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RESUMEN

La Modelacién y el Remodelado de hueso son llevados a cabo a través del proceso de Recambio Oseo en sitios
especificos llamados Unidades de Remodelacién Osea (URO).

Este proceso puede evaluarse a través de marcadores bioquimicos de Formacion y de Resorcion que re-
flejan cambios globales del metabolismo esquelético. Estos marcadores de remodelado 6seo son utilizados
para investigacion de enfermedades 6seo-metabdlicas, porque proveen informacion dindmica del metabo-
lismo del hueso y pueden ser cuantificados en suero o en orina. La variacién de estos marcadores se deben
principalmente a variables preanaliticas, analiticas y bioldgicas y debe interpretarse teniendo en cuenta el
Valor de Referencia para el Cambio significativo (VRC), que resulta de un calculo en el que intervienen la
variabilidad bioldgica (VB) del analito y el error aleatorio del método utilizado en el laboratorio. Rev Argent
Endocrinol Metab 52:198-203, 2015
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ABSTRACT

The Modeling and Remodeling processes are conducted through the process of replacement bone at specific
sites called Units Bone Remodeling (URO).These can be evaluated by biochemical markers of formation and
resorption that reflect changes in skeletal metabolism. These markers of bone turnover are used for research
6seo-metabolic diseases because they provide dynamic information of bone metabolism and can be quantified
in serum or urine. The variation of these markers is mainly due to preanalytical, analytical and biological
variables and should be interpreted taking into account the Reference Value Change (VRC), which results
from a calculation in which the biological variability (VB) of the analyte and the random error of the method
used in the laboratory are involved. Rev Argent Endocrinol Metab 52:198-203, 2015
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OBJETIVO

Determinar la utilidad de los marcadores bioqui-
micos de remodelado 6seo mas utilizados en la
practica del laboratorio teniendo en cuenta el valor
de referencia para el cambio significativo.

INTRODUCCION

Durante el periodo de crecimiento y desarrollo, el
esqueleto es esculpido hasta alcanzar su tamano
y forma removiendo tejido 6seo de ciertos sitios y
depositandolos en otros, este proceso es llamado
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modelacién 6sea (MO). La regeneracion continua
mediante reemplazo periédico de hueso viejo por
hueso nuevo, es llamado remodelaciéon 6sea (RO).
MO y RO son llevadas a cabo a través del proceso
de Recambio 6seo. Dicho recambio ocurre en sitios
especificos llamados Unidades de Remodelacién
Osea (URO). En el esqueleto existen millones de
URO que pueden evaluarse a través de marcado-
res bioquimicos de Formacion y de Resorcion,
que reflejan cambios globales del metabolismo
esquelético y que, ademaés, estan influenciados
por patologias hepatobiliar o renal. Dentro de las
ventajas que presentan estos marcadores es la
de poder medirse por métodos no invasivos, de
relativo bajo costo y que pueden repetirse en un
mismo paciente. Los marcadores de remodelado
6seo son herramientas extremadamente valiosas
en la investigacion de las enfermedades 6seo-
metabdlicas, porque proveen informacién dindmica
que no es proporcionada por una medicién de la
densidad mineral 6sea o histomorfometria 6sea.
La apropiada interpretacion de los marcadores
bioquimicos debe considerar todas las fuentes de
variabilidad de los mismos: variables preanaliticas,
analiticas y biolégicas®?.

Los cambios en resultados sucesivos se conocen
como Valor de Referencia de Cambio (VRC), que
resulta de un calculo en el que intervienen la
variabilidad biolégica (VB) del analito y el error
aleatorio del método utilizado en el laboratorio.
El VCR indica cuanto deberia modificarse un
analito para poder ser interpretado como un
cambio en el estado del paciente. Dicho VCR ha
mostrado ser una herramienta altamente eficaz
en la interpretacion de la significacion clinica de
los cambios en los resultados bioquimicos de un
individuo“®.

MARCADORES BIOQUIMICOS DE
REMODELAMIENTO OSEO

Estos marcadores son productos secretados por
la actividad de las células 6seas y posteriormen-
te liberados al torrente sanguineo. Aquellos
marcadores provenientes de la actividad de los
osteoblastos son denominados “marcadores de
formacién” y todos ellos pueden ser evaluados
en sangre. Los provenientes de la actividad de los
osteoclastos son los denominados “marcadores de
resorcion” y pueden determinarse tanto en suero
como en orina™?,
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Marcadores de Formacion

Los marcadores bioquimicos 6seos de formacién
disponibles para ser medidos en el laboratorio
clinico son: Fosfatasa Alcalina Total (FAL), Fos-
fatasa Alcalina 6sea (FAO), Osteocalcina (OC),
Propéptido C-terminal del protocoldgeno tipo I
(PICP), Propéptido N-terminal del protocolageno
tipo I (PINP).

