratamientode la EOP(169). Otros estudiosprevios hanmostradola

eficacia y seguridaddel tiludronato vía oral en la EOP y su actividad residual

despuésde cesarsu administración(170,171).Esto esdebidoasu retenciónen el

hueso,un hechocomúna los bifosfonatos.

1.5.3.Metástasisóseasenel carcinomadepróstata

Las metástasisson el mecanismocelularpor el cual se produceel traslado

de célulasdesprendidasde un tumormaligno, desdesu lugardeorigen hastaotros

lugarescon los queno existeconexiónanatómicadirecta,dondeseimplantan.Los

tumores malignos más comunes que afectan al hombre, metastatizan

frecuentemente en el esqueleto. En los Estados Unidos se producen

aproximadamente500.000 muertes cada año a causa de las enfermedades

tumoralesy probablemente2/3 ó 3/4 de estospacientespresentanmetástasisóseas

enel momentode morir. La enfermedadóseametastásicaafectaa másdel 25% de

los pacientesconcáncerensufaseterminal(172).

Los tumores causandos tipos de lesionescuando éstos se propaganal

esqueleto,las lesionesosteolíticasy las lesionesosteoblásticas.En las metástasis

osteolíficas los tumores producen una alteración del remodelado óseo

incrementándoseen primer lugar la actividad osteoclástica.Posteriormentese

activanlos osteoblastos,activaciónqueno estáacopladacon la resorción,por lo

que la lesión es predorninantementelítica. Las metástasisosteoblásticasse

caracterizanpor la fonnaciónde depósitosde huesonuevoalrededorde células

tumorales.Esto se produce antesde producirsela resorciónosteoclásticay el

nuevo hueso sintetizado es depositado directamente sobre fuentes óseas

trabecularessin un episodioresortivoprevio. El cáncerdepróstataesel tumormás

comúnquecausaestetipo derespuesta.

Aunque lasmetástasisóseasseproducenasociadasa casi todos los tipos de

tumores,hay determinadostipos decáncerquetienenespecialpredilecciónpor el
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esqueleto.En el casoconcretodel cáncerde próstata,el huesoes uno de los

principalesreceptoresde las células cancerosasmetastásicas.Recientementese

han clarificado las causasde estehecho. Las célulaspróstaticascontienenen su

superficiereceptoresdeuniónala matrizósea.La expresiónde estosreceptoreses

mayoren lascélulasprostáticascancerosasqueen lascélulasprostáticasnormales;

por ello, cuandolascélulasprostáticascancerosaspasana la circulaciónsanguínea

se van a unir al huesocon gran afinidad (173). El mecanismopor el cuál se

desarrollanlas lesionesóseaspuedeestar relacionadocon una sustanciaque es

producidapor lascélulastumoralesy queestimulala actividadosteoblástica(173).

Un problemamuy directamenterelacionadocon la existenciade metástasis

óseasen la patologíacancerosay que tiene una gran importanciaclínica, es la

detecciónprecozde dichasmetástasisen el transcursode la enfermedad.A este

respecto,es importantedestacarque, la detecciónde las metástasisóseasva a

depender,en cierto modo, de la sensibilidad de la técnica utilizada para

diagnosticaría.Con respecto a las metástasisóseas derivadasdel cáncer de

próstata,las técnicasquese hanutilizadohastaestemomentoparasu detección,

hansido la radiología,la gammagrafiaósea,los nivelesséricosde antígenosérico

prostático(PSA)y delmarcadorde formaciónósea,fosfatasaalcalinatotal (FAt).

Como ya mencionamosen la sección1.3.1., la radiología es unatécnica

poco sensible,lasalteracionesradiológicasseobservancuandoya sehaproducido

una anomalíaósea importante. Por otra parte, la gammagraflaósea, tiene el

inconvenientede serunatécnicaqueutiliza isótoposradiactivos,por lo queno se

puedeutilizar confrecuenciaenun mismo paciente,y la FAt esun marcadorpoco

específicodehueso(estáconstituidapor diversosisoenzimas).

El antígenosérico prostático (PSA) es una proteína monoméricacon

actividadproteasa,queestálocalizadaenel citoplasmadel epitelio prostático.Los

nivelesséricosdePSAaumentanenpacientesconpatologíaprostática(hiperpíasia

benigna de próstata y carcinoma de próstata) así como en otros procesos

inflamatorios de los tejidos genitourinarios. Debido a que también se han

observadoconcentracioneselevadasde PSA en pacientescon hiperpíasiabenigna
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de próstata(HIBP), los nivelesséricosde esteantígenono son un valor suficiente

comoparadiagnosticarel cáncerde próstata.La combinaciónde la medidasérica

de PSAcon el tactorectal, puederesultarun mejormétodoen la prácticahabitual

parala deteccióndeestetipo de cáncer.

Sin embargo,y a pesarde la falta de especificidadpara la deteccióndel

carcinomade próstata,la PSA es, en la actualidad,el marcadormásampliamente

utilizado,no sólo parael diagnósticoy seguimientode estetipo de cáncer,sino

tambiénparadetectarla evidenciade metástasisóseasderivadasdel mismo (174).

En urología se ha llegado al consensode que un nivel de PSA de más de 100

ng/nl indicaquehayunaalta probabilidadde metástasisóseas.Sin embargo,hay

trabajospreviosquemuestranquela sensibilidady especificidadde estemarcador

no esmuy buenaparala detecciónprecozde las metástasisóseasen el carcinoma

de próstata(175). Teniendoen cuentaque las metástasisóseasderivadasdel

cáncerde próstatason flmdamentalmentede naturalezaosteoblástica,y que las

célulasprostáticascancerosasproducenunasustanciaqueestimulala actividadde

las célulasformadorasdel hueso(osteoblastos)(173), los marcadoresbioquímicos

de formación ósea(actividad osteoblástica),podrían,teóricamente,ser eficaces

paradetectarprecozmentela presenciade metástasisóseasen estospacientes.Por

ello, es importante, hacer estudios comparativos sobre la sensibilidad y

especificidad de los marcadoresbioquímicos de formación ósea, para el

diagnósticoprecozde lasmetástasisóseasenestetipo decáncer.

1.6. Consideracionesfinales de la introducción

Comohemosvisto en los apartadosprecedentesde la introducción,sonmuchoslos

marcadoresbioquímicosde remodeladoóseoqueexistenen la actualidadparael estudio

de la fisiopatologíadel hueso.Desdelos másclásicos,comola FAt y la Hp, hastalos más

novedosos,de recientedesarrollo,comoson los marcadoresbioquímicosderivadosde la
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degradacióndel colágenoóseo (Pyr, Dpd, ICTP, NTx y CIX). Incluso, en algunas

ocasiones,existendiversastécnicasparala cuantificaciónde un mismo marcador(por

ejemplo,la FAO, BGP, Pyry Dpd...).

Ante la existenciade tantosmarcadoresy tantastécnicasparasu determinación,

son muchas las preguntasque se nos planteana la hora de realizar un determinado

estudioclínico. Por ejemplo:¿hayquedeterminartodos los marcadoresen un individuo

parallegara conclusionesdefmitivas?;¿sonmejoreslos nuevosmarcadoresbioquímicos

de remodeladodel huesoy por tanto, éstosreemplazana los clásicosmarcadoresen el

estudiode las patologíasóseas?ó ¿existeel marcadorideal?.Teniendoen cuentaquelos

marcadoresbioquímicos de remodeladoóseo nos permiten evaluar los procesosde

formación y resorciónóseos, y que no todas las patologíasóseascursan con igual

alteracióndel remodelado,es lógico pensarque un marcadorque es muy sensibleó

específicopara detectarla alteracióndel remodeladoóseo en una patología,puedeno

serlo tanto parael estudiode otra. Por ello, esnecesariorealizarestudioscomparativos

entre la determinaciónde los distintos marcadoresde remodeladoóseoen las diferentes

patologíasóseasy tras los diferentestratamientos,para poder llegar a conclusiones

definitivas.

Portodo lo expuestoanteriormente,y debidoal hechode queenmuchasocasiones

se observan resultados contradictorios en la literatura acerca de la

sensibilidad/especificidaddeestosmarcadoresparael estudiode la formacióny resorción

óseaen las diversaspatologíasquecursancon alteracióndel remodeladoóseo,nosotros

nos propusimosrealizaren estetrabajo, estudioscomparativossobre la sensibilidady

especificidad de los marcadoresbioquimicos de remodeladodel hueso en varias

patologíasóseas:Osteoporosispostmenopaúsica,seguimientodel tratamientode la

Enfermedadóseade Pagetcontiludronatoy detecciónprecozde las metástasisóseas

en el carcinoma de próstata.
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2.11. Estudio comparativo de la sensibilidady especificidadpara la detecciónde los

desórdenes del remodelado óseo asociados a la OSTEOPOROSIS

POSTMENOPAÚSICA, de los siguientes marcadores bioquímicos de

remodeladoóseo:

FORMACIÓN ÓSEA: * Fosfatasaalcalinatotal en suero
* Isoenzimaóseade la fosfatasaalcalinaensuero
* Osteocalcinaen suero
* Propéptidoaminoterminaldel procolágeno1 ensuero
* Propéptidocarboxiterminaldelprocolágeno1 en suero

* Calcioenorina
* Hidroxiprolina en orina
* Piridinolinastotaleslibres enorina
* Desoxipiridinolinaslibresen arma
* Telopéptidoscarboxiterminalesdelcolágeno

puentesdepiridinolina en suero
* Telopéptidosaminoterminalesdel colágenotipo

puentesde piridinolina en arma
* Telopéptidocarboxiterminalde la cadenaa1

tipo 1 unidospor

1 unidospor

colágenotipo 1 enorina

2.2. Estudio comparativode la sensibilidady especificidadpara la detecciónde las

variaciones del remodelado óseo en el seguimiento del tratamiento de la

ENFERMEDAD ÓSEA DE PAGET con tiludronato, de los siguientes

marcadoresbioquímicosderemodeladoóseo:

FORMACIÓNÓSEA:

RESORCIÓNÓSEA:

* Fosfatasaalcalinatotal ensuero
* Isoenzimaóseade la fosfatasaalcalinaensuero
* Osteocalcinaensuero
* Propéptidocarboxiterminaldel procolágeno1 ensuero

* Calcioenorina
* Hidroxiprolinaenorina
* Piridinolinastotaleslibres en orina
* Telopéptidoscarboxiterminalesdel colágenotipo 1 unidospor

puentesde piridinolina en suero
* Telopéptidocarboxiterminalde la cadenaa1colágenotipo 1 enorina

RESORCIÓNÓSEA:
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2.3. Estudiocomparativode la sensibilidady especificidad,parala detecciónprecoz

de las METÁSTASIS ÓSEAS asociadasal carcinoma de próstata, de los

marcadoresbioquímicos de formación ósea, fosfatasaalcalina total, isoenzima

óseade la fosfatasaalcalina,osteocalcinay propéptidosaminoy carboxiterminales

delprocolágeno1 ensuero.



Materiales y Métodos

3.1. Pacientesy sujetoscontroles

3.2. Protocolo experimental

3
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3.1. Pacientesy sujetoscontroles

3.1.1.Característicasy criterio diagnóstico

Los pacientesy controlesseclasificaronentresgrupossegúnel objetivodel

estudio. Todos los pacientes se diagnosticaron utilizando datos clínicos,

bioquímicosy/o radiológicos.

* Estudio 1: Osteoporosispostmenopaúsica.

* Estudio2: Enfermedadóseade Paget.

* Estudio3: Detecciónprecozde lasmetástasisóseasenel carcinomadepróstata.

3.1.1.1. Estudio 1: Osteoporosispostmenopaúsica

Esteestudiosellevó a caboen92 mujeresprocedentesde los Serviciosde

MedicinaInterna-UnidadMetabólica(FundaciónJiménezDíaz,Madrid) y Unidad

Metabólica(HospitalInsular deLasPalmasdeGranCanaria).

Las mujeres se clasificaron en dos grupos: Grupo 1: 46 mujeres con

osteoporosispostmenopaúsica(edadmedia60+6años, rango46-69 años);Grupo

II: 46 mujerespostmenopaúsicascontroles deedadmedia56±7años,rango41-70

años.Todasellas, pacientesy controles,teníanfunciónrenalnormal(aclaramiento

de creatinina urinarianormal) y en ningún caso la edadfué superiora 70 años

paraevitar la inclusiónenesteestudiodepacientescon osteoporosissenil.

El criterio utilizado para diagnosticara las pacientesfhé la medidade la

densidadmineral ósea (DM0) en columna lumbar y/o cabeza de fémur. Se

incluyeron en el Grupo 1 (osteoporosis)aquellasmujeres queteníanunosniveles

de DM0 de dos o másdesviacionesestándarpor debajodel valor mediode un

grupocontrol de su mismo sexoy edad,de acuerdoconlos valoresestandarizados

segúnun estudiorealizadoen la poblaciónespañolaen 1992(176) y enel Grupo JI

(controles)aquellasmujerescuya DM0 estabacomprendidadentro del intervalo

de +1 desviaciónestándarde la mediade su grupocontrol de normalidad.Todas
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las mujeres (pacientesy controles)carecíande factoresde riesgoque pudieran

interferir con el metabolismoóseo, tales como alcoholismo, diabetesmellitus,

hiperparatiroidismoy administraciónde esteroideso antiepilépticos, desdeal

menosseismesesantesde comenzarel estudio.Tampocohabíansufrido fracturas

recientesque pudieraninfluir en los nivelesde los marcadoresbioquímicos de

remodeladoóseo.

3.1.1.2. Estudio2: Enfermedadóseade Paget

Los pacientescon enfermedadóseade Paget(EOP) procedíandel Servicio

de MedicinaInterna-UnidadMetabólicade la FundaciónJiménezDíazdeMadrid.

El estudiose realizóen 10 sujetoscon EOP (5 hombresy 5 mujeres)de

edadmedia67±5años, rango56-77 años. Se escogióun grupo de pacientescon

una actividad fosfatasaalcalina total en suero de al menosdos vecesel límite

superiorde normalidad,conel fin dequeIteranenfermosdeelevadaactividad.

En condicionesbasalesestos pacientesno estabantratadoscon ninguna

medicaciónquepudieraafectaral metabolismoóseodesdeal menos6 mesesantes

de comenzarel tratamiento con tiludronato. El tratamientocon tiludronato se

mantuvoduranteun periodode 3 meses.La dosisadministradafué de 400 mg/día

y la forma farmacéuticaempleadafié la de tabletas.Los pacientesestaban

incluidosenun protocoloexperimentalpromovido por LaboratoriosSanofi, cuyo

objetivoeraestudiarlas accionesqueel tiludronatotiene sobreel remodeladoóseo

en la enfermedadóseadePaget.Todoslos pacientesdieronsu consentimientopara

serincluidosen esteprotocolo.

Por otraparte, seestudiaron20 sujetoscontrolesde la mismaedady sexo

que los pacientes(10 hombresy lO mujeres)con el fin de realizar un estudio

comparativocon los pacientescon EOP en condicionesbasales.Estos sujetos

controlesno teníanantecedentesclínicosde patologíasóseasni estabantomando

drogasquepudieranafectaral metabolismodelhueso.

Todos los sujetosde esteestudio (pacientesy controles)tenían función

renalnormal(aclaramientodc creatininanormal).
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3.1.1.3. Estudio 3: Detecciónprecozde las metástasisóseasen el carcinomade

próstata

Los pacientesde este grupo procedíandel Servicio de Urología de la

FundaciónJiménezDíazdeMadrid.

Se estudiaron55 hombres,de edadmedia75+8.6años, rango40-90años.

Nuevede ellos presentaban HiperpíasiaBenignade Próstata(HBP) y el resto

(n=46) carcinomade próstataen los estadios1, II, III y IV de acuerdocon la

clasificación de la Unión InternacionalContra el Cáncer (IJICC) de 1992, y

adoptadaen los protocolosdel grupoUro-Oncológicode la AsociaciónEspañola

de Urología (AEU) (estadios 1 y II: tumor localizado dentro de la cápsula

prostática;estadioIII: el tumor se extiende más allá de la cápsulaprostática;

estadioIV: presenciademetástasis)(177).

En el presentetrabajo, todos los enfermos del estadio 1V presentaban

metástasisóseassegúndiagnósticorealizadocon seriemetastásicaradiológicay

gammagrafiaósea.Los pacientesdel grupo HBP y los pacientescon carcinomade

próstataen los estadios1 y JI, seenglobarondentrodeun mismo grupo (HBP+I+IJ)

y los pacientesdel grupo III se clasificaron en 111-a y Ill-b de acuerdocon los

nivelesde los marcadoresbioquímicosde remodeladoóseo. Se incluyeronen el

grupo IJI-b, aquellos pacientes que presentaban,al menos, niveles de dos

marcadorespor encimadel límite superiordenormalidad.

El diagnósticose realizó medianteestudiohistopatológico.El tiempo de

evolución de los pacientesosciló entre 1 y 25 años. Todos los pacientesse

encontrabanbajotratamiento.Los pacientesde los estadios1{BP, 1 y 11 setrataron

con conductaexpectante,prostatectomíaradicalo telecobaltoterapia.Los estadios

III y IV setrataronconbloqueoandrogénicofarmacológico.
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3.1.2.Determinacionesrealizadas

3.1.2.1. Estudio 1: Osteoporosispostmenopaúsica

En los sujetosde esteestudiosedeterminaronlos marcadoresbioquímicos

de remodeladoóseoque se indican en las TablasIV y V. Tambiénse realizóen

todosellos la densitometríaóseaencolumnalumbary/o cabezadefémur.

3.1.2.2. Estudio 2: Enfermedad óseade Paget

En estospacientesseestudiaronlos marcadoresbioquímicosde remodelado

óseoqueseindican en las TablasVI y VII. Las determinacionesserealizaronen

condicionesbasalesy trasuno,dosy tresmesesdetratamientocontiludronato.

3.1.2.3. Estudio3: Detecciónprecozde las metástasisóseasen el carcinoma de

próstata

En estegrupodepacientessehanestudiadolos nivelesséricosde PSAy de

los marcadoresbioquímicosde formación óseaquese detallanen la Tabla VIII.

Tambiénserealizóen todosellos la gammagrafiaósea.

