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Bone metabolism is a dynamic process, which includes formation and resorption. Osteoblast
and osteoclast are responsible of replacing 20% of bone each year. Bone Markers are
fragments of bone matrix; these peptides are released in the process of formation and
resorption, later accumulated in body compartments (bone and blood) and finally excreted
in the urine, reflecting bone dynamic. The international Federation of Osteoporosis and the
International Federation of Laboratory and Clinical Chemistry recommend the use of these
two markers (one representing bone formation and the other bone resorption) to evaluate
bone turnover, especially in high-risk groups such as postmenopausal women. The collagen
C-terminal telopeptide or carboxi-terminal collagen crosslinking (CTX) is one of the most used,
among different bone markers. This is a blood biomarker that can be measured to assess bone
turnover; this marker increases when the bone resorption is accelerated. On the other hand,
osteocalcin (a non-collagen protein) is a bone formation marker, which has been widely studied
and can be measured in venous blood during bone formation. Both markers are important
for monitoring anti-resorptive therapy, and they have been validated to predict fracture risk
complementing densitometry in osteoporosis diagnosis. Main disadvantages are variability of
the laboratory techniques and lack of information about normal reference values in different
populations. Therefore it is necessary to establish normal reference values for each population
before its incorporation as a clinical tool.
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EL CICLO DE REMODELACION OSEA

| hueso es metabdlicamente activo y constan-
temente estd siendo reparado y remodelado
durante toda la vida de un individuo. Aproxima-
damente el 20% del tejido 6seo es reemplazado
cada ano. El ciclo de remodelacién comienza an-
tes del nacimiento y contintia hasta la muerte. En
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condiciones normales, las dos fases de este ciclo,
la formacién y resorcién Gsea estdn estrechamente
acopladas a través de una variedad de sefiales regu-
ladoras y los cambios que se producen en ambos
procesos son paralelos.

La matriz 6sea estd formada por varios componen-
tes, que en orden decreciente son: una fase mineral
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de hidroxiapatita, una fase orgdnica de aproxima-
damente un 90% coldgeno tipo I, 5% de protei-
nas no-coldgenas, 2% de lipidos y agua®. Ademds,
el hueso estd compuesto de 4 tipos celulares: osteo-
blastos, células de linaje 6seo, osteocitos y osteo-
clastos®. A pesar de su apariencia inerte, el hueso
es un organo dindmico que estd bajo constante
resorcién por los osteoclastos y formacién por los

osteoblastos®?.

El ciclo de remodelado 6seo dura entre 150 a 200
dias y estd mediado principalmente por seales de
células osteobldsticas que promueven la diferencia-
cién y maduracién de los precursores osteocldsti-
cos. Los osteoclastos activados crean sitios de “re-
sorcién” para disolver la matriz dsea con enzimas
lisosémicas, digieren eficazmente el coldgeno tipo
1 expuesto, liberando productos de degradacién
especificos. Los osteoblastos son atraidos a esta
superficie erosionada y empieza la “formacién” de
nuevo tejido éseo®. El coldgeno tipo 1, abundan-
te en osteoblastos, es secretado como un precursor
pro coldgeno donde se escinde en el extremo ami-
no y carboxi-terminales, liberando propéptidos
en la sangre. Inicialmente los cristales de hidro-

xiapatita son depositados en el hueso, un proceso
de mineralizacién mds lenta que contintia durante
varios meses, seguido de un periodo de inactivi-

dad? (Figura 1).

Los marcadores de recambio éseo (MO) son com-
ponentes de la matriz ésea medidos por lo general
en sangre o en orina. Reflejan la actividad meta-
bolica del hueso, es decir, el aumento o disminu-
ci6n del recambio 6seo, pero sin ninguna funcién
en controlar el metabolismo esquelético®. Estos
expresan la actividad de todo el esqueleto indepen-
diente de la etiologia, por lo que es esencial una
interpretacion adecuada de sus niveles.