La FAL es una glicoproteina tetramérica que
pertenece a una gran familia de proteinas unidas
a las membranas celulares mediante un grupo
glicano-fosfatidil-inositol carboxilo terminal. En
suero circula como dimero con dos sitios activos
simétricos y su actividad comprende a la de varias
isoenzimas originadas en diferentes tejidos (hi-
gado, hueso, bazo, rinén, placenta o expresion de
tumores), siendo la hepatica y la 6sea las fracciones
mayoritarias. Estas isoenzimas se diferencian en
su patrén de glicosilacion?. En condiciones nor-
males los niveles sanguineos de FAO corresponden
a un 40% del total de la FAL total pero en nifos
y adolescentes, que se encuentran en un proceso
de crecimiento, los niveles de FAO pueden alcan-
zar valores mayores, de hasta un 90% de la FAL
total®?. La FAO es una isoenzima sintetizada por
los osteoblastos maduros y precursores. Aunque
su funcién precisa no esté establecida, es sabido
que cumple un rol fundamental en la formacién
e iniciacién de la mineralizacién 6sea. Por ello, la
medicion de su actividad en suero es una manera
indirecta de cuantificar el proceso de formacion,
siendo mas sensible y especifica que la FAL. La
determinacion sérica de FAO presenta poca varia-
bilidad entre sujetos, baja variabilidad metodolo-
gica y biolégica®. Las isoformas hepética y 6sea
son codificadas por el mismo gen y son idénticas
en su composiciéon aminoacidica. Solo difieren en
modificaciones postraslacionales®, lo que provoca
que difieran en su movilidad electroforética; sus-
ceptibilidad al calor e inhibicién quimica, haciendo
que estas variables sean ttiles en el proceso de
separacion de las isoenzimas. Actualmente se usan
anticuerpos monoclonales dirigidos a la isoforma
Osea; esta técnica mejor6 significativamente la
sensibilidad del marcador para evaluar el recambio
6seo de la mujer postmenopausica, respecto a la
determinacion de FAL. Sin embargo, el inmunoen-
sayo para la isoforma 6sea mantiene todavia una
reactividad cruzada del 15 a 20 % con la isoforma
hepatica que limita su utilidad en presencia de
dano hepatico.
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En cuanto a su uso en diferentes patologias, la
FAO es mas ttil en aquellas que presentan una
gran actividad de formacién, En osteoporosis pue-
den producirse incrementos ligeros de la fraccién
total asi como también se pueden encontrar valores
elevados en enfermedades como hiperparatiroidis-
mo, tirotoxicosis o fracturas. Los valores se elevan
en cantidades muchos mayores en otras patologias
como osteomalacia, enfermedad de Paget y aque-
llas enfermedades que presenten alteraciones he-
paticas, por lo cual la separacién de las isoenzimas
es un paso fundamental.

Marcadores de Resorcién
Los marcadores de resorciéon ésea que pueden
medirse en suero y/o en orina son: relacién calcio/
creatinina, Fosfatasa Acida Tartrato Resistente
(TRAP), Hidroxiprolina, Piridinolina (Pyr), Deoxi-
piridinolina (DPyR), Telopéptidos C-terminal
(a-CTX y B-CTX), y N-terminal (NTX) del cola-
geno tipo I, Enlaces unidos a C-telopéptidos del
colageno tipo I ICTP).

Los niveles de TRAP-5b representan el niimero
y la actividad de los osteoclastos mas que el nivel de
degradacion 6sea; por lo tanto constituye el tinico
marcador de remodelado que evalda la actividad
directa del osteoclasto ya que el resto de los mar-
cadores de resorcion son indicadores del grado de
destruccién de la matriz 6sea?. Su especificidad y
sensibilidad son bajas, ya que otras células, ademés
de los osteoclastos, presentan actividad TRAP®.
La mayoria de los ensayos para la medicién de
TRAP utilizaban métodos colorimétricos donde
no era posible diferenciar ambas isoformas. En la
actualidad existen inmunoensayos con anticuerpos
monoclonales especificos para TRAP-5b.

Telopéptido Amino y Carboxi Terminal de
Colageno Tipo |
En la actualidad NTX y CTX, son los marcadores
mas sensibles y especificos de la resorcién ésea.
Estos fragmentos se forman por la actividad de la
catepsina K (enzima proteolitica) y aparecen en
cantidades significativas, tanto en sangre como en
orina, donde pueden medirse por inmunoensayos
especificos®?. La medicion sérica proporciona una
ventaja con respecto al ensayo en orina porque
evita el efecto aditivo de la variabilidad biolégica
de la excrecién de creatinina urinaria®.