Tabla LV: Marcadores Bioquímicos de Formación Ósea determinados en
pacientescon OsteoporosisPostmenopaúsica

Marcador Técnica

FAt

FAO

BGP

PINP

PICP

Autoanalizador

EIA ALKPHASE-W~

ELISA NovoCalcin~

RIA PROCOLLAGENfNTACT PINP [¡251]

RíA PROCOLLAGENPICP [125¡]

Todoslos marcadoressedeterminaronensuero.FM: Fosfatasaalcalina total FAO: Isoenzimaóseade
la fosfatasaalcalina. BGP: Osteocalcina.FIN?: Propéptido aminotermninaldel procolágeno1 PICP:
Propéptido carboxiterminal del procolágeno 1 EJA: Enzimoinmunoensayo. ELISA:
Enzimoinmunoensayocompetitivo.RU: Radioinmunoensayo.
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Marcadores Bioquímicos de Resorción Ósea
pacientescon OsteoporosisPostmenopaúsica

determinados en

Marcador Técnica

Ca/Cr AbsorciónAtómica/Jaifé

Hp/Cr Kivirikko/Jaffé

PYD/Cr ELISA PYRILINKS®/Jaffé

Dpd/Cr ELISA PYRILtNKSTM~D/Jaffé

ICTP RIA TELOPEPTIDEICTP [‘~I]

NTx/Cr ELISA OSTEOMARK®/Jaffé

CTX/Cr ELISA CrossLapsEíA/Jaffé

Todoslos marcadoresse determinaronen orina, aceptoel ICTPquesedeterminóensuero.Ce: Calcio.
Cr: Creatininaen orina Mp: Hidroxiprolina. PYD: Piridinolinas totaleslibres. Dpd: Desox¡~iridinalinas
libres. ICTP: Telopéptidoscarboxiterminalesdel colágenotipo 1 unidospor puentesde piridínolina.
NTx: Telopéptidosaminoterminalesdel colágeno tipo 1 unidos por puentesde piridinolina. CTX:
Telopéptido carboxitenninal de la cadenaa

1 del colágenotipo 1 EL¡SA: Enzimoinmunoensayo
competitivo.RU: Radioinmunoensayo.

Tabla VI: Marcadores Bioquímicos de Formación Ósea determinados en
pacientescon Enfermedad Óseade Paget

Marcador Técnica

FAt Autoanalizador

FAO IRMA TANDEM®-OSTASE~

BGP IRMA ELSA-OST-NAT

PICP RíA PROCOLLAGENPICP112511

Todos losmarcadoressedeterminaronen suero. F~4t: Fosfatasaalcalina total. FAO: isoenzimaóseade
lafosfatasaalcalina. RGP: Osteocalcina.PICP: Propéptidocarboxiterminaldelprocolágeno1 IRMA:
Ensayoinmunorradiométrico.RfA: Radioinmunoensayo.

Tabla V:
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Tabla VII: Marcadores Bioquímicos de Resorción Ósea
pacientescon Enfermedadóseade Paget

determinados en

Marcador Técnica

Ca/Cr AbsorciónAtómica/Jaifé

Hp/Cr Kivirikko/ jaifé

PYDICr ELISA PYRILINKS®/Jaffé

ICTP RíA TELOPEPTIDEICTP [12511

CTX/Cr ELISA CrossLapsElA/Jaffé

Todoslos marcadoresse determinaronenorina, exceptoel ICTPquesedeterminóensuero.Ca: Calcio.
Cr Creatinino en orinot Hp: Hidroxiprolina. PED: Piridinolinas totales libres. ICTP: Telopéptidos
carboxiterminales del colágeno tipo 1 unidos por puentes de piridinolina. CTX: Telopéptido
carboxiterminalde la cadenaa

1 del colágenotipo 1 ELISA: Enzimoinmunoensayocompetitivo.RíA:
Radioinmunoensayo.

Tabla VIII: Marcadores Bioquímicos de Formación Ósea determinados en
pacientes con Hiperpíasia Benigna de Próstata y en pacientes
con Carcinoma de Próstata

Marcador Técnica

FAt Autoanalizador

FAO IRMA TANDEM®-OSTASE~

BGP IRMA ELSA-OSTEO

PINF RíA PROCOLLAGENIIÑTACT PINP [125J]

PICP RíA PROCOLLAGENPICP [¡251]

Todoslos marcadoresse determinaronensuero.PAt: Fosfatasaalcalina total FAO: Isoenzimaóseade
la fosfatasaalcalina. RGP: Osteocalcina.FIN?: Propéptidoaminoterminaldel procolágeno1 PICP:
Propéptido carboxiterminal del procolágeno 1. IRMA: Ensayo inmunorradiométrico. RU:
Radioinmunoensayo.
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3.2. Protocolo experimental

3.2.1.Muestras: Obtencióny condicionesde almacenamiento

En la obtenciónde las muestrassecumplieronlas normasestablecidaspor

el Comité Ético delhospital de procedencia(FundaciónJiménezDíaz y Hospital

Insular de las Palmas de Gran Canaria). Las muestras utilizadas para las

determinacionesbioquímicasfueronel sueroy la orinade la segundamicciónde la

mañana(tras un periodo de ayunode 12 horas).La extracciónde la sangrese

realizóaprimerahora de la mañana.Se extrajeron10 ml de sangrecoaguladaen

tubosVENOJET JI (con gel deseparación).El suero seseparópor centrifugación

de la sangrea 2500 r.p.m.,40C durante15 minutos.Sehicieronalícuotasde suero

y deorinaquesealmacenaroncongeladasa-600Chastael momentodesuuso.

En suero se determinaronlos marcadoresbioquímicosde formación ósea

(FAt, FAO, BGP, PICP y PINP), el ICTP (marcadorde resorciónósea) y el

antígenoséricoprostático(PSA).

En orina se determinaronla creatininay el resto de los marcadoresde

resorción ósea (Ca, Hp, PYD, Dpd, NTx y CTX). Todos los marcadores

detenninadosenorina seexpresaroncorregidospor el valor decreatinina.

Los sujetos en los que se iba a detenninarla hidroxiprolina en orina

mantuvieronunadieta pobreen colágenodesdetresdíasanteshastael momento

de recogerla orina, para evitar la influencia del colágenode la dieta sobre la

determinacióndeHp.

3.2.2.Métodos

3.2.2.1. Marcadores bioquímicosde remodeladoóseo

3.2.2.1.1. Marcadores bioquímicosdeFORMACIÓN ÓSEA

3.2.2.1.1.1. Fosfatasaalcalinatotal (FAt) ensuero

La actividad fosfatasa alcalina total en suero se determinó mediante

autoanalizadormodelo TECUNICON DAXr~t72. Esta técnicase basa en la
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medidacolorimétricadel p-nitrofenol liberado(color amarillo) por la acciónde la

fosfatasaalcalinasobreel sustratop-nitrofenilfosfatoapH alcalino(pH=10.5).

Los valoresde FAt se obtienenpor interpolaciónen una curva estándar

expresadosen IJI/L (IJI=jimoles dep-nitrofenolliberados/minutode reacción(25).

La sensibilidaddelmétodoesde5 UI/L.

Los coeficientesde variaciónintra e interensayodel métodoson del 3% y

5% respectivamente.

3.2.2.1.1.2.

tiras

para

Isoenzimaóseade la fosfatasaalcalina(FAO) ensuero

Se hanutilizado dos ensayospara su determinación:a) EIA ALKIPHASE-

parael estudio1 y b) IRMA TANDEM®~OSTASEThíparalos estudios2 y 3.
T

a) ETA ALKPHASE-B M(MeÚa Biosystems,USA)
ALKPHASE-B~’ esun enzimoinmunoensayoenmicroplacacon formatode

divisibles recubiertasde un anticuerpomonoclonalanti-FAO (IgG de ratón)

la capturadeFAO de la muestra(44).

Al poner la muestraque contiene la FAO problema en contacto con el

pocillo de la placa,éstaseuneal anticuerpomonoclonal.Posteriormentese añade

p-nitrofenilfosfato que es hidrolizado por acción de la FAO liberándose

paranitrofenoldecolor amarillo. La densidadópticadel color producidosemide a

405 nm, siendola intensidadde color directamenteproporcionala la cantidadde

FAO presenteen la muestra.

Losvaloresseexpresancomo¡M/L deFAO, obtenidospor interpolación en

una curva estándarque contiene concentracionesconocidasde FAO humana

(rango0-140UI/L). En este ensayouna unidad internacional(Iii) representaun

gmol de p-nitrofenilfosfatohidrolizadoenun minuto a 250C en buifer 2-amino-2-

metil- 1 -propanol.

La sensibilidaddelmétodoesde0.7 UI]L.

Los coeficientes de variación intra e interensayoson del 5% y 6%

respectivamente.
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b) IRMA TANDEM®-OSTASET1~’ (Hybritech Europa, Bélgica)

TANDEM®-OSTASE~es un ensayoinmunorradiométricoqueutiliza dos

anticuerposmonoclonalesque se unen a la FAO por dos epítopos diferentes

(43,45).

Las muestrasde suero que contienenFAO problemase hacenreaccionar

con un primer anticuerpo monoclonal (IgOl, de ratón) marcado con [1251]

(trazador). Se agita durante 20 segundospara facilitar la unión IgGl-FAO y

posteriormenteseadicionael segundoanticuerpomonoclonal(1g62,deratónque

se encuentrarecubriendo una fase sólida en forma de bolas de plástico)

formándoseel complejo IgGl-FAO-IgG2. Seguidamentese haceun lavadopara

eliminarel restodetrazadorno ligado.

La radiactividadde la fasesólidasemide en un contadorgamma,siendola

cantidadde radiactividadmedidadirectamenteproporcionala la concentraciónde

FAO presenteen la muestra,la cuál esdeterminadamedianteunacurvaestándar.

La curvaestándarcontieneconcentracionesconocidasdeFAO desdeO a 120 ~g/L.

La sensibilidaddelmétodoesde2.3 ¡ig/L deFAO.

Los coeficientesde variación intra e interensayoson del 4% y 6.7%

respectivamente.

3.2.2.1. 1.3. Osteocalcina(BGP)ensuero

Se han utilizado tres ensayos para su detenninación: a) ELISA

NovoCalcinThíparael estudio1, b) IRMA ELSA-OST-NATparael estudio2, y c)

IRMA ELSA-OSTEOparael estudio3.

a) ELISA NovoCalcin~’(MetraBiosystems,USA)

NovoCalcinTM esun enzimoinmunoensayocompetitivoen microplacapara

la determinaciónde BGP intactaen suero(70). Utiliza tiras divisiblesrecubiertas

de osteocalcina, un primer anticuerpo monoclonal anti-BGP, un segundo

anticuerpo anti-antiBGP conjugado con fosfatasa alcalina y sustrato

paranitrofenilfosfato.
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Sobre la microplacaque tiene adheridaen su superficie BGP intacta, se

añadenla muestrasproblemas(que contienencantidadesdesconocidasde BGP) y

el primer anticuerpomonoclonalanti-BGP. Se produceasíunacompeticiónentre

la BGP adheridaa la placay la de la muestrapor unirseal anticuerpo.Tras una

serie de lavados se añade el segundo anticuerpo monoclonal anti-anti-BGP,

conjugadocon fosfatasaalcalina que en presenciadep-nitrofenilfosfatoda color

amarillo, cuya densidadóptica se puede medir a 405 tan. La concentraciónde

BGP intactapresenteen la muestraesinversamenteproporcionala la cantidadde

color obtenido.La curvaestándarpresentaconcentracionesde BGP intactaen el

rango0-32ng/nt.

La sensibilidaddel métodoesde0.45 ng/mL y los coeficientesde variación

intrae interensayosondel 7.6%y 7.4%respectivamente.

b) IRMA ELSA-OST-NAT (Cis Bio International, Francia)

El ensayoELSA-OST-NAT es un ensayoinmunorradiométricoutilizado

parala determinaciónde BGPintactaensuero.

Este método utiliza dos anticuerposmonoclonalesanti-BGP. El primero,

dirigido contralos aminoácidos5-13 (extremoaminoterminal)estámarcadocon
[1251] El segundo, dirigido contra los aminoácidos 43-39 (extremo

carboxiterminal)de la BGPhumana,va unidoaunafasesólidasituadaen el fondo

de los tubosde reacción.El estándardeesteIRMA esBGP humanaintacta(rango

de concentración4.7-160ng/mL) (71).

Las muestras, que contienen BGP problema, y el primer anticuerpo

(trazador)se adicionana los tubos que llevan fijado el segundoanticuerpo.Tras

doshorasde incubaciónal8-250C, la BGP intactaquedaunidapor unapartea la

fasesóliday por el otro extremoal primer anticuerpo.Posteriormente,seelimina

el excesode radiactividadunido medianteaspiracióny varios lavadoscon una

disoluciónde Tween20. La radiactividadremanenteen los tubos,se mide en un

contador gamma, siendo la cantidad de radiactividad medida directamente

proporcionala la concentracióndeBGPpresenteen la muestra.
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La sensibilidaddel método es de 1 ng/mL y los coeficientesde variación

intrae interensayosondel 4.35%y del 5.5% respectivamente.

c) IRMA ELSA-OSTEO(Cis Dio International,Francia)

El ensayoELSA-OSTEOesun ensayoinmunorradiométricoutilizado para

la determinaciónen suerode osteocalcinaintactay del fragmentoaminoterminal-

medio,1-43 (71).

Este ensayoutiliza dos anticuerposmonoclonalesfrente a osteocalcina

humana.El primer anticuerpomarcadocon [1251](trazador)estádirigido contrala

parteN-terminal de la molécula(aminoácidos5-13). El segundoque recubrela

fasesólida,estádirigido contrala partemediade la molécula(aminoácidos25-39).

La curvaestándarcontieneconcentracionesde BGP humanaintactaen el rango

5.5-280ng/mL.

Se añadenlas muestrasque contienenBGP problemay el trazadora los

tubos que tienen el segundoanticuerpo.Tras un periodode incubación la BGP

intactay el fragmentoaminoterminalde BGP quedanunidos, por unapartea la

fase sólida y por el otro extremo al primer anticuerpo marcado con [1251].

Posteriormentese hace una serie de lavados para eliminar el exceso de

radiactividady se mide la radiactividadremanenteen el tubo en un contador

gamma.La cantidad de radiactividadmedidaes directamenteproporcionala la

cantidaddeBGPpresenteen la muestra.

La sensibilidaddel métodoesde 1.2 ng/nt y los coeficientesde variación

intrae interensayosondel 4.1%y del 3.95%respectivamente(71).

3.2.2.1.1.4. Propéptidoaniinoterminaldelprocolágeno1 (PINP)ensuero

RIA PROCOLLAGEN INTACT PINP [1251] (Orion Diagnostica,

Finlandia)

El método PROCOLLAGEN INTACT PINP [¡251] es un

radioinmunoensayocompetitivoparala medidade la concentracióndel propéptido

aminoterminaldelprocolágeno1 en sueroy otros fluidos biológicos (93). El PINP
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contenidoen las muestrasproblemassepone en contactocon el trazador(PNP

marcadocon i’25m. Ambas sustanciascompitenpor los puntos de unión a un

anticuerpoanti-PINPde conejo.La cantidaddePINP marcadocon [l=SJ] presente

enel complejoantígeno-anticuerpoesinversamenteproporcionala la cantidadde

PlNP sin marcarpresenteen la muestra.Despuésdeunoslavadosparaeliminarel

PJNP libre y la radiactividad sobrante,se mide la radiactividad ligada en un

contadorgamma.La concentraciónde PlNP se calcularefiriéndolaa una curva

estándar(rangoconcentración0-250gg/L).

La sensibilidaddelmétodoesde2 pg/L y los coeficientesdevariaciónintra

e interensayosondel 8.75%y 5% respectivamente.

3 .2.2.1.1.5. Propéptidocarboxiterminaldelprocolágeno1 (PICP)ensuero

RIA PROCOLLAGENPICP [12511(Orion Diagnostica,Finlandia)

El PROCOLLAGEN PICP [1251]es un radioínmunoensayocompetitivo

parala medidade la concentracióndel propéptidocarboxiterminaldel colágeno

tipo 1 ensuerohumanoy otros fluidos biológicos(94).

La muestraproblema,que contiene cantidadesdesconocidasde PICP, se

mezclacon PICP-¡j1251] (trazador)y ambassustanciascompitenpor la unióna un

anticuerpoanti-PICP obtenido en conejo.La cantidad de PICP presenteen la

muestra es inversamenteproporcional a la cantidad de trazador ligado al

anticuerpo.Despuésde eliminar la radiactividadsobrante,semide la radiactividad

ligada&recipitado)enun contadorgamma.La concentracióndePICPproblemase

calcularefiriéndolaaunacurvaestándar(rangodeconcentración0-500 jxg/L).

La sensibilidaddelmétodoesde 1.2 ggfL

Los coeficientesde variación intra e interensayoson del 2.8% y 5.12%

respectivamente.
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3.2.2.1.2.

3.2.2.1.2.1

utilizando

MarcadoresbioquímicosdeRESORCIÓNÓSEA

Calcio(Ca)enorina

El calcio se determinó por absorción atómica un

espectrofotómetroPerkin-ElmerModelo30513.

Las muestrasde orina fueron diluidas previamenteen óxido de lantano

(La2O3)conel fin deevitar la interferenciadel fósforoen lasdeterminaciones.

Las concentracionesde Ca de las muestrasproblemasse obtienen por

interpolaciónenunacurvaestándar(rango2.5-20mg/dL)y los nivelesseexpresan

comoel cocienteCa/Cr.

La sensibilidaddelmétodoesde 1 mg/dL.

Los coeficientes de variación intra e interensayoson del 2% y 3%

respectivamente.

3.2.2.1.2.2. Hidroxiprolina(Hp) enorina

Lahidroxiprolinaurinariasedeterminópor la técnicade Kivirikko (103). El

métodoconsisteen unahidrólisis inicial de la orina con HCl 6N, con el fin de

liberar al medio comoaminoácidolibre la Hp quepudieraestarunidaa péptidos.

Posteriormente,seproduceunaoxidaciónde la Hp liberadacontiosulfato sódicoy

unaextraccióncontolueno.

El derivadode Hp extraídosehacereaccionarcon el reactivode Erlich (p-

dimetilai-ninobenzaldehido)dandolugara un compuestocoloreado.La absorbancia

(560nm)del colorproducidoesproporcionala la concentracióndeHp quehayen

la muestra.

La curvaestándarcontieneconcentracionesdeHp enel rango1-76mg/dL y

los resultadosseexpresancomoel cocienteHp/Cr.

Lasensibilidaddelmétodoesde0.5 mg/dL.

Los coeficientes de variación intra e interensayo son del 5% y 8%

respectivamente.
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3.2.2.1.2.3. Piridinolinastotales(PYD) libresenorina

ELISA PYRILINKS® (Metra Biosystems,USA)

El equipodiagnósticoPYRILINKS® mide simultáneamentepiridinolinas y

desoxipiridinolinas libres en orina. Utiliza un anticuerpomonoclonalpurificado

de oveja, quereconoceexclusivamentela moléculalibre, sin reactividadcruzada

conla moléculaunidaapéptidos(129).