Los MO son tradicionalmente categorizados como
marcadores de formacién o resorcién ésea. Los
marcadores de formacién dsea son producidos por
osteoblastos activos expresados durante las diversas
fases de su desarrollo o enzimas osteobldsticas. La
mayorfa de los marcadores de formacién amplia-
mente utilizados incluyen: fosfatasa alcalina espe-
cifica del hueso (BSAP), osteocalcina y los propép-
tidos carboxi y amino-terminal del coldgeno tipo
1 (P1CP, PINDP). Los marcadores de resorcién dsea
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respectivamente. Tanto en

la formacion de hueso como
en la degradacion se liberan
fragmentos de proteinas

como el colageno (CTX) u
osteocalcina, los que pueden
ser medidos en fluidos como la
sangre del paciente. (Editado
de Wheater et al. J Trans| Med
2013).
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son productos de la degradacién del coldgeno y los
actualmente disponibles se han convertido en los
preferidos para medir la resorcién. Estos incluyen
el telopétido carboxi y amino-terminal del col4-
geno tipo 1 (CTX y NTX respectivamente), de
los cuales CTX se considera el marcador de elec-

ciéon®?,

MARCADORES OSEOS

La Federacién Internacional de Osteoporosis
(IOF) y de Quimica Clinica y Laboratorio (IFCC)
recomiendan que un marcador de formacién 6sea,
en este caso PINP (procoldgeno tipo 1 N propép-
tido) y un marcador de resorcién como el CTX
(telopéptido C-terminal del coldgeno tipo 1), sean
usados como marcadores de recambio éseo de re-
ferencia en estudios clinicos, para una adecuada
estandarizacién de las técnicas utilizadas®.

Dado que no contamos en nuestro pais con la me-
dicién de PINP como MO de formacién, nos refe-
riremos en esta revisiéon a los MO mis utilizados y
estudiados en la literatura internacional, que ade-
mds son factibles de implementar en Chile. Estos
son NMID-osteocalcina como MO de formacién
y CTX como marcador de resorcidn.

NMID-osteocalcina

La osteocalcina es la proteina no coldgena mds
importante de la matriz ésea. Se produce por los
osteoblastos durante la formacién dsea y se une a
la hidroxiapatita del hueso, siendo de ayuda en la
mineralizacién®. Posee 49 aminodcidos y ha sido
ampliamente estudiada como marcador de forma-
cién sea. Una vez en la sangre, la osteocalcina es
hidrolizada répidamente en el higado y el rifidn,
dando origen a fragmentos mds cortos de la sec-
cién media y los extremos N-terminal (o N-MID)
y C-terminal (MID-C) los que aparentemente son
mucho mds estables que la osteocalcina intacta

(Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la proteina no-colagena osteocalcina.
Esta consta de 49 aminoacidos y es cortada en el proceso de
formacion de hueso, originando diferentes fragmentos. (Editado
de Lee et al. Ann Clin Biochem 2000).

La principal desventaja de la medicién de osteo-
calcina en sangre radica en que como es degrada-
da rdpidamente a los fragmentos mds pequefos y
éstos no son detectados por los equipos de Labo-
ratorio en la misma cantidad y proporcién, los va-
lores de esta proteina tienen una gran variabilidad,
principalmente dependiente de la técnica y tiempo
que transcurre desde la toma de muestra hasta su
almacenamiento y/o procesamiento®.

Afortunadamente, para evitar el inconveniente de
la variabilidad en las mediciones de osteocalcina,
se desarroll6 un test automatizado para cuantificar
el fragmento N-MID en vez de la osteocalcina in-
tacta, lo que disminuye enormemente las diferen-
cias provocadas por la toma de muestra y tiempo
de procesamiento y, por lo tanto, promete ser un
mejor MO de formacién. Ademds, con la finalidad
de disminuir los coeficientes de variacién de los
resultados, los ensayos se han automatizado.

NMID-osteocalcina puede ser medida en una
muestra de sangre; dependiendo la técnica a usar
puede ser recolectada en tubo estdndar de suero o
plasma tratado con heparina o EDTA. La muestra
no debe congelarse mds de una vez y puede ser al-
macenada hasta por 3 meses a -20°C. No se deben
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utilizar muestras sometidas a altas temperaturas ni
hemolizadas®'V.