Existen dos ensayos para el NTX, uno urinario
por ELISA y el otro automatizado tanto en suero
como en orina por electroquimioluminiscencia; en
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ambos casos se utiliza un anticuerpo monoclonal
dirigido contra la cadena o2 (I) que no reacciona
con la parte lineal de la secuencia peptidica.

En el hueso recién formado el Asp de la molécula
del telopéptido se encuentra en la posiciéon espa-
cial o y cuando el hueso envejece se transforma
espontaneamente en la forma B“%¥. De ello, el
a-CTX corresponde a hueso degradado de menor
edad biolégica que el B-CTX. Ambas formas pueden
evaluarse independientemente por ensayos espe-
cificos. El B-CTX es uno de los marcadores 6seos
que presenta mayor sensibilidad y especificidad
en este momento y puede evaluarse en suero u
orina en forma manual o automatizada. En la en-
fermedad de Paget, como el hueso degradado es el
recientemente sintetizado, la mediciéon de B-CTX
no es util, mientras que la a-CTX seria la adecuada.
En el HPT1°, en cambio, el hueso degradado es
mas viejo, por ello el B-CTX determina en forma
mas sensible el aumento en la resorcién 6sea. En
la region telopeptidica C-terminal se produce por
accién enzimatica otro telopéptido denominado
anteriormente ICTPE en la actualidad CTX-MMP
(telopéptido reticulado carboxi-terminal de suero
de coldgeno tipo I generados por metaloproteinasas
de la matriz). Este fue el primer marcador de re-
sorcién evaluado en suero pero como proviene de la
actividad de MMPs especificamente de la MMP-9,
es menos sensible y especifico que NTX y CTX para
evaluar cambios en el remodelado 6seo inducido
por osteoporosis. Se considera, en cambio, que el
CTX-MMP seria 1util para medir cambios agudos
de la resorcién 6sea por neoplasias’®.

Hidroxiprolina

Es un aminoécido no esencial que proviene de la
hidroxilaciéon post traslacional de prolina y cons-
tituye el 10 % del contenido del colageno maduro.
El1 90 % de hidroxiprolina es liberado durante la
degradacion del colageno tipo I, pasa a circula-
cion, se metaboliza en el higado y posteriormente
es excretado en la orina donde se encuentra en
forma libre solo en un 10 %. El mayor porcentaje
corresponde a hidroxiprolina unida a péptidos por
lo que para su determinacién es indispensable
una hidrolisis previa®. La excrecién urinaria de
hidroxiprolina también esta influida por el me-
tabolismo de otros tejidos (cartilago, piel) y por
la absorcién de productos ricos en colageno como
carnes y gelatina. Debido a su origen tisular di-
verso, a su patrén metabélico y a la alta variacién
diurna que presenta, se correlaciona escasamente
con la resorcién 6sea™”,
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Piridolina y Deoxipiridolina
Una vez depositado en el hueso, las fibras de
colageno forman enlaces estabilizadores. Los
aminoacidos modificados que forman los enlaces
son caracteristicos del colageno y de los médulos
de elastina. La Pyr y Dpyr son los dos principales
tipos de aminoacidos encontrados en estos enla-
ces, los cuales aumentan la fuerza y estabilidad
de las cadenas de coldgeno. La Pyr se encuentra
principalmente en el cartilago y, en niveles bajos,
en el colageno del hueso. La Dpyr se encuentra
casi exclusivamente en la dentina y en el colageno
tipo I del hueso, siendo un marcador excelente de
perdida 6sea™. Como el recambio de coldgeno en los
otros tejidos es escaso, se acepta que la mayoria de
la Pyr y sobre todo la Dpyr son de origen 6seo?.
Pyr y Dpyr son liberadas de la matriz de las es-
tructuras helicoidales del coldgeno cuando la matriz
6sea se degrada por accién de los osteoclastos y no
son reutilizados para la sintesis de nuevas cadenas
colagenas. Estas dos moléculas estdn presentes en
la orina en dos formas: una libre (40 %) y una forma
ligada a péptidos (60 %)”. Aunque estan presentes
en la dieta, no se absorben'?. Una ventaja respecto
a la determinacion de hidroxiprolina es que no es
necesaria una dieta previa a la toma de muestra®.
La excreciéon urinaria de Pyr y Dpyr aumenta
con la edad, en pacientes con hipertiroidismo,
enfermedad de Paget, menopausia, osteomalacia
e hiperparatiroidismo. Se encuentran niveles uri-
narios elevados de estas moléculas en pacientes
con osteoporosis y los niveles disminuyen durante
el tratamiento con antirresortivos y con estrége-
nos'”¥. Estan aumentados en todas las situaciones
que cursan con incremento de remodelado 6seo?.