El método es un enzimoinmunoensayocompetitivo en microplaca. Las

muestrasproblemasque contienencantidadesdesconocidasde PYD se añaden

sobre pocillos que también contienen PYD. Posteriormente,se añade un

anticuerpomonoclonalconjugadocon fosfatasaalcalinapor el quevan acompetir

ambasPYD, la de los pocillos y la de la muestra.La reacciónse detectaconp-

nitrofenilfosfatocomo sustrato.Se obtieneun complejocoloreadocuya intensidad

de color (405 nm) es inversamenteproporcionala la cantidadde PYD libres que

habíaen la muestra.

La curva estándarcontiene concentracionesde PYD purificadade orina

humana(rango0-750nM) y los resultadosseexpresancomoel cocientePYD/Cr.

La sensibilidaddelmétodoesde 7.5 nM.

Los coeficientesde variaciónmirae interensayodel métodoson del 7.8%y

7% respectivamente.

3.2.2.1.2.4. Desoxipiridinolinas(Dpd) libresenorina

ELISA PYRILINKSTht-D (Metra Biosystems,USA)

El equipodiagnósticoPYRILINKSTM-D mide desoxipiridinolinaslibres en

orma. El anticuerpo antiDpd en el que se basa esta técnica reconoce

exclusivamentela moléculalibre, sin reactividadcruzadacon la moléculadeDpd

unidaapéptidos,ni conla PYD libre óunidaapéptidos(130).

PYRILLNKStD es un enzimoinmunoensayocompetitivo (ELISA) en

microplaca.Los pocillos de la placa de ELISA van recubiertosde un anticuerpo

monoclonal de ratón anti-Dpd. La Dpd de la muestracompite, por la unión al
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que se añade a

comosustrato.Se

es inversamente

anticuerpo, con la Dpd conjugada con fosfatasa alcalina

continuacióny la reacciónsedetectacon p-nitrofenilfosfato

obtiene un complejo coloreado cuya intensidad (405 nm)

proporcionala la cantidaddeDpd libre quehayen la muestra.

La curvaestándarcontieneconcentracionesde Dpd enun

los nivelesdeDpd enorinaseexpresancomoel cocienteDpdICr.

La sensibilidaddel método es de 1.1 nM y los coeficientesde variación

intrae interensayosondel6% y 8% respectivamente.

Telopéptidoscarboxiterminalesdel colágenotipo 1 unidospor puentesde

piridinolina(ICTP) en suero

RIA TELOPEPTIDE ICTP [125¡] (OrionDiagnostica,Finlandia).

El método RIA TIELOPEPTIDE ICTP [‘~~I] es un radioinmunoensayo

competitivo para la cuantificación de los telopéptidos carboxiterminalesdel

colágenotipo 1 unidospor puentesde piridinolina en suero humanoy en otros

fluidos biológicos(131).

El fundamentode la técnicaes el siguiente: las muestrasproblemaque

contienennivelesde ICTP desconocidasseponenen contactocon ICTP marcado

con [¡251].Posteriormenteseañadeun anticuerpoespecíficodeJCTP obtenidode

conejo,produciéndoseasí la competiciónde ambosantígenos(ICTP problemae

JCTP [¡25J]) por suunión al anticuerpo.Tras un tiempo de incubaciónseadiciona

un complejo precipitante(agentede separación),precipitandoel JCTP unido al

anticuerpoespecifico.Se procedea la medidade la radiactividaddel precipitado

en un contadorgamma,siendo la cantidadde radiactividadmedidainversamente

proporcionala la cantidaddeICTP problemapresenteen la muestra.

La curvaestándartieneconcentracionesconocidasdeICTP humano(rango

0-50 ¡xg/L).

La sensibilidaddel método es de 0.5 gg/L y los coeficientesde variación

intrae interensayosondel4.8%y 5.7% respectivamente.

rango0-300nM y

3.2.2.1.2.5.
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3.2.2.1.2.6. Telopéptidosaminoterminalesdel colágenotipo 1 unidos por puentesde

puidinolina(NTx) enorina

ELISA OSTEOMARK®(OstexInternational,USA)

OSTEOMARK® es una técnicade ensayoque proporcionauna medida

cuantitativade la excrección urinaria de los telopéptidosaminoterminalesdel

colágenotipo 1 unidosporpuentesdepiridinolina (132).

El método es un enzimoinmunoensayocompetitivo que utiliza una fase

sólida(microplaca)en la queseha ligado NTx purificado.El NTx problemaque

contienela muestracompitecon el NTx ligado a los pocillos por los puntosde

unión de un anticuerpomonoclonalturificado de ratón) marcadoconperoxidasa.

La reacciónserevelacon un agentecromógenoy sedetienecon ácido sulfúrico

IN. El productode la reacciónse mide espectrofotométricamentea 405 nm y se

calcula en base a una curva de calibración estándar,rango 1-3000 nM ECO

(ECO=equivalentesde colágenoóseo), siendola cantidadde NTx que hay en la

muestra inversamenteproporcionala la intensidaddelcolor obtenido.Los valores

obtenidos(nM ECOIL) seexpresancomococienteNTx’Cr.

El límite dedeteccióndelmétodoesde20 nM ECO/L.

Los coeficientes de variación intra e interensayoson del 7.6% y 4%

respectivamente.

3.2.2.1.2.7. Telopéptidocarboxiterminalde la cadenaa1 del colágenotipo 1 (CTX) en

orina

ELISA CrossLapsEíA (Cis Dio International, Francia)

El CrossLapsElAesunatécnicaparala cuantificaciónin vitro de CTX en

orina(141).

El método es un enzimoimnunoensayocompetitivo que utiliza una fase

sólida(microplaca)encuyospocillosseha fijado CTX, y sobrelos queseañadela

muestra problema que contiene una concentración desconocida de CTX.

Posteriormenteseañadeun anticuerpoanti-CTX de conejopor cuyospuntos de
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unión compitenel CTX ligado a la placay el CTX problema.El anticuerpoestá

dirigido contra la secuenciaespecíficade aminoácidosdel CTIX, siendonula la

reactividadcruzadaconotrasestructurasderivadasde la roturadelcolágeno.

La reacciónserevelacon otro anticuerpoconjugadocon peroxidasa,antí-

antí-CTX, y el color desarrolladosemide espectrofotométricamentea450mu. La

intensidadde color medidaes inversamenteproporcional a la cantidad de CTX

presenteen la muestraproblema.

Los valoresde CTX se obtienenpor interpolaciónen unacurvaestándar

(rango0-5,sg/mL)y seexpresancomoel cocienteCTX/Cr.

La sensibilidaddelmétodoesde 0.05~.tg/niLy los coeficientesdevariación

intrae interensayosondel 4.4%y 7% respectivamente.

3.2.2.2. Otras determinacionesbioquímicas

3.2.2.2.1. Creatinina (Cr) en orina

La creatininaen orina semidió mediantela reacciónde Jaifé(178) basada

enla medidacuantitativadelpigmentorojo picratodecreatininaalcalino.

La sensibilidaddel métodoesde5 mg/dL.

Los coeficientes de variación intra e interensayoson del 2% y 3%

respectivamente.

3.2.2.2.2. Antígeno sérico prostático (PSA) en suero

INMIJLITE® PSA esun enzimoinmunoensayoquimioluminiscente para la

medidaséricade PSA(179).

La muestraproblemaquecontienecantidadesdesconocidasdePSAsepone

en contactocon un primeranticuerpopoliclonal antíPSA(Acl) obtenidode cabra,

formándose el complejo Ac 1-PSA. Posteriormente,se añade un segundo

anticuerpo monoclonal antiPSA que está conjugado con fosfatasa alcalina

(Ac2FA) obtenido de oveja. Se forma así el complejo Acl-PSA-Ac2FA. A

continuación se añade un complejo luminiscente que es hidrolizado por la
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actividad fosfatasaalcalina del Ac2FA. Como consecuenciade la reacción,se

generaun compuestointermediocuya luminiscenciaesdirectamenteproporcional

ala cantidaddePSAquehay en la muestra.

La curvaestándarcontieneconcentracionesconocidasde PSA (rango0.04-

150ng/nt).

La sensibilidaddelmétodoesde0.03 ng/mLy los coeficientesdevariación

intrae interensayoson del3.9%y 6.1%respectivamente.

3.2.2.3. Densitometríaósea

Estamedidaserealizóen las Unidadesde Mineralometríade la Fundación

JiménezDíazdeMadrid y delHospitalInsulardeCanarias.

Sedetenninóen columnalumbary en cabezade fémurentodos los sujetos

del Estudio 1 como medidadel diagnósticode osteoporosis.La estimaciónse

realizómedianteabsorciometríadualderayosX (DEXA3 paralo cuálseutilizó un

densitómetroHOLOGIC, modeloQDR~WI000.

3.2.2.4. RayosX

Es medidaserealizóen los Departamentosde Radiologíade la Fundación

JiménezDíaz de Madrid y del Hospital Insular de Canarias.Se utilizó como

medidacomplementariaparael diagnósticode los sujetosdelos Estudios2 y 3.

3.2.2.5. Gammagrafia ósea

Esta medida se realizó en el Departamentode Medicina Nuclear de la

FundaciónJiménezDíazde Madrid.

Se realizó en todos los sujetosdel Estudio 3, para determinarla posible

existenciade metástasisóseas.

La técnica está basadaen la capacidadque tienen los cristales de

hidroxiapatitodel huesode fijar bifosfonatos.Consisteen la administración,por

vía intravenosa,de 20 mCi (740 MBq) de 99~Tc HDP (hidroximetilendifosfonato)
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ó 99~TcMIDP (metilendifosfonato)y posteriormedida,enunaganimacámara,de la

cantidadde isótopoligado(180).

3.2.2.6. Análisis estadístico

Se realizó medianteprogramainformático de estadísticaclínica MedCalc®

paraWindows,Copyright© 1993-1996FrankSchoonjans.

3.2.2.6.1. Prueba de la t de Studentno emparejada

Utilizadaen los Estudios1 y 2, paraestudiarlasdiferenciasexistentesentre

losnivelesdeun marcadoren dos gruposdiferentes(controly patológico).

Seconsiderarondiferenciassignificativassi p=O.OS.

3.2.2.6.2. Curvas ROC (Receiver-OperatingCharacteristics) (181)

Utilizadasen el Estudio 1, para compararla sensibilidady especificidad

diagnósticade los marcadoresestudiados.

Se considerarondiferenciassignificativas entre las áreasbajo las curvas

ROCdedosmarcadoresdistintossi p=O.OS.

3.2.2,6.3. TestdeANOVA paramedidasrepetidas

Utilizado en el Estudio2 parahaceruna comparaciónmúltiple entre los

nivelesde los marcadoresa diferentestiemposde tratamientocon tiludronato (al

primer,segundoy tercermesde tratamiento).

Seconsiderarondiferenciassignificativassi p=O.05.

3.2.2.6.4. TestdeANOVA

Utilizado en el Estudio 3, para haceruna comparaciónmúltiple entre los

diferentes grupos (HBP+1±11,111-a, 1ll-b y IV). Posteriormentese realizó una

pruebaposthoc, queIhé la Student-Newman-Keulstest.

Se considerarondiferenciassignificativassip=0.O5.



4 Resultados

4.2. Estudio 2: Enfermedadóseade Paget

4.3. Estudio 3:

4.1. Estudio1: Osteoporosispostmenopaúsica

Detecciónprecozde las metástasis
oseasen el carcinoma de próstata
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4.1. Estudio 1: Osteoporosispostmenopaúsica

4.1.1.Marcadores bioquímicosde formación ósea

En la TablaIX semuestranlos valores(expresadoscomomedia±desviación

estándar)de los nivelesséricosde FAt, FAO, BGP, PINPy PICPdetenninadosen

un grupo control y en un grupo de pacientescon osteoporosispostmenopaúsica

(OSPp). Todos los marcadoresestudiados, a excepción de la FAt, estaban

significativamenteelevadosen el grupo de pacientescon OSPp con respectoal

grupo control.

Tabla IX: Marcadores Bioquímicos de Formación Ósea en pacientes con
OsteoporosisPostnienopaúsica

C OSPp S¡g. Est.*

FAt 70.7±14.7 83.4±32.5
(UI/L) (44-95)

n’47
(45-168)

n~26
p=O.1364

FAO 20.8±5.4 33.2±13.6
(DII) (12.531.3)

n=16
(14.t65.6)

ns26
p=O.0013

BGP 7.3±3.6 10.6±5.1
(ng/mL) (3.4-15.2)

n=17
(3.P22.8)

ir2O
p=4.0278

PINP 28.8±10.3 53.1±19
(~.ig/L) (7.4-53.3)

n43
(20.5-101)

n~46
p~4.OOOO

PICP 104.1±16.5 143±67.2
4ig/L) <‘72428J

n17
(‘75J82,)

n=~26
p#I.0250

C: Mujeresconfrotes. OSPp:Pacientescon osteoporosispostmenopaúsica.PAt: Fosfatasaalcalina total
en suero.FAO: Isoenzimaóseade lafosfatasaalcalina en suero.RGP: Osteocalcinaen suero.PI/VP:
Propépildo aminoterm¡no! del procolágeno 1 en suero. P¡CP: Propéptido carbox¡termina! del
procolágeno¡ en snerov UI: Unidadesinternacionales.Los valoresse expresancomo mediazkdesviación
estándarEl rangode valoresse indica entreparéntesisy en cursiva; n=n0 de sujetosen los quese ha
determinadocadamarcador *Sig~/¡cac¡¿nestadísticarealizadafrenteal grupocontrol (t deStudentno
emparejada).Seconsiderarondiferenciassign~cativassi p<0.05 (las “¡y’ signfficativasse representan
ennegrita)
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En el grupode mujeresconOSPpostmenopaúsica,el valormediode la FAt

estabaelevadoenun 18% con respectoal valor medio de normalidad, la FAO el

60%, la BGPel 45%, el PBSIP el 84.4%y el PICPel 37.4%.En las Figuras 14, 15

y 16 serepresentanlos valoresindividualesdePAt, FAO, PINP, PICPy BGPen el

grupocontroly enel grupodepacientesconosteoporosispostmenopaúsica.

FAt FAO
200 70

60
150

50

100 40
~pt 30

50 ~ 20

10

o 0

Fig. ¡4: Nivelesindividualesdefosfatasaalcalina total (FAt) e
isoenzimaóseade lafosfatasaalcalina (FAO) en suerode mujeres
controles(e) ydepacientesconosteoporosispostmenopaúsica(O).

Loslineashorizontalesrepresentanel valormediode cadagrupo.
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Fig.¡S: Niveles individuales de los propéptidos amino y
carboxiterminalesdelprocolágeno1 (PI/VPy ¡‘¡CF respectivamente)
en suerodemujerescontroles (e)y depacientesconosteoporosis
postmenopa¿~sica(o). Las lineashorizontalesrepresentanel valor
mediode cadagrupo.
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Los marcadoresquepresentabanmayor áreabajo la curvaROC fueron el

PINP (90%)y la FAO (80%).

La diferenciaentrelas áreasbajo las curvasROC de todos los marcadores

serepresentanenla TablaX. Sólo seobservarondiferenciassignificativasentrelas

áreasde lascurvasFAt-FAO y FAt-PINP.

Tabla X: Diferencia entre las áreas bajo las curvas ROC de los
marcadores bioquímicos de formación ósea determinados en
pacientescon OsteoporosisPostnienopaúsica

FAt FAO MW PINP PICP

FAt

FAO

BGP

PINIP

PIcP

p=O.006 p=O.414 ~O.OOl p=O.15l

p=O.299 p=O.16O p=O.647

p=0.160 p~0.7O4

p=O.O75

FM: Fosfatasaalcalina total ensuero.FAO: Isoenzimaóseade lafosfatasaalcalina en suero.BGP:
Os!eocalcina en suero. PI/VP: Propéptido aminotenninal del procohigeno 1 en suero. PJCP:
Propéptido carboxiterminolde procolágeno1 en suero. Diferenciaentre áreas calculadamediante
programa informáticodeestadísticaclínica MedCalc. Lasdiferenciasseconsideraronsigtgficativas
sipfl.OS(representadasennegrita).

4.1.2.Marcadores bioquímicosde resorción ósea

La Tabla XI muestra los valores de los niveles de Ca/Cr, Hp/Cr, PYD/Cr,

Dpd/Cr, ICTP, NTx/Cr y CTX/Cr, expresadoscomo media+desviaciónestándar,

enun grupocontrol y en un grupodepacientesconosteoporosispostmenopaúsica

(OSPp).Todos los marcadoresde resorciónestudiados,a excepcióndel ICTP,

estabansignificativamenteelevados en el grupo de pacientescon OSPp con

respectoal grupocontrol.

En las Figuras 18, 19 y 20 se representanlos niveles individuales de los

marcadoresbioquímicosderesorciónóseadeterminadosenesteestudio.
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Tabla XI: Marcadores Bioquímicos de
OsteoporosisPostmenopaúsica

Resorción Ósea en pacientes

C OSPp Sig. Est.***

Ca/Cr*

Hp/Cr**

PYD/Cr
(nM/mM)

Dpd/Cr
(nM/niM)

ICTP
(gg/L)

NTx/Cr
(nM ECO/mM)

CTX/Cr
(pg/mmol)

0.086±0,052
(0.033-0.2)

n= 15

0.026±0.007
(0.014-0.039)

n29

21.4±7.3
(6.4-37.5)

n46

6.5±2.2
(4-10.7)
n=16

3.5±0.9
(1.7-4.8)

n29

45.4±23.9
(16-99)
n=16

140.2±66.7
(34-334)

n=43

C: Mujerescontroles. OSPp: Pacientescon osteoporosisposttnenopaúsica.Ca: Calcio en orino. Cr:
Creatinina en orino. Hp: Hidroxiprolina en orinat PYD: Piridinolinas totales libres en orina. Dpd:
Desoxipiridinolinaslibresenorina. JCTP:Telopéptidoscarboxiterininalesdel colágenot<po 1 unidospor
puentesde piridinolina en suero. NTx: Telopéptidosaminotermninalesdel colágenotipo 1 unidospor
puentesdepiridinolina en orino. CTX: Telopéptidocarboxiterminalde la cadenaa1 del colágenotipo 1
en orinav ECO: Equivalentesde colágenoóseo. <tambosen mg/dL. **amhas en mmol/L. Los valores se
expresancomomedia±desviaciónestándar.El rangode valoresse indica entreparéntesisy en cursiva;
n=n

0 de sujetosen los que se ha determinadocada marcador ***Sign4ficación estadísticarealizada
frentealgrupocon1ro! (t deStudentno emparejada).Seconsiderarondiferenciassignfficativassip<O.OS
(las ~p”sign~cativasserepresentanen negrita).