Telopéptidos p carboxi-terminal (CTX)

Cerca del 90% de la matriz 6sea orgdnica estd cons-
tituida por coldgeno tipo 1, el cual es fabricado lo-

>12 Durante la resorcién dsea

calmente en el hueso'
el coldgeno maduro es degradado y en este proceso
se desprenden pequenos fragmentos, los que son li-
berados y circulan en la sangre para ser eliminados
por via renal. La liberacién de estos fragmentos es
proporcional a la resorcidn dsea o bien la actividad
osteocldstica tanto en condiciones fisioldgicas como
la vejez o bien patolégicas donde la resorcién se en-

cuentra aumentada (osteoporosis)'?.

Existen varios fragmentos que pueden medirse en
sangre y orina, los que se liberan tanto en la for-
macién de la matriz ésea como en la degradacién
(Figura 3). Los telopéptidos B carboxi-terminal,
B-cross laps o CTX son liberados durante la degra-
dacién del coldgeno maduro, es decir, durante la de-
gradacién de la matriz 6sea y no en su formacién"?.

CTX puede ser medido en una muestra de orina o

sangre, siendo esta tltima mds cémoda y practica.
Dependiendo la técnica a usar, la muestra puede
ser recolectada en tubo estdndar con anticoagulan-
te EDTA o heparina sédica. Se recomienda extraer
las muestras de sangre por la mafiana y en ayunas.
Ademds, es importante extraer las muestras bajo
las mismas condiciones que la primera, ya que los
CTX estdn sujetos en cierta medida a un ritmo
circadiano. La muestra no debe congelarse mds de
una vez y puede ser almacenada hasta por 3 meses
a 20°C. La hemdlisis puede interferir en la medi-
cién de CTX, subestimando los valores".

Para obtener mediciones fiables de los marcado-
res antes mencionados, se deben tener en cuenta
factores como edad, sexo, dieta, estacionalidad,
ciclo menstrual, habitos (ejercicio, tabaquismo),
niveles adecuados de vitamina D, uso de firmacos
y enfermedades asociadas. Estos factores se deben
tener en cuenta para una adecuada toma de mues-
tras e interpretacién de los resultados de los MO.

UTILIDAD CLINICA DE MO

Bajo condiciones normales, la formacién y resor-
cién dsea estdn estrechamente acopladas, pero en

Proteasas
N oy W

N-Propéptido

NTX CTX

RPN
NS e

Fragmentos de
degradacion

C-Propéptido

Formacion
Matriz 6sea

Resorciéon

Matriz 6sea . y
Figura 3. Esquema de la degradacion del

colageno en la matriz 6sea y los fragmentos
liberados en este proceso, los que son
cuantificados en sangre u orina reflejando la
dindmica 6sea. (Editado de Vasikaran et al.
Clin Biochem Rev 2014).
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patologias como la osteoporosis, se produce una
alta tasa de resorcién Gsea, resultando en una dis-
minucién de la masa 6sea y deterioro de su mi-
croarquitectura, lo que aumenta el riesgo de frac-
turas con alta morbimortalidad®. La prevalencia
de osteoporosis aumenta con la edad, siendo la
pérdida ésea mds acelerada en las mujeres que los
hombres, sobre todo en los primeros afios posterior
a la menopausia por la deficiencia estrogénica.

Por este motivo las mujeres postmenopdusicas
(MPM) constituyen el grupo de alto riesgo!”. La
OMS ha definido osteoporosis mediante el exa-
men de densitometria 6sea 0 DMO (que es el gold
standard) cuyo resultado debe ser menor a 2.5
desviaciones estdndar del peak de masa dsea me-
dia de mujeres premenopdusicas. A pesar de que la
DMO tiene alta especificidad, su sensibilidad no
es 6ptima y los cambios suelen ser evidentes entre
1-2 afos, por lo que puede desestimar el poten-
cial alto riesgo de fracturas al ser usado sin otros
pardmetros, como por ejemplo, los MO que pue-
den complementar los resultados de la DMO en
el manejo de la osteoporosis. Se han desarrollado
técnicas de medicién de MO confiables, rdpidas,
no invasivas y costo-efectivas para mejorar la sen-
sibilidad y especificidad de la DMO, aunque ain

existe variabilidad entre éstas?.