VARIABILIDAD

Como ya se menciond, los marcadores 6seos pueden
ser cuantificados en suero o en orina. Los proble-
mas que subsisten en la interpretacion de estos
marcadores se deben principalmente a las variables
pre-analiticas, analiticas y biol6gicas®.

Variabilidad analitica

Varios factores, tales como la disponibilidad de
anticuerpos sensibles y especificos, calibradores
puros y el diseno del ensayo, determinan su capa-
cidad analitica®. Durante la Gltima década varios
de los inmunoensayos tradicionales han sido au-
tomatizados, mejorando la performance técnica e
incrementando su disponibilidad. Con la mejora de
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los ensayos el CV analitico se mantiene alrededor
de un 5 %. Sin embargo, la precisién dentro y en-
tre lotes, la exactitud y la estandarizacion, siguen
siendo una problemaética. La ausencia de una
estandarizaciéon uniforme hace dificil comparar
los valores obtenidos en diferentes laboratorios.
La variacién interlaboratorio es crucial y diversos
estudios han demostrado que los resultados de
la mayoria de los marcadores de recambio 6seo,
para ensayos idénticos, son significativamente
diferentes. Esta es la razén por la que todas las
mediciones del individuo deben realizarse en el
mismo laboratorio®19.

Variacion preanalitica

Varios marcadores de recambio 6seo, especialmen-
te OC y TRAPD5, son sensibles a la termo degra-
dacion, los niveles pueden ser significativamente
reducidos luego de unas pocas horas a temperatura
ambiente; las piridolinas son sensibles a la irradia-
cion UV. Una disminucién poco significativa ha sido
detectada en CTX guardado a -20 °C varios meses.
Sin embargo, disminuye rapidamente su concen-
tracién en suero a 4 °C y 37 °C. El mecanismo es
desconocido pero esta disminucién es minimizada
por el uso de EDTA. Si las muestras no son anali-
zadas inmediatamente, deben guardarse a -20 °C
o menos. La hemolisis no afecta a TRAPb5 pero
si las proteasas de los glébulos rojos a la OC1%.

Variabilidad biolégica (pre-analitica)

Las causas de VB pueden dividirse en pre analiticas
no controlables (edad, sexo, etnia, reparacion de
fracturas, funcion renal y hepatica, otras enferme-
dades asociadas, etc.) que, para minimizar su efec-
to, son necesarios valores de referencia adecuados,
algo muy dificil en la practica clinica; y variables
pre analiticas controlables (dieta, ejercicio, ritmo
circadiano, cambios estacionales, etc.). Asies, por
ejemplo que, después de una fractura, las concen-
traciones de los marcadores suben 20-60 %, y se
mantienen altas por 6 meses o més. Con el peso
bajo el reposo prolongado, se incrementan en un
40-50 % pero el patrén de recuperacion depende
del marcador®!2!%, En adultos, la principal fuente
de indeseable pero controlable de variabilidad
biolégica intraindividual es el ritmo circadia-
no; con valores méas altos en las primeras horas
de la manana, que disminuye abruptamente para
alcanzar el nadir al final de la tarde. La mayoria
de los marcadores siguen el mismo patrén, con
la excepcion de la FAL, porque tiene mayor vida
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media. El decaimiento méas profundo durante la
manana ha sido descripto para el crosslaps sérico.
Este marcador es més alto entre las 01:30 y 04:40
hs llegando a mas del doble que el nadir de entre las
11.00y 15.00 hs; esto puede ser atenuado por facto-
res tales como la edad, género, etnia, menopausia,
grado de osteoporosis y agentes antirresortivos o
suplementacioén con calcio, pero esta disparidad es
disminuida en los pacientes que mantienen el esta-
do de ayuno®!®, La actividad fisica en las 24 horas
previas es también significante. El recambio 6seo
varia con el estadio del ciclo menstrual; estudios
demuestran que la actividad osteobléstica es mas
alta durante la fase lutea y, la resorcion é6sea, esta
incrementada durante la fase folicular.