La medidade los nivelesde Ca/Crestabaelevadaun 131.4%enel grupode

pacientescon OSPpcon respectoal valor medio del grupo control, la Hp/Cr un

con

0.199±0.159
(0.01-0.554)

n= 17

0.0338±0.01
(0.017-0.06)

n20

3 1.5±11.8
(14.06-65.9)

n=39

15.2±6.6
(5.9-37.3)

n=19

3 .5±0.5
(2.4-4.5)
n20

113.2±57.4
(59-267)

n=1 7

330.2±154.7
(132-692)

n=39

p=O.0135

p=O.0049

p=O.OOOO

p”1L 00 00

p=0.7955

vm0.0000

p=o.oooo

30%, la PYD/Cr un 47.2%, la Dpd/Cr un 133.8%, el NTxICr un 149% y el
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CTX/Cr un 135.5%. Sin embargo,ningunapacientepresentabanivelesde ICTP

(únicomarcadorderesorcióndeterminadoensuero)por encimadel límite superior

denormalidad.
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Fig. 18: Niveles individualesde calcio/creatinina (Ca/Cr) e
hidroxiprolina/creatinina(Hp/Cr) enarmademujeresconfroles (O)

y de pacientescon osteoporosispostmenopaúsica(O). Las lineas
horizontalesrepresentanel valormediode cadagrupo.
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desoxipiridinolinaslibres<Vp4) enarmademujerescon1ro/es (O) y
depacientescon osteoporosispostmenopaúsica(O). Cr: Creatinina.
Laslineashorizontalesrepresentanel valormediode cadagrupo.
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En la Figura 21 se representanlas curvas ROC de los marcadoresde

resorcióndeterminadosen esteestudio.Las áreasbajo la curva de cadauno de

ellos fueron: 97% (Dpd/Cr), 93% (NTx/Cr), 91% (CTX/Cr), 78% (Ca/Cr), 77%

(PYDICr), 70% (Hp/Cr)y 47%(ICTP) respectivamente.

Paraunaespecificidaddel 100% las sensibilidadesfueron: 80% (Dpd/Cr),

53%(NTx/Cr), 36% (CTX/Cr), 29% (Ca/CO,28% (PYDICr),25% (Hp/Cr) y 0%

(JCTP),respectivamente.

Las diferenciasentre las áreasbajo las curvasROC se representanen la

TablaXII. Se observarondiferenciassignifivativas entrelasáreasbajo las curvas

ROC de: Ca/Cr-Dpd/Cr,Ca/Cr-NTx/Cr, Ca/Cr-CTX/Cr; Hp/Cr-Dpd/Cr, Hp/Cr-

NTx/Cr, Hp/Cr-CTXICr; PYD/Cr-ICTP, PYD/Cr-CTX/Cr; Dpd/Cr-ICTP; y por

último entrelasáreasdeICTP-NTX/Cr e ICTP-CTX/Cr.

Tabla XII: Diferencia entre áreas bajo las curvas ROC de los marcadores
bioquímicos de resorción ósea determinados en pacientes con
OsteroporosisPostmenopaúsica

Ca/Cr Hp/Cr PYD/Cr Dpd/Cr ICTP NTx/Cr CTX/Cr

Ca/Cr p0.519 pO.’t7’4 p=0.016 p#tl43 p=0.036 p=O.025

Hp/Cr p~O.477 p’O.001 p0.17l p=O.012 p#LO1S

PYD/Cr p=0.O99 p4.033 ¡rO.L7O p=O.007

Dpd/Cr p=0.000 pO.596 p’O.609

lcr, p=o.000 r0~000

NTx/Cr p”O.8l8

CTX/Cr

Ca: Calcio en orino. Cr: Creatinina en orina Hp: Hidrox4vrolina en orino. Pl/II: Piridinolinas totales
libres en arma. Dpd: Desoxipiridinolinas libres en orina ICTP: Telopéptidoscarboxiterminalesdel
colágenotipo 1 unidospor puentesde piridinolino en suero. NTx: Telopéptidosaminotenninalesdel
colágenotipo 1 unidospor puentesdepiridinolina en orino. CTX: Telopéptidocarboxiterminalde la
cadenaa, del colágenotipo len orino. Diferenciaentreáreascalculadamedianteprograma informático
de estadísticaclínica MedCalc.Las diferenciasfueron sigi’4ficativassip=O.OS(las “p” sign(ficativasse
representanennegrita).
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4.2.Estudio 2: Enfermedad óseade Paget

4.2.1. Marcadores bioquímicos de formación ósea

La Tabla XIII muestralos valores (expresadoscomo media±desviación

estándar)de los marcadoresde formación ósea (FAt, FAO, BGP y PICP)

determinadosenun grupocontroly enun grupodepacientesconenfermedadósea

de Paget (EOP>. Todos los marcadoresestudiadosestabansignificativamente

elevadosen el grupo de pacientescon EOP con respectoal grupo control. En

condicionesbasales,el 100%delos pacientespresentabannivelesdeFAt y FAO

por encima del límite superior de normalidad, y el 90% y 70% de ellos

presentabannivelesdeBGPy PICPrespectivamente,por encimadedicholimite.

Tabla XIII: Marcadores
Enfermedad

Bioquímicos de
Óseade Paget

Formación Ósea en pacientes con

C EOP Sig. Est.*

FAt 70±14.7 620±194
(IJl/L) (44-95)

n17
(278±887)

n10
vmo.oooo

FAO 11.4±3.7 261±99
(~ig/L) (3.44&4)

n22
(144431) pJAJOOO

BGP 8.8±3.4 29.4±8.8
(ng/mL) (4-17.4)

n32
(15.239.5)

rIO
rO.ooOO

PICP 104.12+16.5 319±129
(j~g/L) (95-220)

n17
(150-510)

irlO
¡rO.OOOO

C: Grupo controL EOP: Grupo de pacientescon enfermedadóseade Paget.FM: Fosfatasaalcalino
total en suero.FAO: isoenzimaóseade la fosfatasaalcalina en suero.RCP: Osteocalcinaen suero.
¡‘¡CF: Propéptido carboxiterminal del procolágeno 1 en suero. (Ji: Unidades internacionales.Los
valoresseapresancomomedia±4esviaciónestándarElrangode valoresse indica entreparéntesisy en
cursiva; it =n0 de sujetosen los que se ha determinadocada marcador ~‘Si~4ficaciónestadística
realizadafrentealgrupocontrol (t deStuden:no emparejada).Seconsiderarondiferenciassignificativas
sip=0.05flas “p” sig>4ficativasse representanennerita).
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En la TablaXIV y Figura22 semuestrala evoluciónde los marcadoresde

formaciónóseaestudiadosen estegrupo de pacientesduranteel tratamientocon

tiludronado(3 meses).

Tabla XIV: Marcadores Bioquímicos de Formación Ósea en pacientes con
Enfermedad Óseade Paget: nivelesbasalesy tras el tratamiento
con tiludronato

Tiempo de Tratamiento (meses)

0 1 2 3

FÁt
(¡M/L)

620±194 342+138 275±113 273±164
(2 78-887) (1 04-600) (159-521) (128-694)

p=O.0000 p0.ffim0 rO.0000

p4.O11’ p0.9422

FAO
(gg/L)

261±99 180±86 136±81 110±75
(144-431) (94-3 71) (56-327) (46-290)

p”’O.0000 ¡r’O.0000 r40000

r4LOOO’ rO.0002

BGP
(ng/mL)

29.4±8.8 25.9±8.2 25.1±14.3 30.2+11.6
(1 5.2-39.5) (12.8-37.4) (5.648.8) (14.2-50.3)

p=o.o000 p’0.2870 p=O.6890

rO.828’ 7=0.1542

PICP

(¡~g’t)

319+129 176+60 189+49 210±63

(150510) (87296) (104-286) (105-322)

p0 0010 pz4 0040 rO.0074

p~0.4581 rO.0532

Los determinacionesse relizaron en un grupode 10 pacientes.FM: Fosfatasaalcalina total en suero.
FAO: Isoenzimaóseade lafosfatasaalcalinaen suero.BGP: Osteocalcinaen suero.PICP: Propéptido
carboxiterminaldel procolágeno1 en suero.Los valores se expresancomo media±desviaciónestándar
Uf: Unidadesinternacionales.El rangode valoresse indica entre paréntesisy encursiva Sign4ticación
estadísticarealizadafrenteal nivel basal’, primer’ ysegundo2mesde tratamiento(test deANOVA para
medidasrepetidas). Se considerarondiferencias sign<ficativas si p=O.OS(las “p” significativas se
representanen negrita).
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Fig. 23: Nivelesindividualesdefosfatasaalcalina total (FAt), isoenzimaóseadela

fosfatasaalcalina (FAO), osteocalcina(BGP) y propéptidocarboxiterminaldel
procolágeno1 (PICP) en suero depacientescon enfermedadóseade Paget, en
condicionesbasales(e) y durante un periodo de tres mesesde tratamientocon
tiludronato (O). Las líneashorizontalescontinuasrepresentanel valor mediode cada
grupo. Entre líneasparalelasdiscontinuasse representael rangode normalidad<’FAt:
44-95 UIIL; FAO: 3.4-18.4¡¡gIL. BGP: 4-17.4 ng/mL; PICP: 95-220¡¡gIL).
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Marcadores bioquímicosde resorciónósea

La Tabla XV muestra los valores (expresadoscomo media±desviación

estándar)de los marcadoresde resorciónósea (Ca/Cr, Hp/Cr, PYD/Cr, ICTP y

CTX/Cr) determinadosen un grupo control y en un grupo de pacientescon

enfermedadósea de Paget (EOP). Todos los marcadoresestudiadosestaban

significativamenteelevadosen el grupo de pacientescon EOP con respectoal

grupo control. En condicionesbasales,el 100% de los pacientespresentaban

niveles de HpICr, PYD/Cr y CTXICr por encima del límite superior de

normalidad, y el 30% y 80% de ellos presentabanniveles de Ca/Cr e ICTP

respectivamente,por encimadedicholímite.

Tabla XV: Marcadores Bioquímicos de Resorción
Enfermedad Óseade Paget

Ósea en pacientes con

C EOP Sig.Est.

Ca/Cr * 0.086+0.052
(0.033-a2)

0.176+0.086
(0.058-0.3)

p=O.0000

triS irlO

0.026+0.007 0.159+0.088
Hp/Cr** (0.01*4039)

n=29
(U 057-0.35)

n=10
p=O 0006

PYDICr 21.4±7.3 192+105
(nM/mM) (6.4~~37.5)

nr~46
(81-446)

n10

Ic’ir 3.5+0.9 11+13.4
(1.7-4.8)

n’~29
(3.8-446)

n=10
p=0.0042

CTX/Cr 140.2+66.7 994+256
(jigmmo¡) (34334)

n43
(6124299)

n=10
p=O.OOOO

C: Grupo ControL EOP: Grupo depacientescon enfermedadóseade PageL Ca: Calcio en orino. Cr
Creatininaen orina. Pl/II: Piridinolinas totaleslibres en orina. JCTP: Telopéptidoscarboxiterminales
del colágenotipo 1 unidosporpuentesdepiridinolina en suero. CTX: Telopéptidocarboxiterminaldela
cadenaa, del colágenotipo 1 en orina. Los valoresse expresancomo niedía+desviaciónestándar.El
rangode valoresse indica entreparéntesisy en cursiva; n=n0 de sujetosen losque se ha determinado
cadamarcador tambosen mg/dL. **ambos en mmol/L. ***Signl/icación estadísticarealizadafrenteal
grupocontrol (t deStudenlno emparejada).Seconsiderarondiferenciassign~/2cativassip=O.OS(las ‘¶p”
significativasserepresentanennegrita).

4.2.2.
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Tabla XVI: Marcadores Bioquímicos de Resorción Ósea en
Enfermedad Óseade Paget: niveles basalesy tras
con tiludronato

pacientes con
el tratamiento

Tiempo de Tratamiento (meses)

0 1 2 3

Ca/Cr
(mg/dL/mg/dL)

0.176+0.086 0.057+0.03 0.0682+0.0415 0.088+0.057
(0.05&0.3) (0.022-0.1) (0.016-0.134) (0.018-0.178)

p0.0606 p.O.0010 p’#I.00i0
p=0.249’ p=0.1082

Hp/Cr
dvf)

0.1596+0.0885 0.0891+0.0600 0.0687+0.0422 0.0628+0.0380
(0.057-0.35) «2027-0201) (0.015-0.140) (0.02-0.135)

p=0.0010 p=O.0010 p”’O.0010
p0Á133’ p=0.1682

PYD/Cr
(¡‘J\4/n’d\4)

192+105 125+82 104±45 100±71
<81-446) <55-3 41) (47-182) (42-283)

p=O.0000 p=O.0020 ir”0.000
p=tO.202’ p=0.7482

~g/L)
10.9+13.4 11.6+13.6 11.3+14.5 9.6±11.1
(3.8-48.6) (3.9-49.3) (4.4-52) (2.7-40.2)

p=0.3800 ~0.502~ p0.2 150

p=0.488’ p”’1.1812

CTX/Cr
(gg/mmol)

993±256 729+375 624+277 676±411

(612-1299) (310-1662) (179-1149) (148-1265)

rO.0060 p=O.0600 rO.0060

p0.160’ p0.6482

Las determinacionesserealizaronenun grupode 10 pacientes.Ca: Calcioenorina Cr: Creatinina en orina.
Hp: Hidroxiprolina enorina. PVD: Piridinolinas totaleslibresenorina. ICTP: Telopéptidoscarboxiterminales
del colágenotipo ¡ unidospor puentesde piridinolina en suero. CTX: Telopéptidocarboxiterminalde la
cadenaa, del colágenotipo len orina. Losvaloresseexpresancomomedia+desviaci¿nestándarEl rangode
valores se indica entreparéntesisy en cursiva Sigzqficaciónestadísticarealizadafrente al nivel basal’,
primer’ y segundo2mesde tratamiento(testdeANOVA paramedidasrepetidas).Se considerarondiferencias
sign~cativassip=O.OS<las ‘p” significativasseindican en negrita).
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Fig. 25: Niveles individuales de calcio/creatinina (Ca/Cr )y de
hidroxiprolina/creatinina(Hp/Cr) en orino depacientescon enfermedadóseade
Pages, en condicionesbasales (S) y durante un periodo de tres mesesde
tratamientocontiludronato (Of Laslíneashorizontalescontinuasrepresentanel
valor mediode cadagrupo. Entre líneasparalelasdiscontinuasse representael
rangodenormalidad(Ca/Cr: 0.033-0.2;Hp/Cr:0.014-U039).
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Fig. 26 Nivelesindividualesdelos telopéptidoscarbox¡terminalesdel colágenotipo
1 unidos por puentesde piridinolina (ICTP) en suero y del telopéptido
carboxiterminalde la cadenaal del colágenotipo 1 (CTX) en orino de pacientes
conenfermedadóseade Paget,en condicionesbasales(e) y duranteunperiodo de
tres mesesde tratamientocon tiludronato (O). Las líneashorizontalescontinuas
representanel valor mediode cadagrupo. Entre líneasparalelasdiscontinuasse
representael rangodenormalidad(ICTP:1.7-4.8~ug/L;CTX/Cr:34-334pg/mmol).
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Fig. 27: Niveles individuales de
piridinolinastotaleslibres (¡‘YO) en
orina depacientescon enfermedad
óseade Paget, en condiciones
basales(e)y duranteunperiodo de
tres mesesde tratamiento con
tiludronato (O). Las lineas
horizontalescontinuasrepresentan
el valormediode cadagrupo. Entre
líneasparalelas discontinuasse
representael rangode normalidad
(64-375nMImM~.
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4.3. Estudio 3: Detecciónprecozde las metástasis
óseasen el carcinoma de próstata

4.3.1. Marcadores bioquímicosde formación ósea

En las TablasXVII y XVIII y Figuras 28 y 29 semuestranlos valoresdel

antígenoséricoprostático(PSA) y de los marcadoresbioquímicos de formación

ósea (FAt, FAO, BGP, PINP y PICP) (expresadoscomo media±desviación

estándar)determinadosen el suero de pacientescon hiperpíasiabenigna de

próstatay enpacientesconcarcinomadepróstataen los estadios1, II, III y IV.

En las Figuras 30 y 31 se representanlos valores individuales de los

marcadoresestudiadosentodos los gruposdepacientes.

Todos los pacientes del grupo HBP+I±II presentabanniveles de los

marcadoresestudiadosdentro del rangode normalidad,con la excepciónde tres

pacientesquepresentabanalgúnparámetroelevado.Uno, niveleselevadosde FAO
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(21.4 ¡sg/L), otro, niveleselevadosdeBGP(37.4ng/mL), y por último, un paciente

que presentabaniveles de dos marcadorespor encima del limite superior de

normalidad(FAt: 146 UI/L, FAO: 30.5 ¡.¡g/L) y queposteriormentese demostró

quepadecíahepatitisC crónica.

Todos los pacientesdel grupo 111-a presentaban,al igual que los pacientes

del grupo HBP+I+II, valoresde los marcadoresbioquímicos de formación ósea,

FAt, FAO, BOP, PINP y PICP dentro del rango de normalidad, a excepciónde un

paciente,que teníaniveleselevadosde FAO, muy próximos al límite superiorde

normalidad(20¡.igfL) y otro pacientecon niveleselevadosde BGP tambiénmuy

próximosal límite superiorde normalidad(40.1 ng/mL). De todoslos marcadores

estudiados,solamentela BGP estabasignificativamenteelevadaen el grupo 111-a

conrespectoal grupoHBP+I+II.

Todos los pacientesdel grupo III-b (6/6) presentabanniveles elevadosde

FAO y PINP. La BGP estabaelevadaen 2/3 pacientesy sólo un paciente

presentabanivelesdeFAt y dePICPpor encimadel limite superiordenormalidad.

Al igual que en el grupo 111-a, los pacientesdel grupo IiH-b presentabanniveles

significativamenteelevadosde BGP con respectodel grupo HBP+I+IL Por otra

parte,y al contrariode lo queocurríaenel grupo 111-a, los nivelesdePINP estaban

significativamenteelevadosen el grupoIII-b versusel grupoHBP±I+11.

A diferenciade los demásmarcadoresde formaciónestudiados,el PINP Ité

el único capazdedetectardiferenciassignificativasentrelos grupos111-ay III-b.

Seispacientesdel grupo IV (ennuestroestudiotodoscon metástasisóseas)

presentabannivelesde FAt por encimadel limite superiorde normalidad(6/10),

nueve de FAO (9/10), dos de BGP (2/7), diez de PINP (10/10) y tres de PICP

(3/7). Los niveles medios de todos los marcadoresestabansignificativamente

elevadosenel grupo IV, versuslos gruposHBP+I+II, y/o hl-a,y/o III-b.

Conrespectoa los nivelesde PSA, seispacientesdel grupoHBP+I+II (3 del

grupoHBP, 1 del grupo1 y 2 del grupoII) mostrabannivelesdeestemarcadorpor

encimadel límite superiorde normalidad(4 gg/L). Todos los pacientesdel grupo

111-a presentabanvaloresde PSA por debajode 4 ¡.tg/L. En el grupo III-b, dos



%wllodos &5

pacientes(2/6) mostrabannivelesdePSA másaltosde 4 ¡ig¡L pero másbajosde

100 ~xg/L,y el resto,4/6 pacientespresentabannivelesdePSA dentrodel rangode

normalidad.