La edad, el sexo y la menopausia generan variabi-
lidad en los MO"”, siendo elevados en las MPM
por un aumento del recambio en comparacién a
los hombres. En mujeres sanas, por ejemplo, la os-
teocalcina y CTX disminuyen con el incremento
de la edad hasta los 44 afos, para luego presentar
un incremento entre los 50 y 59 anos"®. Las mu-
jeres tienen pérdidas dseas lentas de 1 a 2% por
afio después de la menopausia. El aumento de los
niveles de los MO en las MPM estd asociado a
pérdidas dseas aceleradas en diferentes sitios 6seos
estudiados, lo que ocurre en 30% de las MPM.

La principal utilidad de los MO es la monitoriza-
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cién del tratamiento anti-resortivo'”. Varios tra-
bajos internacionales han documentado una dis-
minucién de MO de resorcién en dias o semanas
(por ejemplo, CTX disminuye entre un 50-70% a
las 12 semanas) y de MO de formacién posterior
al inicio del tratamiento anti-resortivo, y la no dis-
minucién serfa indicativo de poca adherencia a la
terapia o ausencia de respuesta a ésta. Dichos cam-
bios se pueden evidenciar mucho mds répido que
a través de la DMO, con la que habria que esperar

varios meses"'®.

Estudios poblacionales han mostrado que los MO
son utiles en la prediccién de fracturas indepen-
diente de la DMO en MPM sanas, pero a pesar
de la potencial utilidad de los MO en el riesgo de
fracturas y su manejo, el uso ha sido dificultado
por su variabilidad poblacién y técnica depen-
diente. Nuestro pais no cuenta con rangos refe-
renciales de MO, por lo que es necesario estudiar
su comportamiento en nuestra poblacién chilena

de MPM.

MARCADORES OSEO§ EN MUJERES
POST MENOPAUSICAS

Existen estudios internacionales que han evaluado
los rangos referenciales de osteocalcina, NMID-
osteocalcina y CTX a diferentes edades, pero en
varios de éstos no se caracterizd el estatus dseo de
los voluntarios. Ademis, los marcadores 4seos va-
rfan segln varios factores previamente menciona-
dos, por lo que a pesar que estos valores pueden
darnos una idea de los que podriamos encontrar
en nuestra poblacidn, no necesariamente deberdn
ser comparables. De hecho la literatura aconseja
que cada laboratorio tenga sus rangos de referencia

propios, de acuerdo a su poblacién y técnica”.

La mejor evidencia de la literatura acerca de los ni-
veles de MO en este grupo de MPM, es un metaa-
ndlisis (MA) realizado en el afio 2012 que estudi6
la utilidad de varios MO para predecir osteoporo-
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sis en mujeres y hombres de todas las edades. Los
niveles en plasma de MO resultaron ser mds ele-
vados en las MPM con DMO en columna y cade-
ra mds disminuida, no asi en el grupo de mujeres
premenopdusicas, incluyendo MO como osteocal-
cina y CTX. Ademids en este estudio se encontrd
que los niveles de CTX y fosfatasas alcalinas dseas
eran mds elevados en aquellas mujeres que tenian
osteoporosis en comparacién a mujeres controles

sin esta patologf{a®”.

Por otra parte, el primer MA publicado reciente-
mente (en el ano 2014) que estudié la asociacion
entre el riesgo de fracturas y los niveles de MO en
MPM y hombres mayores, especificamente CTX
y PINP, encontré una modesta asociacién entre
niveles elevados de estos MO con un aumento del
20% en el riesgo relativo de fracturas en cualquier
localizaciéon®.