Con respectoa los pacientesdel grupo IV, 4/10presentabannivelesde PSA

por encima de 100 xgfL, 2/10 entre 4-100 j.tgl y, sorprendentemente,4/10

mostrabanvaloresdePSApor debajode4 j.¡gJL.

En orden a calcular los valores de especificidady sensibilidad de los

marcadoresestudiados,se consideróquelos pacientesde los gruposHBP, 1, II y

III (III-a+III-b) nopresentabanmetástasisóseasy quelos pacientesdel grupo1V sí

presentabanmetástasisóseas(segúndiagnósticorealizadopor técnicasdeimagen).

La sensibilidady especificidadobservadaparacadamarcador,relacionando

lasmetástasisóseasconvaloresmásaltosqueel limite superiordenormalidadde

cadauno de ellos, fueron las siguientes:FAt: 60% (6/10) y 95% (40/42); FAO:

90% (9/10)y 79%(34/43);BGP: 29%(2/7) y 86%(24/28);PINP: 100%(10/10)y

87%(39/45), PICP: 43%(3/7) y 96%(27/28),y PSA(valor másalto de 100 gg/L:

40%(4/10)y 100%(42/42)respectivamente.

Tabla XVII: Nivelesde Antígeno Sérico Prostático (PSA) determinado en
pacientescon Hiperpiasia Benigna de Próstata y en pacientes
con Carcinoma de Próstata

RIBP+I+IV 111-a’ ffi-b2 IV

PSA
(gg/L)

(04 iig/L)

•*rO.Oos

6.5±15.46 0.34±0.73 3±5.2 552+941(0-74.4) (0-2.5) (0-12.8) (0-2770)

n~24 ,r12 n=6 n10

p<0.050

p41.05’
<0.052

HBP: Pacientescon hiperpíasiabenignadepróstata.1, II, III y IV: Gruposdepacientescon carcinoma
depróstataenlosestadios1, II, uy IVsegúnlacías</Fcación dela UICC. 111-a:pacientescon carcinoma
depróstata en el estadioIII que tienen, en términosgenerales,nivelesnormalesde FAt, FAO, RGP,
¡‘¡NP y ¡‘¡CF. III-b: pacientescon carcinomade próstataenel estadio¡II, que tienen,al menos,niveles
de dos marcadoresde remodeladoóseopor encima del límite superior de normalidad. * rango de
normalidad El rangode valoresse indica encursivay entreparéntesis.a =número de sujetosen los que
se ha determinadocadamarcador.EstudiocomparativoentregruposrealizadomedianteANOJ’A, nivel
de sign~ficación **p Prueba post hoc Student-Neiiqnan-Keulstest realizadafrente a ¡os grupos
HBP±1-4-IP,¡li-a’, III-b2 respectivamente.Seconsiderarondiferenciassignificativassip=0.05.
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Tabla XVIII: Marcadores Bioquímicos de Formación Óseadeterminados en
pacientescon Hiperpiasia Benigna de Próstata y en pacientes
con Carcinoma de Próstata

HBP+14-110 111-a’ III-b2 IV

FAt

(40-117U1/t)

~poneí

73+26 71.8±15.1 102±21.8 315+287
(40-146) (56-98) (80-140) (6 6-863)

n24 n12 n6 irlO

wco.Ot

p<0.05’
pc0. ft52

FAO

* (3.4-18.4~g/L)

~pO.0O1

11±5.3 ¡2.88+4.3 25±5.6 84.14+76.7
(4.5-30.5) (6.9-20) (19.4-35.5) (10.1-206)

n~25 n12 n6 mIO

p.c0.0?

pc0.0S’
<0.052

BGP

* (6.8-34.3ng’mL)

** .003

16,7+6.25 26+8.62 36.2±18.4 28.13±12.27<~.6-37.4) (11.5-40.1) (15.6-50.8) (9.5-42.2)
trIS tr7 n=3

p~0.050 p<0 §50 p’C0.050

* (20-80 >iglL)

002

43.3±12.6 57.3+12.8 125.16+38.6 ¡75.4+ 105
(23-75) (42-79) (99-201) (88-403)
n=27 n12 n6 n=10

p’c0.0? p<O.050
p.c0.05’ p-cO.OS’

rO.052

ría>

* (95-220 ~tg’L)

— .028

115.¡2+25.¡7 ¡35±18.4 216+60.6 364+400(75-174) (102-161) (158-279) (146-1264)
n17 n=8 n3 n7

pcO.

p<0.05’

FM: Fosfatasaalcalina total en suero.FAO: Isoenzimaóseade la fosfatasaalcalina en suero. ¡)GP:
Osteocalcinaensuero. ¡‘INP: Propéptidoaminoterminaldel procolágeno¡ en suero.PICP: ¡‘ropéptido
carboxiterminaldelprocolágeno¡ ensuerov HBP: Pacientescon hiperpíasiabenignade próstata1, II,
III y IV: Grupos de pacientescon carcinoma de próstata en los estadios1, 11, II y IV según la
clas(ficaciónde la UICC. 111-a: pacientescon carcinomadepróstata en el estadioIII que tienen, en
términosgenerales,nivelesnormalesde FAt, FAO, SG!’, PJNPy PICP. 11¡-h: pacientescon carcinoma
depróstataque tienen,al menos,nivelesde dos marcadoresde remodeladoóseopor encimadel límite
superior de nonnalidadl * rango de normalidad. El rango de valores se indica en cursiva y entre
paréntesis.u númerodesujetosenlosqueseha determinadocadamarcador.Estudiocomparativoentre
gruposrealizadomedianteANOVA, nivel design(ficación * *p PruebapostMc Student-Newman-Keuls
testrealizadafrentea losgruposHB¡’±1+11’>, 11I-a~, iii-i9 respectivamente.Seconsiderarondiferencias
sigtqficativassip=V.05.
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Hg. 28: Representacióngráficade losniveles(medfa+DS)deantígenoprostático(PSA),fosfatasa
alcalina total (PAt)e isoenzimaóseade lafosfatasaalcalina (FAO) determinadosen elsuerode
pacientescon hiperpíasiabenignadepróstata(ff11!’) yenpacientescon carcinomadepróstataen
losestadios1, 11, IlIy IV Uf: Unidadesinternacionales.Significaciónestadística:p<0.05 realizada
frente al grupo HBP+1+J1 (*), 111-a (**) y 111-6 (***) (ANOVA ; prueba post hoc:
Student-Newman-Keulstest).
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Ng. 29: Representacióngráfica de los niveles~‘media+DS,)de la osteocalcina(RO!’,) y de los
propéptidosamino y carboxiterminalesdel procolágeno1 (¡‘¡NP y ¡‘¡CF respectivamente)
determinadosen el suerodepacientescon hiperpíasiabenignadepróstata(11SF)y enpacientescon
carcinomadepróstata en los estadios1, II, ¡uy IV. Signjficaciónestadística:¡‘<0.05 realizada
frente al grupo HBP-l-1+I1 (*), fil-a (**) y 111-6 (***) (ANOVA; prueba post hoc:
Student-Newman-Keulstest).
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Hg. 30: Nivelesindividualesdefosfatasaalcalina total (FAO, isoenzimaóseadelafosfatasa
alcalina (FAO), osteocalcina(BGP) y de los propéptidosamino y carboxiterminalesdel
procolágeno¡ (FINE y PICP respectivamente)determinadosen el suerodepacientescon
hiperpíasiabenignadepróstata(HE!’) y concarcinomadepróstataenlosestadios1, 11, ¡¡¡y
¡Vi Entre líneasdiscontinuasserepresentael rangodenormalidad(PAt: 40-117UIIL; FAO:
3.4-1& 4 pg/L; liGA’ 68-34.3ng/mL; PIN!’: 20-80¡¿gIL; ¡‘¡CF: 95-220¡¿gIL).
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hiperpiasiabenignadepróstata(HA!’) y con carcinomadepróstataenlos estadios1, 11, III y
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En el presente trabajo hemos estudiado la utilidad clínica de los marcadores

bioquímicos de remodelado óseo en el estudio de la OSP postmenopaúsica, en el

seguimientodel tratamientocontiludronatoenpacientesconenfermedadóseadePaget,y

en la detección precoz de las metástasis óseas en el carcinoma de próstata.

Con respecto a la OSTEOPOROSISPOSTMENOPAÚSICA,hemos evaluado

la utilidad clínica de los marcadores de formación ósea, FAt, FAO, BGP, PIN?P y PICP en

suero; y de los marcadores dc resorción ósea, Ca/Cr, Hp/Cr, PYD/Cr, Dpd/Cr, NTx/Cr, y

CTX/Cr en orina, e ICTP en suero.

Todos los marcadoresdeformación ósea, a excepción de la FAt (rO.l364)

estaban significativamente elevados en el grupo de pacientes con OSPpostmenopaúsica

con respecto al grupo control. Las mayoresdiferenciassignificativasseobservaroncon la

FAOy el PINP (p==0.0013 y p’=0.0000 respectivamente). Además, los niveles medios de

estos marcadores eran los más elevados de todos los estudiados (el PINIP aumentaba el

84.4% y la FAO aumentaba el 60%) con respecto al valor medio de una población

control.

En nuestro trabajo observamos una mayor sensibilidad de la FAO sobre la

determinación de FAt para el estudio de la OSPpostmenopaúsica, la FAO aumenta un

60% (p=ft0013) frente al 18% (p’=O.l364) de aumento de FAt, observándose también una

mayor eficacia diagnóstica(relaciónsensibilidad/especificidad)de la FAO sobrela FAt

(áreas bajo las curvas ROC: 80% FAO frente al 61% de FAt, p==0.OO6). Nuestros

resultadoscoincidencon los de otros autoresque observanque la determinaciónde la

FAO mejora mucho la sensibilidad, con respecto a la FAt, en orden de detectar el

incremento del remodelado óseo después de la menopausia (182).

El método que hemos utilizado en este estudio para la cuantificación de la FAOes

el EJA ALKYFIASE-B’M (44). Con objeto de validar este FíA se han realizado estudiosde

correlación de esta técnica con otras técnicas ya existentes anteriormente como el IRMA

TANDEMtOSTASETMó la técnicade precipitacióncon lectina de germende trigo,

obteniéndosemuy buenascorrelaciones(y=4.32x -6.4, r=0.99; e y=l.41x+4.8; r=’0.99
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respectivamente)(44). En 1996, nuestrogrupo realizó un estudiocomparativoentre la

determinación de la FAO por lilA ALKPHASE~BTM y por precipitacióncon lectina de

germen de trigo en pacientes con transplante renal, observándose muy buena correlación

entre ambas técnicasen estospacientes(r=0.92,p-<CO.OOI). Ademástambiénobservarnos

que los coeficientes de variación intra e interensayo eran más bajos por EJA

ALKPHASE~BNque por precipitación con lectina (183). Según los autores del método

(44) los anticuerpos monoclonales de este ensayo presentan una reactividad cruzada de

tan sólo el 3-8% con la isoenzimahepática.Sin embargo,enun estudio previo de nuestro

grupo (184) observamos que la reactividad cruzada con la isoenzimahepáticaera del

22.5%.

Con respecto a la utilización de la BGPen el estudio de la OSPpostmenopaúsica,

hay resultados contradictorios. Este marcador bioquímico ha sido ampliamente utilizado

en condiciones basales y en el seguimiento de distintos tratamientos (185). Nuestros

resultados no muestran una buena sensibilidad en cuanto a su capacidad de diferenciación

entre las dos poblaciones de mujeres (controles y con OSP postmenopaúsica). Las

discrepancias entre nuestros resultados y los de otros autorespodríanser debidasa las

diferencias en la especificidad de los anticuerpos anti-osteocalcina utilizados contra los

diferentes epítopos de la molécula (71,72) y al hecho de que existen diferentes

fragmentos de BGPcirculantes en el suero (60). En este estudio (OSP postmenopaúsica)

hemos utilizado el ELISA NovoCalcinlM (70) que detecta la molécula de BGP intacta.

Este ELISA presenta la ventaja, con respecto a otros métodos utilizados anteriormente

para la determinación de BGP(IRMAs ó RIAs) de no utilizar isótopos radiactivos, lo que

es importante para aquellos laboratorios que no disponen de áreas de trabajo con

radiactividad.

Un punto interesante de este trabajo, es la diferencia de comportamiento entre el

PITNP y el PICP en la OSPpostmenopaúsica. Nosotros observamos un incremento en los

niveles de PINP (molécula intacta) en mujerescon OSP postmenopaúsicadel 84.4%

frenteaun incrementodel37.4%dePICP con respectoaunapoblaciónpostmenopaúsica

control, a pesar de que, teóricamente,ambos propéptidosse liberan en cantidades
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proporcionalesduranteel procesode síntesisde las moléculasde colágeno(sección

1.4.1.2.2.2.). Estudios previos han mostrado la falta de sensibilidad del PICP para

detectarel incrementodel remodeladoóseoenmujeresconmenopausiatemprana(186)y

con menopausiatardía (159) así como en pacientes con diferentes enfermedades

metabólicasóseas (88). Hassageret al. (186) observaronun aumentosignificativo,

aunquemarginal (20%), en los nivelesde PICP séricoque no se correlacionabacon el

coeficientede pérdidaóseamedidopor densitometría.Tambiénseha observadoque el

PICP sérico está correlacionadodébilmentecon la formación ósea histológica, con

valoresder desde0,36a0,50enpacientesconosteoporosisvertebral(187).

Las diferenciasen los porcentajesde aumentode P1INP y PICP que nosotros

observamos en el presente trabajo en las pacientes con OSPpostmenopaúsica, pueden

estarrelacionadascon diferenciasen su liberacióndesdela moléculade procolágenoen

los tejidos,diferenciasen susposterioresdestinossistémicosy metabolismohepáticoen

el organismo(85,86) ó a la posible existenciade distintas variantesbioquímicasde

procolágenotipo 1 en diferentescondicionesfisiológicasópatológicas(188)porlo quela

molécula circulante de PICP en la OSP puede ser inmunológicamentediferente del

antígenoPICP del ensayo.Se sabe que los sistemasde receptoresinvolucradosen el

aclaramientode los propéptidosson distintos (85,86), y ahorase tienenpruebaspara

pensarquela captacióndelPICPestásujetaa unaregulaciónhormonal,por ejemplo,las

hormonas tiroideas aumentanla tasa de captación de PICP, lo que conduce a

concentracionesséricasdepropéptidoaparentementedemasiadobajas.Hastala fecha,no

hayhallazgossimilaresenel aclaramientodelPINP.

Como ya comentamosen la introducción, los ensayosde los propéptidosdel

colágenotipo 1 estánbasadosen la deteccióninmunológica.Con respectoal PICP, los

ensayoscomunicadosen la literaturaparasu determinaciónson máscomparablesentresi

quelos ensayosdelPINP. Laprincipal diferenciaentrelas variantesmásnuevas(94,189,

190)y el ensayoinicial (191) es la purificaciónmásrigurosadel antígenoPICP antesde

la inmunización. Por el contrario, los ensayoscomunicadosen la literatura para la

determinación del PITNP no son directamente comparables unos con otros, ya que varian
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respectoa su especificidadparareaccionarcon una ó con las dos formas séricasdel

antígenoPINP (moléculaintactaó dominioColl) (88-93).

En el presentetrabajo hemosutilizado el RdA PROCOLLAGEN 1NTACT PINP

[1251](93) que detectasolamentela moléculaintacta de PIiNP, y, según el autor del

método,la reactividadcruzadade la moléculaintactacon el antígenomáspequeñoestan

sólo del 1.2%. El hechodeutilizar un inmunoensayoque detectesolamentela molécula

intacta de PINP, consideramosque es una ventaja por varias razones. 1) como ya

comentamos en la introducción, el antígeno más pequeño de PINP parece estar más

relacionado con la degradacióndel colágenoPN tipo 1 (Coll) que con la degradación de

la moléculaintacta de PINP y estasmoléculasde colágenoque han retenido el propéptido

aminoterminalparecenestarpresentesen los tejidos blandospero ausentesen el hueso

mineralizado;2) el aclaramientodecirculaciónde los productosdemetabolismodepende

de la funciónrenal, regulaciónquedifiere del aclaramientohepáticode la forma intacta;

3) la estandarizacióny una buenareproducibilidad de la medida sólopuede conseguirse

cuandoseestámidiendoun antígenohomogéneo.

En conclusión, la isoenzima ósea de la fosfatasaalcalina y el propéptido

aminoterminaldelprocolágeno1, son los marcadores deformaciónósea quepresentan

una eficacia superior, sobre los demás marcadoresde formaciónestudiados, fosfatasa

alcalina total, osteocalcinay propéptidocarboxiterminal del procolágeno1, para el

estudiodela osteoporosispostmenopaúsica.

Con respecto a los marcadoresde resorción óseadeterminadosen la OSP

postmenopaúsica,todos, a excepción del ICTP, estaban significativamente elevados en

estas pacientes con respecto al grupo control.

El calciourinariode unamuestrade orinadeprimerahorade la mañana,corregido

por la eliminación de creatinina,ha sido un clásico marcadorde resorciónóseapero

presentapocasensibilidaden la OSP(185). En el presentetrabajo,la sensibilidaddeeste

marcadortampocofué buenaparael estudiode la osteoporosispostmenopaúsica.El área
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bajo la curvaROC de estemarcadoren estapatologíafué del 78%, significativamente

inferior a la observadacon la Dpd/Cr, NTx/Cr y CTX/Cr.

El dato más interesante del presente trabajo, en el estudio de la OSP

postmenopaúsica,es el diferente comportamientode los marcadoresderivadosde la

degradacióndel colágenoóseo. Como podemosdeducir de la introducción de este

trabajo, de todos los marcadoresde resorción ósea derivadosde la degradacióndel

colágenotipo 1 (Hp/Cr, PYD/Cr, Dpd/Cr, JCTP,NTX/Cr, CTX/Cr) la Hp/Cr esel menos

específicopara el estudio de la resorciónósea. Está localizadaen diferentestejidos,

ademásde en el tejido óseo,sufremetabolismohepático,esabsorbidapor el intestino,

etc. y además,el métodode cuantificaciónde Hp es largo y tedioso,querequiereuna

hidrólisispreviade la muestrade orinaparaliberarla hidroxiprolinaunidaapéptidos.Sin

embargo,a pesarde los inconvenientesde su determinación,esteaminoácidoha sido

utilizado durante muchos años como marcador de resorción del hueso (192).

Por otra parte, a pesarde que la Hp/Cr es, teóricamente,el marcador menos

específico (de todos los derivados de la degradación del colágeno óseo) para el estudio de

la resorciónósea,nosotrosobservamosun incrementosignificativo en los nivelesde Hp

en pacientes con OSP postmenopaúsicadel 30% (p=O.0049) versus mujeres

postmenopaúsicas controles, y el único marcador con el que no observamos diferencias

significativasenpacientescon OSPpostmenopaúsica,versusmujerespostmenopaúsicas

controles,escon el ICTP (teóricamentemásespecíficoderesorciónóseaquela Hp).

En el presentetrabajo,observamosun incrementosignificativo (p=0.0000)en los

nivelesde PYD/Cr y de Dpd/Cr en pacientescon OSPpostmenopaúsica,del 47.2%y

133.8% respectivamente,versus mujerespostmenopaúsicassanas(PYD/Cr: 31.5±11.8

nM/mM versus21.4±7.3nM/mM, Dpd/Cr: 15.2±6.6nM/mM versus6.5+2.2nM/mM).

Sin embargo,el análisis que hemosrealizado sobre la utilidad diagnóstica(relación

sensibilidad/especificidad)de estos marcadoresen estapatología, ha mostradoque el

marcadorDpd/Cr es mássensibley específico(áreabajo la curva ROC: 97%) para el

estudiode la OSPpostmenopaúsicaquela PYD/Cr cuyo áreabajo la curvaROC es del

77%. Paraunaespecificidaddel 100%, la sensibilidadde la Dpd/Cr fié del 80%, frente
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al 28% de sensibilidadpara la PYD/Cr. Este hecho confirma la mayor especificidad

teóricade la Dpd sobrela detenninaciónde la PYD, parael estudiodela resorciónósea.

Nuestros valores de normalidad, en una población postmenopaúsicacontrol

fueron:21.4±7.3nMImM parala PYD/Cr (ELISA PYRILINKS®) y 6.5+2.2nMImM para

la Dpd/Cr (ELISA PYRILINKSTM-D), semejantea los observadospor Ebelinget al. (193)

y porlos autoresdelmétodo(130).

El autordel método ELISA PYRUJINKS® (que mide piridinolinas totaleslibres:

PYD=Pyr+Dpd) observamuy buena correlación entre los niveles de PYD libres,

medianteesteELISA, con los depiridinolínastotalespor UPLC (r=0.97, pc0.001)y con

los deHP (r==O.90,p<O.OOI) (129).

El ELISA PYRILINKStD (130), que mide desoxipiridinolinaslibres (Dpd),

utiliza un anticuerpoquetiene unareactividadcruzadacon la Pyr libre menordel 1% y

prácticamentenula con las formas unidasa péptidos. Segúnel autor del método, el

cocienteDpd/Cr por esteELISA es aproximadamenteun 15%mayor enmujeresqueen

los hombres,Diferenciassimilaresa estasobservaronSeibel et al. (194) utilizando un

inmunoensayoque reconoceambosanillos, Pyr y Dpd. El autor del método también

observamuy buena correlaciónentre los niveles de Dpd libres determinadospor este

ELISA con los niveles de Dpd totales por HPLC en un amplio rango de grupos con

diferentes alteraciones del metabolismo mineral, como la OSP, la EOP, el

hiperparatiroidismoprimario, ó en las metástasisóseasderivadasdel cáncerde mama

(130).

Nuestrotrabajocoincideconel deotros autores,queobservanquelaspiridinolinas

discriminan mejor entre mujeres sanas y pacientes con OSPque la Hp (198,199). En un

trabajopreviodenuestrogrupo, laspiridinolinastambiénfUeron mássensiblesquela Hp

paramonitorizarla terapiacon bifosfonatosenestaspacientes(199).

La apariciónen los años80 de las piridinolinas y desoxipiridinolinas,supusoun

avance importante en el estudio de la resorción ósea respecto a la detenninación de Hp.

La determinaciónde piridinolinas en orina tiene muchas ventajascon respectoa la

determinaciónde Hp urinaria: 1) susniveles no seven influenciadospor la dietaporque
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no son absorbidasen el intestino (200); 2) los anillos de piridinolina sólo pueden

derivarsede las fibras de colágenomientrasquela Hp puedeprocederdel colágenoy de

otras frentesdiferentes a éste; 3) los anillos de piridinolina son más específicosdel

colágenoóseoque la hidroxiprolinaporque las piridinolinas sólo se forman cuandolas

moléculasde colágenohansido liberadasal medioextracelular,y no en el interior de las

células,por lo que representanproductosde degradacióndel colágenomaduroy nunca

del “pool” de nuevasmoléculasdecolágeno,quepor diversasrazonesno van a llegar a

formar fibrasdematrizextracelular.La Hp, sin embargo,puedeprocederdemoléculasde

colágenoneoformado; 4) las piridinolinas, debido a su estructuraquímica, no son

catabolizadasen el organismo,sino que son excretadastotalmenteen orina, por lo que

proporcionanunamedidadirectade la cantidadde colágenoresorbido(110,113,127);5)

si bien la determinaciónde piridinolinascomenzórealizándosepor cromatografialíquida

dealtaresolución(métodobastantetediosoy no disponibleentodos los laboratorios)hoy

en díasedisponeya detécnicasbastantesensiblesy específicas,basadasen la utilización

de anticuerpos monoclonales. Son técnicas de inmunoensayo, que permiten la

cuantificaciónenorinadePyry Dpd de un modorápidoy sencillo(129,130).

A pesarde las ventajasque presentala determinaciónde piridinolinas frente a la

determinaciónde hidroxiprolina, hemosde teneren cuentaque las piridinolinaspueden

formarsecomomodificacionespost-traduccionalesdecualquiertipo de colágenofibrilar,

incluyendo los colágenos tipos 1 y III de los tejidos blandos. De hecho, el tejido de

granulaciónesparticularmenterico enpiridinolinas,comotambiénlo esel tejido fibroso

del hígado. Estos hallazgosno indicanque las piridinolinas no puedanutilizarsecomo

marcadoresde la degradacióndelhueso,sin embargo,enfatizanla necesidadde utilizar el

término“especificodehueso”conmuchaprecaucton.

Se haobservadoquela concentraciónde piridinolinasaumentaduranteel periodo

perimenopaúsicoy semantieneelevada,al menos,durantelos primerosañosdespuésde

la menopausia(193,197,201),habiéndoseobservadoincluso, niveles significativamente

elevadosenmujerescon menopausiatemprana,con respectoaaquellascon menopausia

normal (202). A esterespecto,tenemosque decir que, existentrabajosrealizadoscon

piridinolinas en los que se han intentado comparar mujeres premenopaúsica.scon
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postmenopaúsicasno emparejadasen edad,incrementándoseasíel aparenteefectode la

menopausiasobrela eliminaciónde piridinolinas(116,142,193,203).En nuestroestudio

ambos grupos, mujeres controles y pacientes con OSP postmenopaúsica, estaban

emparejadosenedad.

Queremosdestacaraquí, el hechode quetanto la PYD como la Dpd quehemos

determinadohansido enforma libre, al hacerla determinaciónpor enzimoinmunoensayo.

En estepunto, seríainteresantedestacarun trabajorealizadopor Garneroet al. (142) en

el que se demuestraque los bifosfonatosy los estrógenospuedenafectarde diferente

forma a la rotura del colágenomediadapor los osteoclastos.Los autoresobservaronuna

disminuciónsignificativa(p<zO.001)de los nivelesdepiridinolinastotalesy de lasunidas

apéptidos,pero no de las piridinolinas libres, en pacientescon OSPy EOPdespuésdel

tratamientodurantecorto periodode tiempo con pamidronato.Los mismosresultados

observaronKa¿rnel et al. (204) en un grupo de mujeres de edad avanzadatras la

suplementacióncon vit. D y calcio. Porotra parte,Garneroet al. (142) sí observanuna

disminuciónde las piridinolinaslibres (ademásde las totalesy de las ligadasapéptidos)

en mujerespostmenopaúsicasdespuésde 6 mesesde tratamientocon estrógenos.Debido

a que las piridinolinas libres no varian despuésdel tratamiento con pamidronatoen

pacientes con OSP y EOP, y sí varían despuésdel tratamientocon estrógenos,estos

autores plantean la hipótesis de que los bifosfonatos al entrar en contacto con las fibras

de colágeno óseo mineralizadas, interfieren en el proceso de degradación del mismo,

impidiendo la liberación de piridinolinas libres, mientras que los estrógenos intervienen

en el proceso de resorción vía indirecta, uniéndose a receptores nucleares del osteoblasto

(205,206) no modificando el proceso de degradación del colágeno óseo, y permitiendo así

la liberaciónde ambasformas(libres y unidasapéptidos).Por otraparte, seha de tener

encuenta,quedadoqueel metabolismorenalde las piridinolinasesaúndesconocido,no

sepuededescartarquepartede las piridinolinas libres puedanser generadasapartir de

lasunidasapéptidosenel riñón y queel tratamientoconestrógenosó bifosfonatospueda

afectaral metabolismode lasmismas.

Ebeling et al. (193) observaronun descensosignificativo en los nivelesde Pyr y

Dpd totales por HPLC en mujeres postmenopaúsicastratadas con estrógenos-
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progestágenos,perono observarondiferenciassignificativasen los nivelesdeDpd libres

eneste mismogrupo.

Ivlassageret al. (207) enun estudiorealizadoen 1994, observaronque los niveles

de Pyr y Dpd totalesdeterminadospor HPLC, estabanmucho máselevadosen mujeres

postmenopaúsicasquelos demásmarcadoresderesorciónóseaestudiados(ICTP, Ca/Cr,

Hp/Cr) y que ambaspiridinolinas descendíanconsiderablementedespuésde un año de

tratamientoconterapiahormonalsustitutiva.

Es posible, por tanto, que las diferenciasobservadasen nuestro trabajo, entre

pacientescon OSP y controles, fUeran aún más marcadassi se hubierarealizado la

determinacióndePyr y Dpdtotalespor HPLC (libres+lígadasapéptidos)en lugardepor

inmunoensayo(sólo las formaslibres).

Entre las piridinolinas unidasa péptidos que hemosestudiadoen estapatología

destacanel ICTP y el NTx. Ambosson telopéptidosunidospor puentesde piridinolina.

Hay resultados preliminaresque indican que las piridinolinas unidas a péptidos,

representanuna mejora importante en el estudio del remodelado óseo, sobre la

determinacióndepiridinolinasy desoxipiridinolinaspor HPLC (132).

Conrespectoal ICTP, nuestrovalordenormalidad,paraunapoblacióndemujeres

postmenopaúsicassanas,es de 3.5±0.9.ig/L (media±DS)(rango 1.7-4.8gg/L), niveles

semejantesa los observadospor otros autores(3.1±2gg/L) (203) y a los observadospor

los autoresdel método (3.46+1.llgg/L, rango: 1.8-5.4 ¡sg/L) (131) en un grupo de

mujeressanasde la mismaedad.Nosotrosno hemosobservadodiferenciassignificativas

entre los niveles de ICTP de las pacientescon OSPpostmenopaúsicaversusel grupo

control(3.5±0.5xg/L versus3.5+0.9¡xg/L).

Nuestrosresultadosno estándeacuerdoconlos obtenidospor Kushidaet al. enun

trabajo publicado en 1995 (203). Estos autores sí observaron niveles de ICTP

significativamenteelevados(p.tzo.O0l) en pacientescon OSPpostmenopaúsica(versus

mujerespostmenopaúsicassanas).Los nivelesde ICTP que estosautoresobservanen

mujerescon OSP postmenopaúsicason mucho mayoresa los nuestros(9.4+1.8 ¡sg/L

versus3.5±0.5gg/L) y a los de otros autores(159). Este hechopuedeser debidoa las

característicasdel grupo.Nosotrosestudiamosmujerescon unaedadmáximadc 70 años
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paraevitar la inclusiónen el estudiode mujeresconOSPsenil, y Kushidaet al. estudian

mujeresde hasta91 añosde edad(203). Es probablequeestosautoresesténincluyendo

en el estudiomujeresconOSPsenily quela patofisiologíadel huesoenestetipo de OSP

seadiferentea la de la OSPpostmenopaúsica.

A pesar de la mayor especificidadteórica del ICTP sobre la Hp/Cr ó las

piridinolinas, como marcador de resorción ósea, nosotros en nuestro trabajo, no

observamosincrementosignificativo de los niveles de ICTP en pacientescon OSP

postmenopaúsica(3.5+0.5 ¡xg/L) versusmujerespostmenopaúsicassanas(3.5±0.9gg¡L),

y sí observamosincrementosignificativo en los nivelesde Hp/Cr y de piridinolinas en

estas pacientes.Además observamosque, para una especificidad del 100 %, la

sensibilidaddel ICTP para el estudiode la OSPpostmenopaúsica,fué nula (0 %) y la

sensibilidadde las PYD y Dpd fuerondel 28% y 80% respectivamente.Estosresultados

no dejande ser sorprendentessi tenemosencuentaqueel ICTP séricoesespecíficodel

colágenotipo 1 (colágenodelhueso)y quela Hp y piridinolinasen orinapuedenproceder

tambiéndeotrostiposdecolágeno(no óseo).

En concordanciacon nuestrosresultados,encontramosun trabajode Pedrazzoniet

al. (208) realizadoen 1995 en pacientescon OSPy EOP, en el queobservaronque los

marcadoresbioquímicosde resorciónósea determinadosen orina (Hp, PYR y NTx)

descendíanen mayor gradoque los marcadoresdeterminadosen suero (ICTP) después

del tratamientoconbifosfonatos.

Hemos observadotambién resultadoscontradictorios en la bibliografia con

respecto a la utilización del ICTP para monitorizar pacientes tratados con terapia

hormonalsustitutiva.Hassageret al. (207) encontraronquela medidade los nivelesde

ICTP séricopuedeservirparadetectarcambiosenel procesode resorciónóseacausados

por la menopausiay por el tratamientocon THS, pero que estemarcadorera menos

sensiblequelos marcadoresbioquímicosderesorciónóseadeterminadosenorina.Brixen

et al. (209) observaronquelos nivelesde ICTP aumentabana medidaquese aumentaba

la dosis de hormonade crecimiento en mujerespostmenopaúsicascon osteopenia.Por

otra parte,en un estudiorealizadoen 1996 por nuestrogrupode trabajo (199) sobre la

utilidad clínicade los nuevosmarcadoresderivadosde la degradacióndel colágenopara
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el estudiode la OSPpostmenopaúsica,el ICTP no tité sensibleparamonitorizarla terapia

con etidronatosódico+vit.Dl-Caenestasmujeres.

Con respectoal NTx, los resultadosdel presenteestudiomuestranquelos niveles

de estemarcadoren la OSPpostmenopaúsicaaumentanel 149% conrespectoaun grupo

control de su mismaedad, frente a un aumentodel 30% de la Hp/Cr, deI 47.2% de las

PYD/Cr libres y un aumentocero de los nivelesde JCTP. Nuestrosresultadosestánde

acuerdocon los obtenidospor Rosenet al. (210) en un trabajopreviopublicadoen 1994.

En estetrabajo los autoresevalúanla especificidadurinaria del NTx como marcador

bioquímicode resorciónósea.Los autoresobservaronquedespuésdel tratamientocon

bifosfonatoslos niveles de NTx disminuyeronen un 85% frente al 20% y 25% de

inhibición de la Hp y de la PYD respectivamente.Este hecho sugiereque cuandoes

inhibida la resorciónóseamuy pocoNTx procedede frentesextraóseasmientrasquela

Hp y la PYD tambiénprocedenengrancantidaddeotras frentesdiferentesdelhueso.De

hecho, existen trabajos recientesen los que se observaque el nuevo marcador de

resorciónNTx esmucho másespecíficodel procesode resorciónóseaque la Hp, Pyr,

Dpd e ICTP; y quesusnivelesen orinaproporcionanunamedidadirectadel procesode

resorcióndelhueso(142,193,204,208,211-213).

Si comparamoslos resultadosquehemosobtenidoen el presenteestudioentrelos

dostelopéptidosNTx e ICTP,observamosque la determinaciónde los nivelesdeNTx en

orina, representa una medida mucho más especifica del proceso de resorción ósea que la

del ICTP sérico (132) parael estudiode la OSPpostmenopaúsica.Este hechoestáen

concordanciacon descubrimientosprevios, en los que se observa,que de todos los

péptidos recogidos en orina que contienenanillos de hidroxilisilpiridinolina (Pyr) y

lisilpiridinolina (Dpd), losNTx sonlos másabundantesy queel extremoN-terrninalde la

moléculade colágenoesla fuentedel 60%de lisilpiridinolina (Dpd) (139).Por otra parte,

tambiénsehavisto queen la formacióndel anillo de piridinolinadel NTx sólo se da la

interacciónct1(I)—cz2(J) entre las regionestelopeptídicasaminoterminales,uniones que

distinguenal colágenotipo 1 del huesodel colágenotipo 1 de otros tejidos. La unión

a1(I)—a1(I) en el NTx es la menosabundante,mientrasque en el ICTP sólo se da la
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interacciónct1(I)—ct1(I)entrelasregionestelopeptídicascarboxiterminales.Estoesdebido

aquela regióntelopeptídicaa2 enel ICTP carecederesiduode usina(214).

El NTx, tambiénha mostradoser más sensibleque las piridinolinas libres y

totales,paradetectarel incrementode resorciónóseaquecomienzaaproducirsedurante

el periodo perimenopaúsico(193) y parapredecir la apariciónde metástasisóseasen

pacientesconcáncer(215).

En un interesanteestudiorealizadopor Soneet al. (216) se evalúanlos factores

queafectana las variacionesbiológicasdelNTx y sedefinenlos límites dereferenciade

estenuevo marcador.Nuestrovalor de normalidadparaunapoblaciónpostmenopaúsica

sana(rango de edad:41-70 años) es de 45.4±23.9nM ECO/mM Cr, semejantea los

obtenidospor otros autoresen unapoblación de iguales características(216,217). En

pacientes con OSPpostmenopaúsica, observamos un aumento significativo &=O.OOOO)en

los nivelesdeNTx conrespectoal grupocontroldesumismaedad (aumentodel 149%).

En un trabajorealizadopor Garneroet al. (159) en el que se evalúala utilidad

clínica del NTx para el estudio de la OSP postmenopaúsica,este autor observaun

incremento en los niveles de NTx del 271% en las pacientes, niveles que casi duplican el

incrementoquenosotrosobservamos(149%).Estosautoresestáncomparandodosgrupos

de mujeresno emparejadasenedad&acientescon OSPpostmenopaúsicaversusmujeres

premenopaúsicassanas) incrementándoseasí el efecto de la OSP con el de la

menopausia; y en nuestro trabajo comparamos mujeres emparejadas en edad

(postmenopaúsicas con OSPversus postmenopaúsicas sanas). A ello puede deberse que el

incrementoquenosotrosobservamosseamenor.