Se pueden encontrar escasos estudios observacio-
nales que intentan establecer los rangos de referen-
cia para osteocalcina y CTX en el grupo de mayor
riesgo como son las mujeres postmenopdusicas,
realizados en paises europeos y asidticos. Algunos

de ellos intentan establecer valores para discrimi-
nar el estatus dseo normal y patolégico, ajustan-
do por diferentes variables confundentes como
DMO, edad, edad de la menopausia y otros como
IMC o niveles de Vitamina D. La mayoria utili-
za técnicas automatizadas de electro quimiolumi-
niscencia (ECLIA) y con mediciones en plasma.
Estos estudios han reportados niveles promedios
de osteocalcina en plasma en MPM controles de
12- 24 ng/ml y en MPM con osteoporosis de 6,0
a 27,2 ng/ml. En los estudios que evaluaron CTX
se encontr niveles promedio en plasma en MPM
controles de 0,33 a 0,45 ng/ml y en MPM con os-
teoporosis de 0,43 a 0,53 ng/ml significativamente
mds elevados respecto a controles (Tabla 1y 2).

CONCLUSIONES

Los MO son de utilidad en el monitoreo del tra-
tamiento anti resortivo y como una herramienta
para predecir riesgo de fractura complementario a

la DMO.

Es aconsejable la medicién de MO bajo las con-
diciones de mayor similitud posible y evaluar las

Tabla 1. Estudios relacionados a osteocalcina en mujeres post menopausicas
recopilados en la literatura internacional.

Osteocalcina (ng/mL)
Estudio Pais Técnica | Valor (Promedio= | N Grupo de estudio Variables estudiadas y cuales
SD o rango) fueron significativas (*)
Trento, ltalia ECLIA 24,05 + 9,4 92 | MPM control Edad, edad menopausia, IMC, DMO
2009 255 £9,7 76 | MPM osteopenia
272 85 32 | MPM osteoporosis sin
fracturas
Al-Daghri, | Arabia ECLIA 12,4 (9,4 -17,8) 100 | MPM control Niveles altos vitamina D*
2014 Saudita 6,0 (3,5-8,5) 100 | MPM osteoporosis *
Sing, 2015 | India ECLIA 16,21 £ 2,8 41 | MPM control Edad*, IMC
22,28 5,1 41 | MPM osteopenia/
osteoporosis *

*=p < 0.05. N= nlimero de participantes en el estudio. SD= desviacion estandar. ECLIA: electroquimioluminiscencia. ELISA:
enzimoinmunoensayo. MPM: mujeres post menopausicas. IMC: indice de masa corporal. DMO: densitometria 6sea.
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Tabla 2. Estudios relacionados a CTX en mujeres post menopausicas
recopilados en la literatura internacional.

CTX (ng/mL)
Estudio Pais Técnica | Valor (Promedio = N Grupo de estudio Variables estudiadas y cuales
SD) fueron significativas (*)
Trento, ltalia ECLIA 0,45 = 0,10 92 | MPM control Edad, edad menopausia, IMC,
2009 0,47 +0.12 76 | MPM osteopenia DMO
0.53+0,13 32 | MPM osteoporosis* sin

fracturas
Martinez, | Espafia ECLIA 0,37 £0,19 849 | MPM control Edad, PTH*, Vitamina D y DMO*
2009 043:018 224 | MPM osteoporosis *
Al-Daghri, | Arabia ECLIA 0,33+0,13 100 | MPM control Niveles bajos Vitamina D*
2014 Saudita 0,52 £ 0,26 100 | MPM osteopenia/

osteoporosis *

*=p < 0.05. SD= desviacion estandar. ECLIA: electro quimioluminiscencia. MPM: mujeres post-menopausicas. IMC: indice de masa

corporal. DMO: densitometria 6sea.

diferencias existentes en cada poblacién de es-
tudio.

De esto se infiere la importancia de establecer va-
lores normales para estos MO sujetos a las caracte-

risticas de nuestra poblacién.

En Chile no existen datos al respecto, por lo que se
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decidié determinar los valores referenciales de un
marcador de resorcién (CTX) y otro de formacién
(NMID-osteocalcina) en MPM sanas, como po-
blacién de riesgo, y MPM con osteopenia u osteo-
porosis. Esto nos permitird caracterizar de mejor
manera nuestra poblacién y establecer los requi-
sitos para la utilizacién de los MO en el dmbito
clinico.
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