A la vistade nuestrosresultados,el NTx demostróserun buenmarcador,con un

buena relación sensibilidad/especificidad(áreabajo la curva ROC del 93%), para el

estudiode la osteoporosispostmenopaúsica.

Con respectoal CIX nuestrosresultadostambiénconfirmanla gran especificidad

teórica de este marcador. En pacientescon OSP postmenopaúsicano observamos

incrementosignificativo en los nivelesdeICTP conrespectoal grupocontrol (p=0.7955),

mientras que sí se observacon el CIX (p=0.O000). La secuenciapeptidica de 8



<DIscu&ón106

aminoácidoscorrespondienteal CTX, esmuchomásespecíficadel colágenoóseoque el

ICTP (211). El ICTP estáformado por tres fragmentospeptídicos,correspondientesa

moléculas de colágeno diferentes, unidos por un puente de piridinolina. Dos de estos

péptidos procedende la región telopeptídicaa1(I) y el tercero procedede la región

helicoidal de unacadenaa1(I) ó «2(I). Como la región helicoidal de las cadenasa de la

molécula de colágeno, al contrario que la región telopeptídica, está fuertemente

conservada genéticamente en todos los tipos de colágeno, es posible que en el ICTP se dé

reactividad cruzada con la región helicoidal de moléculas de colágeno tipo u ó de

colágenotipo III. A este respectotenemos que comentar que Kjeldsen et al (218)

observaron niveles significativamente elevados de ICTP (6.2pg/L versus 2.6jg/L,

p<O.OOOl) en pacientes con enfermedad de Crhon’s, patología caracterizada por un

deteriorogradualde lasfibrasintestinalesformadaspor gran cantidaddecolágenotipos 1,

III y V. El CTX al ser una cadenapeptídica específicade la región telopeptídica

carboxiterminal de una cadena «41) de la molécula de colágeno tipo 1, no presenta

problemade reactividadcruzadacon otrasmoléculasde colágenodistintasdel colágeno

tipo 1, por lo que estemarcadores másespecíficodel procesode resorciónóseaque el

ICTP.

Porotra parte,comparandoel CTX con las piridinolinas,observamosqueen estas

pacientes los niveles de CIX aumentan un 135,5% frente a un aumento del 47.2% de las

PYD libres y un aumentodel 133,8% de las Dpd libres (recordemosque el NTx

aumentabael 149%). Los niveles de CTX determinadospor el ELISA CrossLapsELk

(141) correlacionanbien con los de piridinolinaspor HPLC y con los de Hp (219,220).

Tambiénse ha observadouna correlaciónlineal negativaentre los niveles de CTX en

orina y el porcentaje de masa ósea en mujeres postmenopaúsicas,por lo que la

determinaciónde CIX puedeser, también,un parámetroútil parapredecirel riesgode

osteoporosisen mujerespostmenopaúsicas(220), así como para predecirel riesgo de

fracturasenmujeresdeedadavanzada(158).

Recientementese ha llevado a cabo un interesantey amplio estudioprospectivo

sobre la predicciónde fracturasutilizando marcadoresde resorciónósea. El estudio
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EPIDOS(158) encontróque el NTx/Cr, CTX/Cr y Dpd/Cr, determinadosutilizando los

mismosensayosquenosotroshemosutilizado parael estudiode la OSPpostmenopaúsica

(130,132,141)eran significativamentemásaltosen mujerescontrolespostmenopaúsicas

que en mujerespremenopaúsicascontroles, pero solamentelos niveles de CTX/Cr y

Dpd/Creranmásaltosenpacientescon fracturadecaderaqueen los sujetoscontrolesde

la mismaedadque no sehabíanfracturado.Los autoresconcluyenque los valoresde

CTX/Cr y deDpd/Cr másaltosque el límite superiordenormalidad(media+2DS)de las

mujerespremenopaúsicasestánasociadoscon un incrementodel riesgode fractura de

cadera en mujeres de edad avanzada. Nuestros resultados sobre la eficacia diagnóstica de

los marcadoresCTX/Cr y Dpd/Cr estánde acuerdocon los resultadosde Garneroet al.

(158).

En otro trabajo publicado paralelamentepor los mismos autoresdel estudio

EPIDOS(157) se evalúa la utilidad del NTx/Cr y del CTX/Cr junto con otros marcadores

de formaciónósea,parapredecirel riesgoquetienenlasmujeresde padecerosteoporosis

en la etapapostmenopaúsica.Los autoreshacenun seguimientode estosmarcadoresen

mujerespremenopaúsicas,perimenopaúsicas(alteracióndel ciclo menstrualy nivelesde

hormonafolículo estimulanteelevados)y mujerespostmenopaúsicas(con másdeun año

de menopausia).Es sorprendenteobservarcómo los nivelesde CTX/Cr y deNTxICr ya

están significativamenteelevadosen la perimenopausiacon respectoa la premenopausia

en estas mujeres. Estos resultadostambiéncoinciden con la mayor sensibilidad que

nosotrosobservamos,en el presentetrabajo,con estosmarcadoresparael estudiode la

OSPpostmenopaúsica.

A la vista de nuestros resultados en el estudio de la OSPpostmenopaúsica,

podemosconcluir quelos marcadoresde resorciónóseacon mayoreficaciadiagnóstica

para el estudiode estapatologíafueron la Dpd/Cr, el NTx/Cry el CTX/Cr (áreasbajo

las curvasROC:97%, 93%y91%respectivamente).
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La segundapatología objeto de estudio en el presentetrabajo ha sido la

ENFERMEDAD ÓSEA DE PAGET.

La fosfatasaalcalina total en suero (FAt) y el cocientehidroxiprolina/creatinina

(Hp/Cr) en orina se han utilizado a lo largo del tiempo para evaluar los efectosdel

tratamientocon calcitonina(221) ó bifosfonatos(222-224)sobreel remodeladoóseoen

la EOP.

En el presentetrabajo hemos evaluado la utilidad clínica de los marcadores

bioquímicosde remodeladoóseo(formación:FAt, FAO, BGPy PICP séricos;resorción:

Ca/Cr, Hp/Cr, PYD/Cr, y CTXICr en orina e ICTP sérico) para el seguimientodel

tratamientocon tiludronato, en dosisde 400 mg/día durante3 meses,en pacientescon

EOP.

Todos los marcadoresdeformaciónósea,estabansignificativamenteelevadosen

el grupo depacientescon EOP(en condicionesbasales)con respectoa un grupocontrol

emparejadoenedady sexoconel de los pacientes.

Los marcadoresmás sensiblespara monitorizar la capacidadde respuestadel

tiludronatoen estapatologíafueronla FAt y la FAO. Si bien la FAt disminuyeen mayor

proporciónque la FAO durantelos dos primerosmesesde tratamiento,la inhibición de

ambasfié del mismoordende magnituddespuésde los tresmeses(FAt: 55.9%,FAO:

57.8%; p~=0.0O0 versus los niveles basales en ambos casos). Nuestros resultados

coincidencon los de otros autores(169,171).Rouxet al. (169) observaronunainhibición

de los niveles séricos de FAt del 57.4% despuésde 3 mesesde tratamiento con

tiludronatoenpacientesconEOP.Reginsteret al. (171) observaronunainhibición en los

nivelesséricosde FAt del 47.2%,en pacientescon EOP queteníanuna actividadFAt

menorde dosvecesel límite superiorde normalidad,y del 49.3%enpacientescon EOP

cuya actividad PAt era mayor de dos veces el limite superior de normalidad. Los

pacientesde nuestrogrupo teníanun nivel basal medio de FAt de 5.5 vecesel límite

superiorde normalidad(620 UI/L versus95 UI¡L). Porotraparte,el nivel basalmediode

FAO en los pacientesde nuestrogrupoerade 14.2 vecesel límite superiordenormalidad

(261 ~xgWversus 18.4 jig[L).
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Nosotrosno hemosencontradoen la literaturaningúntrabajoenel queseevalúela

utilidad clínicade la FAO parael seguimientodel tratamientode la EOPcon tiludronato.

Sin embargo,en un trabajoprevio realizadopor Garneroet Delimas (182) los autores

observan una mayor inhibición de la FAO(58%) que de FAt (43%) en pacientes con EOP

despuésde seis mesesde tratamiento con pamidronato,un bifosfonato de segunda

generacion.

Con respectoa la BGP sólo seobservainhibición significativa despuésdelprimer

mesdetratamiento(11.9%). Nuestrosresultadosestándeacuerdoconlos observadospor

otros autores que confirman que la BGPno es un marcador útil para el estudio de la EOP

(225-227).A esterespectohemosde comentarque, dadoqueel remodeladoóseoenesta

patologíaestámuy incrementado,esposibleque segenerenfragmentosde BGP queno

seandetectadospor el ensayo.Nuestrosresultadostambiéncoincidencon los deRyanet

al (228)queobservaronquedespuésdeseis semanasdetratamientocon pamidronatolos

nivelesséricosdeBGPno mostrabancambiossignificativos.

El método quenosotroshemosutilizado parala determinaciónde BGP en estos

pacienteses el IRMA ELSA-OST-NAT, que solamentedetecta la BGP intacta. La

estabilidad de los valores de osteocalcinamedida con este IRMA, bajo diferentes

condiciones de mantenimiento de la muestra, no es muy buena debido a la degradación

que sufre en suero la molécula intactade osteocalcina,tanto a temperaturaambiente

comoa 40C (71). Por lo tanto,cuandosetrabajacon el IRMA ELSA-OST-NAT, el suero

hadesercongelado,encasodeno serprocesado,dentrode la horasiguienteal momento

de la extracción.Estehechoha sido tenido en cuentaa la hora de realizarel presente

trabajoen las condicionesdeobtenciónde lasmuestras.

Con respectoal PICP, observamosuna inhibición del 44.8% al primer mesde

tratamientocon tiludronato en estospacientes.Por el contrario, no observamosnuevos

cambiosal aumentarel tiempodetratamientodurantelos dos mesesposteriores.

En conclusión,enel presentetrabajo, seobservaque, de todos los marcadoresde

formaciónóseaestudiados,los nivelesséricosde FAtydeFAOson los marcadoresmás

sensiblespara el seguimientodel tratamientocon tiludronato enpacientescon EOP. Sin

embargo, debido a la c4ferendade precio entre los dos marcadores, la FAO sérica
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debería ser elegida únicamentecuando se dé coexistenciade patología hepática. El

PICP sérico muestramenossensibilidadque la FAt sérica, y la BGP sérica no es

indicadacomomarcadorde remodeladoóseopara el estudiode la EOP.

Los marcadoresde resorción que hemos evaluadopara el seguimientodel

tratamientocontiludronatoen la EOPhansido el Ca/Cr,Hp/Cr, PYD/Cr, y CTX/Cr en

orina, y el ICTP en suero. Todos ellos estabansignificativamenteelevados en los

pacientesconEOP(encondicionesbasales)conrespectoal grupocontrol.

Los nivelesde CaICr, desciendenun 67% despuésdel primermesde tratamiento,

observándoseun ligero incrementoen los dos mesesposteriores.

El clásico marcadorde resorciónóseaHp/Cr, ha sido ampliamenteutilizado en el

seguimientode diferentestratamientosen la EOP, obteniéndosemuy buenosresultados

(171,223,224)a pesar de su falta de especificidadósea. Nosotros observamosuna

inhibición en ordencrecienteen los niveles de estemarcador,desdeel primer mes de

tratamientohastael tercero(44.5%,56.9%y 60.6%respectivamente).

En el presentetrabajo observamos,en pacientescon EOP, un aumentoen los

nivelesurinarios de PYD libres del 800% versusun grupo control (p=0.0000);niveles

quedesciendenhastaenun 47.9%al tercermesde tratamientocontiludronato (p=O.OOO)

(229). Nuestrosresultadoscoincidencon los dePedrazzoniet al. (208) queutilizando el

mismo ensayoquenosotros,observanunainhibición en los nivelesde PYD del 42% en

pacientes con EOP después de 7 días de tratamiento con otros bifosfonatos

(clodronato+alendronato)por vía parenteral.Delmaset al. (197) utilizando tambiénel

mismoensayo,observanunainhibición del 71%en los nivelesde PYD enpacientescon

EOP despuésde 3 diasdetratamientocon pamidronatovía intravenosa.Por el contrario,

Garneroet al. (142), no observarondisminución en los niveles de piridinolinas y de

desoxipiridinolinas libres en pacientes con EOP y OSP despuésde tres días de

tratamiento con pamidronatovía intravenosa. Estas diferencias observadas,en la

eliminacióndepiridinolinas,(142,197,208)puedenserdebidasa las característicasde los

gruposenestudio.El trabajodeDelmaset al. (197) (71% de inhibición), serealizóen un

grupo de pacientescon un remodeladoóseotresvecesmayor queel de los pacientesdel
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trabajodeGarneroet al. (142) (0% de inhibición). Porotraparte,en el trabajodeDelmas

et al. seobservaun 70% de inhibición en la eliminacióndepiridinolinastotalesfrente al

25%-40%deinhibiciónen los nivelesdepiridinolinastotalesqueobservanGarneroet al.

Las razonespor las queseobservanresultadostancontradictoriosno estánclaras,

pero parecenresponder,al menosen parte, a las diferentesformas de degradacióndel

colágeno,que se producenen los distintos nivelesde remodeladoóseo (EOP activa ó

media)y en lasdistintaspatologíasqueafectanal hueso(OSP,EOP,etc.).

Enel presentetrabajo,tambiénobservamos,al igualqueocurrecon la Hp/Cr, que

los nivelesde PYD/Cr desciendenprogresivamente,desdeel primer mesde tratamiento

con tíludronatohastael tercermes(34.9%,45.8% y 47.9% respectivamente)aunqueel

ordende magnitudesmenorquecon la Hp/Cr.Nuestrosresultadosestánde acuerdocon

los de Hamdy et al. (105) y Seibelet al. (113) en quelaspiridinolinasno parecenofrecer

ventajas sobre la determinacióndel clásico marcador de resorción Hp/Cr para la

monitorizacióndel tratamientoenpacientesconEOP.

Bettica et al. (230) hicieron un estudiocomparativosobre la utilidad clínica de

cuatromarcadoresbioquímicosde resorciónósea(Hp/Cr, galactosilhidroxiliisina,Pyr y

Dpd) parael estudiode la resorciónóseaen sujetoscon diferentespatologíasdel hueso.

Estos autoresconcluyen que los cuatro marcadores tienen la misma capacidadde

respuestaante grandes cambios del remodeladoóseo. Sin embargo, ante pequeños

cambiosde remodelado,la Hp/Cr erala que menorpoderde discriminacióntenía con

respectoa los otros tresmarcadores.Resultadoscontradictorioscon los de estosautores

(230) sonlos del grupo de Alvarez et al. (104) queobservanquela Pyr/Cresmáseficaz

que la Hp/Cr parael diagnósticode la EOP, especialmenteen el caso depacientescon

bajaactividadmetabólica.

Conrespectoal ICTP, tenemosquedestacar,queal contrariode lo queocurríaen

la OSP postmenopaúsica,en pacientes con EOP sí observamosun incremento

significativo en los nivelesde ICTP (utilizando el mismo RIA parasu determinaciónen

ambosestudios).Recordemosqueen la EOP seproduceun aumentomuy significativo

del remodeladodel hueso(formacióny resorción)y queen la OSPpostmenopaúsicalos

cambiosqueseproducenen el remodeladodel huesoson cambiosmuy sutiles.Por otra
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parte, el ICTP esel marcadorcuyo aumentoesmenossignificativo en los pacientescon

EOP de todos los marcadoresestudiadosen esta patología. Además,este marcador

tampocoes sensibleparamonitorizarel tratamientocon tiludronato en estospacientes.

Los nivelesde ICTP enel presentetrabajo,no varíansignificativamentedurantelos tres

mesesque duró el tratamiento con tiludronato. Este hecho resultasorprendente,si

tenemosencuentaqueel ICTP es, teóricamente,másespecificoquelaspiridinolinaspara

el estudio de la resorciónósea(las piridinolinas descendíanprogresivamentehastael

tercermesde tratamiento).Nuestrosresultadoscoincidencon los de otros autoresque

también observanmayor especificidadde las piridinolinas sobre el ICTP, para el

seguimientodel tratamientoconbifosfonatosde diversasenfermedadesmetabólicasóseas

(208,211,222).Es posible, que debido al aceleradoremodeladoque se produceen la

EOP, segenerenotros telopéptidosqueno seandetectadospor el ensayoutilizado en el

presentetrabajo.Estaposibilidadseconfirma en un trabajo de Hankey et al. (231) que

observaronque los osteoblastospagéticossecretabanun telopéptidocarboxiterminaldel

colágenotipo 1 alteradode30K-Da.

Por otraparte,apesarde quesehanobservadomuy buenascorrelacionesentrelos

nivelesde ICTP sérico con los de otros marcadoresbioquímicos de remodeladoóseo,

FAt, PICP, Pyr y Dpd (203); asícomocon los nivelesde PTH en el hiperparatiroidismo

primario(232), existenmuchasdiscrepanciasacercade la especificidady sensibilidaddel

ICTP como marcadorde resorciónóseaen el estudiode las enfermedadesmetabólicas

óseas(135,199,229)y sepostulasi estemarcadordebeserconsideradomásbiencomoun

marcadorde degradacióndel colágenotipo 1 en general que como un marcadorde

resorciónósea(159).

Las variacionesobservadasen literatura, respectoa los nivelesséricosde ICTP,

sugierenque los nivelesde estemarcadorpodrían reflejar otros aspectosademásde la

resorciónósea, como por ejemplocomponentesde los tejidos blandos.Aunque no se

descartala posibilidad de que estas variaciones puedanser debidas al efecto del

aclaramientorenalde la estructuradel ICTP (131).

Con respectoal CTX, en el presentetrabajo observamosla mayor inhibición al

segundomesdetratamiento(37.16%),pero estainhibiciónesmenora la queobservamos
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con la Hp/Cr. Los nivelesbasalesmediosde CTX/Cr en pacientescon EOPaumentan2

vecespor encima del límite superior de normalidad.Nuestros resultadosno están de

acuerdocon los obtenidospor Garneroet al. (233) en un trabajo previo, en el que

observanquelos nivelesbasalesde CTX/Cr estánelevados6 vecespor encimadel límite

superior de normalidad en pacientescon EOP. Por otra parte, estos autores (233)

observanquelos nivelesde CTXICr disminuyenen mayorproporciónquelos de Hp en

pacientescon EOP despuésde 4 días de tratamientocon pamidronato.Nosotros,sin

embargo,observamosunamayordisminuciónen los nivelesde Hp/Cr quede PYD/Cr en

pacientesconEOPdespuésdel tratamientocontiludronato.

De acuerdoconnuestrosresultados,el clásicomarcadorde resorciónóseaHp/Cr

pareceser el más sensiblepara el seguimientodel tratamiento con tiludronato en la

EOP. Sin embargo,sería interesanterealizar másestudioscon la PYDy el CTX debido

a que son métodosmásfáciles de usar en el laboratorio. Por otra parte, nuestros

resultadosmuestranque el ICTP no es un marcadoradecuadopara el seguimientodel

tratamientocontiludronatoen la EOP.

Comoúltimapartedeestetrabajo,sehatratadodeestudiarla detecciónprecozde

las METÁSTASIS ÓSEASasociadasal carcinomade próstata.

Segúnestudiosprevios, los marcadoresbioquímicos de formaciónóseahan sido

utilizadosparadetectarla presenciade metástasisóseas,así como paramonitorizar la

eficaciade la terapiaantitumoralenestospacientes(175,234,235).

En el presentetrabajo, todos los pacientesdel grupo IV (con metástasisóseas

detectadaspor técnicasde imagen) presentabanniveles significativamenteelevados,

versusel grupo HBP+I±1I(sin metástasisóseas),de los marcadoresde formación ósea

FAt, FAO, BGP, PINIP y PJCP.El objetivo del presentetrabajo lité evaluarsi estos

marcadoresde formaciónósea,podríanmejorarla sensibilidadde las técnicashabituales

de detección de metástasis óseas en el cáncer de próstata, determinación de PSA,

gammagrafiaóseay radiologíaósea.
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Comoya mencionamos en la introducción (1.5.3.), el antígeno sérico prostático

(PSA) es, en la actualidad,el marcadormás ampliamenteutilizado, no sólo para el

diagnósticoy seguimientodel cáncerdepróstata,sino tambiénparadetectarla evidencia

de metástasisóseas(174) (criterio utilizado: un nivel de PSAde másde lOOng/mL indica

quehay unaalta probabilidadde metástasisóseas).En un recientetrabajode Lorenteet

al. (175), 8 de 52 pacientes(15%) sin metástasisóseaspresentabanun nivel de PSA de

másde 100 ng/mL (especificidaddel 85%), y 10 de 48 pacientescon metástasisóseas

(21%) presentabannivelesde PSApor debajode 100 ng/mL (sensibilidaddel 79%). La

sensibilidadde estemarcadoren el diagnósticode las metástasisóseasoscila entre el

42.9%y el 83.3%deacuerdoconotrosautores(234,236,237).

Nuestrosresultadosmuestranuna especificidadpara la PSA del 100% (ningún

pacientesin metástasisóseaspresentabanivelesde PSApor encimade 100 gg/L) y una

sensibilidad del 40%, 4/10 pacientes (40%) del grupo IV (con metástasisóseas)

presentabannivelesdePSApor encimade 100 gg/L. Porotraparte,4 de los pacientesdel

grupo IV mostrabanniveles normalesde PSA (menoresde 4xg/L). La variabilidad

observadaen los nivelesde PSA detectadosen los pacientesde estegrupo puedeser

debidaa que ninguno de ellos estabaen condiciones basales,todos estabanbajo

tratamiento.Por eso,enestascondiciones,los marcadoresbioquímicosde formaciónósea

podrían indicar mejor el desarrollo de las metástasis óseas que la PSA.

La FAt ha sido también ampliamenteutilizada en el estudio del desarrolloy

progresiónde lasmetástasisóseasenel cáncerdepróstata(238,239)conunasensibilidad

entreel 60%y el 85 % (238,239). Entre los pacientessin metástasisóseas,estudiadosen

el presentetrabajo, solamentedos presentabanniveles de FAt por encima del límite

superiorde normalidad(especificidaddel 95%, 40/42). Uno de ellos eraun pacientedel

grupo HIBP+I+Il que teníahepatitisC asociada.Porotraparte,seispacientesdel grupoIV

(grupoconmetástasisóseasconfirmada),mostraronniveleselevadosdeFAt (sensibilidad

del 60%, 6/10). Nuestrosresultadosestánde acuerdocon los obtenidospor Rudnicki et

al. (234) en un trabajo previo publicado en 1995, que observaron que la FAt tenía una

sensibilidady especificidad,parala detecciónde las metástasisóseasen pacientescon

carcinomadepróstata,del69% y 91%respectivamente.
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La osteocalcinasérica (BGP), otro marcadorde formación del hueso, ha sido

tambiénutilizadapara la detecciónde las metástasisóseasasociadasa varios tipos de

cáncerpor diversosautores.Kamby et al. (240) encontraronque la medidade BGP no

estabaasociadani con la extensiónni con el númerodemetástasisóseasenpacientescon

carcinomade mama.Burlina et al. (241) encontraronunagran especificidad(81%) pero

unapobresensibilidad(55%) en la detecciónde las metástasisóseasen 65 pacientescon

cáncery con metástasisóseas,hepáticasó de nóduloslinfáticos y Marcellini et al. (242)

observaronvalores elevados de BGP en 22 de 27 pacientescon metástasisóseas

derivadasdecarcinomadepróstata.En el presentetrabajola sensibilidady especificidad

de la BGPfuerondel29%y 86%respectivamente.

El método que nosotros utilizamos para la determinaciónde BGP en estos

pacientes es el IRMA ELSA-OSTEO. La estabilidadde la osteocalcina,bajo diferentes

condiciones de mantenimientode la muestra, es muy buena con este IRMA. El

mantenimientode las muestrasa temperaturaambientedurante24 h, conducea valores

de osteocalcinasolamenteun 20% por debajode los valoresbasales,y si la muestraha

sido mantenida2 horasa temperaturaambiente,los valoresson similaresa los basales

(97%) (71). Los anticuerposempleadosen esteIRMA reconocenla moléculaintactade

BGP y el fragmento aniinoterminal-medio resultante de la proteolisis. La baja

sensibilidadde estemarcadorparadetectarlas metástasisóseaspuedeserdebidaaqueen

estetipo de patologíasegenerenotro tipo defragmentosdiferentesa los quereconoceel

IRMA ELSA-OSTEO.

Nuestrosresultadoscoinciden,por lo tanto,con los de otros autoresen el sentido

de que los marcadoresbioquímicosde formación ósea,PAt y BGP, no muestranla

especificidady sensibilidad deseadasen la detecciónde las metástasisóseasen el

carcinomadepróstata.

La isoenzimaóseade la fosfatasaalcalinaesotro marcadordeformaciónóseaque

hasido utilizadopor los clínicoscon el fin de detectarla presenciademetástasisóseasen

pacientesconcancer.

Un reciente trabajo, muy interesantede Lorente et al. (175) mostrabaque la

determinaciónde FAO podríatenerla másalta eficaciaclínica en el diagnósticode las
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metástasisóseasen el cáncerdepróstata.De acuerdocon estosautores,un nivel de FAO

demásde 30 ng/nt presentabaunasensibilidadde 87.5%y unaespecificidadde 100%.

Nuestrosresultadosestánde acuerdoconestosautores,en el hechode quela FAO esun

marcadormuy sensibley específicoparala detecciónde las metástasisóseasen el cáncer

de próstata.Utilizando un nivel de 18.4 jig/L como límite superior de normalidad,

nosotros encontramosuna sensibilidad del 90% (9 de 10 pacientesdel grupo IV

presentabanniveleselevadosdeFAO), peronuestraespecificidadesdel 79%(34/43).

Es interesantedestacaraquí,queapesarde la alta especificidadde los anticuerpos

monoclonalesutilizados en el IRMA TANT)EM®-OSTASE (45), hay una reactividad

cruzadacon la isoenzimahepáticade aproximadamenteel 20% deacuerdocon estudios

previos realizadospor nuestrogrupo (184) ó del 15% de acuerdocon los resultadosde

Garneroet Delmás (182). Por el contrario, los autoresde estatécnicaatribuyen a la

determinaciónde la FAO unareactividadcruzadacon la isoenzimahepáticade tan sólo

un 3%.Estehechopodríasugerirquela FAO esun buenmarcadoren la predicciónde las

metástasisóseas,excepto cuandohay coexistenciade patología hepática (hepatitis,

metástasishepáticas...)En este último caso, la reactividadcruzadacon la isoenzima

hepáticaesimportantequeseaconsiderada.

Otros trabajos previos también utilizaron la FAO para la detección de las

metástasisóseas. Burlina et al. (241) utilizaron la determinaciónde la FAO por

precipitacióncon lectinade germende trigo y encontraronque la isoenzimaóseaeraun

marcadormuy específicopara el diagnósticode las metástasisóseas.Houzéet al. (243)

tambiénencontraronen 30 pacientescon carcinomade próstataque la medidade FAO

por el métodoIRMA TANDEM®-OSTASE,el mismo quehemosutilizadonosotros(45),

podría permitir el diagnósticode las metástasisóseas.En otro trabajo,Casettaet al.

(244), utilizando el mismo método, encontraronaltos valores de FAO en algunos

pacientesde los estadiosA, B, y C de acuerdocon la AmericanUrological Association

Staging System, y en todos los pacientes del estadio D. Al igual que nosotros

observamos,los resultadosdeestosautoresmostrabanunabuenasensibilidadaunqueuna

menorespecificidad.
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En un trabajo reciente,Withold et al. (245) usandoun ELISA con anticuerpos

monoclonalesdirigidos contra la FAO, encontraron que en las metástasisóseas

(detectadaspor técnicasde imagen), la actividadFAO estabafUertementeincrementada

comparadacon un grupo de sujetosemparejadosen edady sexocon el de los pacientes,

mientrasque en pacientestumoralessin metástasisóseasla FAO no difería del grupo

control.

Los nivelesséricosde PICPtambiénhansido utilizadospor diversosautoresenel

estudiode las metástasisóseasderivadasdel cáncerde próstata.Koizumi et al. (246) en

un recientetrabajopublicadoen 1996 concluyenque el PJCPesun marcadorsensible

para detectarlas metástasisóseasde alta actividad,pero no es sensiblepara detectar

aquellasdebajaactividad.

En el presentetrabajo los valoresde sensibilidady especificidaddel PJCPparala

detecciónde las metástasisóseasfueron del 43% y 96% respectivamente.Nuestros

valoresno estándeacuerdoconlos observadospor otrosautores(247).

Debido al poco tiempo transcurridodesdeque se comercializarael RIA para la

cuantificaciónensuerodel PINP, sonmuy pocoslos trabajosquesehanpublicado(si se

comparaconsuhomólogocarboxiterminal,el PICP)sobrela utilidad deestemarcadoren

el estudiode las metástasisóseas.En algunostrabajosprevios acercadel estudiode la

osteoporosisy otras patologías(248,249)el PJNI> mostraba una gran sensibilidad como

marcadorbioquímico de remodeladoóseo. Sin embargo,sólo hemosencontradoen la

literaturaun trabajo(250) en el queseevalúala utilidad clínicadel PINP, parael estudio

de las metástasisóseasen pacientescon cáncerde mama.Estos autores(250) observan

una especificidady sensibilidad del 30% y 98% para el PLNP. Sin embargo, no hemos

encontradoen la literaturaningún trabajoen el queseevalúela utilidad clínica de este

marcadorenla detecciónde las metástasisóseasasociadasal cáncerdepróstata.

En el presentetrabajo,nosotrosobservamoslos mejoresresultadosensensibilidad

y especificidadcon el uso de PINP. Todos los pacientesdel grupo IV, con metástasis

óseas,presentabanniveles de PINP por encima del límite superior de normalidad

(sensibilidaddel 100%) y 6/45 pacientessin metástasisóseas,presentabanniveles de

PINP por encima de dicho limite superior de normalidad (especificidad del 87%). La
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sensibilidady especificidadobservadascon el PIINP en el presentetrabajo, fueron aún

mejorquelasobservadascon la FAO (90% desensibilidady 79%deespecificidad),para

la detecciónde lasmetástasisóseasenel carcinomadepróstata.

Con respectoa la especificidad,especialmenteinteresanteesel análisisdel grupo

III. Como ya mencionamosen el apartado3.1.1.3., en estos pacientesel tumor ha

extravasadola cápsulaprostática,pero no se evidencianmetástasisóseasmediante

gainmagrafiaósea. Sorprendentemente,al estudiar los marcadoresde formación ósea

observamosquehabíaun númerodepacientesquepresentabannivelesde los marcadores

dentro del rango de normalidad (grupo 111-a), mientras que otros (grupo 1II-b),

presentaban,al igual que ocurríaen el grupo 1V (con metástasisóseasconfirmadaspor

técnicasde imagen)niveleselevadosde FAO y PTNP (los marcadoresquepresentaban

mejor relaciónsensibilidad/especificidadpara el estudio de las metástasisóseas).Es

posiblesugerira esterespectoque, en los pacientesdel grupo 11I-b, las metástasisóseas

no son todavía evidentespor técnicasde imageny que podrían corroborarsecon el

tiempo. Si las metástasisse confirman en un futuro, los valores predictivos de estos

marcadoresseconfirmarían.

En estepunto, queremosdestacar,queparael cálculo de la especificidadde los

marcadoresestudiadosen el presente trabajo, nosotros hemos utilizado todos los

pacientes que no presentabanmetástasis óseas confirmadas mediante diagnóstico

realizadopor técnicasde imagen. Sin embargo,si los pacientesdel grupo I11-b no se

consideranparaestecálculo, la especificidaddel PINP y de la FAO podríanmejorarde

87% (39145)a 100%(39/39)el P1TNPy de79%(34/43)a92%(34/37)la FAO.

Es importanteresaltarqueen unarevisiónposteriora la realizacióndel presente

trabajo, uno de los pacientes que nosotros incluimos en el grupo llI-b ya había

desarrolladometástasisóseasconfirmadopor gamniagrafiaósea.En orden de alcanzar

resultadosdefinitivos, seríanecesarioampliarel númerode pacientes,especialmentede

los gruposIII y IV incluyendoun importantenúmerodepacientesencondicionesbasales,

no bajotratamiento.

De acuerdocon los resultadosdel presentetrabajo, podemosconcluir que los

marcadoresbioquímicosdeformación ósea,FAO y PINP, presentanla mejor relación
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sensibilidad/especjficidadpara el estudiode las metástasisóseasen el carcinomade

próstata,de todoslos marcadoresestudiados.Sinembargoesimportantetenerencuenta

quela FAOpresentala desventajadesureactividadcruzadacon la isoenzimahepática,

apesardeluso deanticuerposmonoclonalesparasudeterminación.

El propéptido aminoterminal del procolágeno 1 (PINP) muestra resultados

prometedoresenordendedetectar..precozmentelas metástasisóseas,antesde queéstas

seevidencienpor gamrnagraflaósea.Segúnnuestrosresultados,podríamosconcluir que

un valor dePJNPpor encimadel límite superior denormalidadpodríaser indicativo de

la presenciademetástasisóseas.



6 Conclusiones
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6.1 Los marcadoresbioquímicos de formación ósea que presentanuna mayor

sensibilidady especificidadpara la detecciónde los desórdenesdel remodelado

óseoasociadosa la OSTEOPOROSISPOSTMENOPAÚSICA,sonla isoenzima

óseade lafosfatasaalcalinay el propéptidoaminoterminaldelprocolágeno1 en

suero. Estos marcadoresmuestranuna eficacia superior a la de los demás

marcadoresde formación óseaestudiados,fosfatasaalcalinatotal, osteocalcinay

propéptidocarboxiterminaldel procolágeno1 ensuero.

6.2. Los marcadoresbioquímicos de resorción ósea que presentanuna mayor

sensibilidady especificidadparala detecciónde los desórdenesdel remodelado

óseo asociados a la OSTEOPOROSIS POSTMENOPAÚSICA son las

desoxipiridinolinaslibres, los telopéptidosaminoterminalesdel colágenot¡~o 1

unidospor puentesdepiridinolina y el telopéptidocarboxiterminalde la cadena

a~ delcolágenotipo 1 enorinat Estosmarcadoresmuestranunaeficaciasuperiora

la de los demásmarcadoresde resorciónóseaestudiados,calcio, hidroxiprolinay

piridinolinastotaleslibres en orina,y telopéptidoscarboxiterminalesdel colágeno

tipo 1 unidospor puentesdepiridinolinaensuero.

6.3 Lafosfatasaalcalina total ensueroesel marcadorde formaciónóseaidóneopara

el seguimientodel tratamientocontiludronato enpacientescon ENFERMEDAD

ÓSEADE PAGET. La isoenzimaóseade la fosfatasaalcalinaen sueropresenta

la misma sensibilidad que la fosfatasaalcalina total sérica, pero la relación

coste/eficaciahacen que esta última (fosfatasa alcalina total en suero) sea el

marcadorde elección,siempre que no coexistauna alteraciónhepáticaen el

paciente.

6.4. Se confirma el hechode que la osteocalcinaséricano es el marcadoradecuado

para medir el grado de formación ósea en la ENFERMEDAD ÓSEA DE

PAGET.
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6.5. El clásicomarcadorde resorciónóseahidroxiprolina en orina presentala mayor

sensibilidad entre los marcadores de resorción ósea estudiados (calcio,

hidroxiprolina, piridinolinas totales libres y telopéptido carboxiterminal de la

cadenaa1 del colágenotipo 1 en orina, y telopéptidoscarboxiterminalesdel

colágenotipo 1 unidospor puentesde piridinolina en suero)para el seguimiento

del tratamientocon tiludronato en pacientescon ENFERMEDAD ÓSEA DE

PAGET.

6.6. El marcadorde resorciónósea,telopéptidoscarboxiterminalesdel colágenotipo 1

unidospor puentesde piridinolinaen suero,no presentaningunasensibilidadpara

el seguimiento de la resorción ósea, tras el tratamiento con tiludronato, en

pacientescon ENFERMEDADÓSEADE PAGET.

6.7. Entre los marcadoresde formación ósea estudiados(fosfatasa alcalina total,

isoenzimaósea de la fosfatasaalcalina, osteocalcina,y propéptidos amino y

carboxiterniinalesdel procolágeno1 en suero) la isoenzimaóseade la fosfatasa

alcalina y el propéptido aminoterininal del procolágeno1 en suero, son los

marcadoresquepresentanla mayor sensibilidadparala detecciónprecozde las

METÁSTASIS ÓSEASasociadasal cAncerde próstata.

6.8. Aunque la sensibilidadde la isoenzimaósea de la fosfatasaalcalina y la del

propéptidoaminoterminaldel procolágeno1 ensuero,para la detecciónprecozde

las METÁSTASIS ÓSEAS asociadasal carcinomade próstata,son similares,

la especificidaddel propéptido antnoterminaldel procolágeno1 en suero, es

superiora la de la isoenzimaóseade la fosfatasaalcalinasérica.

6.9. Los presentesresultadosmuestranque no existe un marcador ideal para la

evaluacióndel remodeladoóseo sino que el/los marcador/esmás adecuado/s

dependendel tipo depatologíaóseaenestudio.
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