Las drogas antirresortivas, tales como los bifos-
fonatos y la terapia de reemplazo hormonal, tienen
un gran efecto en los marcadores de resorcién dsea
(disminuyen notablemente) mientras que, por su
parte, la terapia a largo plazo con corticoides es
conocido que suprime la formacién. Las condicio-
nes inflamatorias son un gran precipitador para la
pérdida 6sea, especialmente la artritis reumatoidea,
que se agrava, ademés, por la disminucion de la
actividad funcional y el uso de glucocorticoides.

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que los
marcadores 6seos se metabolizan a través del higado
y rindn, con lo que estarian influenciados por las
enfermedades que afectan a estos sistemas. Cuando
hay un cambio en la taza de remodelamiento, los
marcadores de resorcion caen mas rapidamente que
los de formacién (2-12 semanas para resorcioén y 3-6
meses para formacion), debido a que es mas corto el
proceso de resorciéon que el de formacién®19.

Lavariacion interindividual es mayormente
determinada por factores no controlables como la
edad (aumentan), género (mas altos en mujeres
que en hombres) y menopausia (gran incremento
luego de la tltima menstruacién); mientras que la
etnia y zona geografica de la poblacién no influye
de manera importante. La variacién dia a dia es de
alrededor de un 10% para marcadores de formacién
y de un 20 % aproximadamente para los marcado-
res de resorcién>1%. En general, los marcadores de
formacién son menos variables que los de resorcion
y los urinarios mas que los séricos"?.

VALOR DE REFERENCIA PARA EL
CAMBIO (VCR)

Es el valor que se debe superar para decir que hubo
un cambio significativo o altamente significativo
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entre dos resultados consecutivos de un mismo
paciente. Indica cuanto deberia modificarse un
analito para poder ser interpretado como un cam-
bio en el estado del paciente. E1 VCR resulta de
un célculo en el que intervienen la VB del analito
considerado y el error aleatorio del método utili-
zado en el laboratorio. Cuando no existen datos
de VB de un analito se puede utilizar la incerti-
dumbre combinada (Uc) del test para establecer
este nimero. El VRC puede ser incorporado a los
sistemas informaticos de laboratorio como una
funcién llamada Delta check, que mediante una
alarma de color o de sonido permite visualizar,
en forma réapida, si un nuevo valor representa un
cambio significativo respecto al valor informado
previamente. Es decir, si la diferencia en dos re-
sultados sucesivos de un mismo paciente, supera
al Delta Check o VCR. Chequea el porcentaje de
aumento o disminucién entre dos valores sucesivos
para analitos que se miden cuantitativamente, o
un cambio cualitativo (positivo o negativo) para las
técnicas no cuantificables. Para que los resultados
seriados sean significativamente diferentes, la di-
ferencia numérica entre dos resultados sucesivos
debe ser mayor a la variacion combinada de los dos
resultados (VRC), que esta dado por la siguiente
férmula:

VRC = V2 x z x V(CVA%2+CVI1%2)

VRC = valor de referencia de cambio. Se utiliza
el 2 cuando se tienen dos muestras.

CVA% = Coeficiente de Variacion analitico. Se
obtiene a partir de los datos del control de calidad
interno que procesa el laboratorio diariamente

CVI1% = Coeficiente de variaciéon Intra-indivi-
duo (VB) Estos CVI% se obtiene de las tablas de
Variabilidad Biolégica disponibles en la literatura.

Z = es un parametro estadistico: para conside-
rar un cambio significativo con 95 % de confianza
(p<0.05) se debe utilizar como valor z el valor de
1.96 ; para considerar un cambio significativo con
99 % de confianza (p<0.01) se debe utilizar como
valor z el valor de 2.56.

Aun cuando los valores estén dentro del rango
normal, si la metodologia analitica es la misma,
cambios que superen al VCR% podrian deberse a
un cambio en el estado clinico del paciente (muy
atil en el monitoreo de la terapéutica). E1 VCR. Es
menor para los marcadores séricos que para los
marcadores urinarios®.

El Delta Check indica la probabilidad estadistica
de que un cambio sea significativo con diferentes
niveles de probabilidad; es una herramienta mas
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en la bisqueda de la calidad. Un cambio entre re-
sultados puede ser estadisticamente significativo
pero no merecer ninguna accién clinica, o bien no
significativo y clinicamente importante. Es de gran
utilidad tanto para el médico, pues le alerta sobre
un posible cambio en el paciente, como para el
bioquimico ya que le permite validar los resultados
con mayor eficiencia (seguridad y rapidez)®.

CONCLUSION

La medicién de los marcadores 6seos es una ex-
celente herramienta de laboratorio para evaluar
enfermedades 6seo-metabdlicas. La apropiada in-
terpretacion de los resultados de estos marcadores
bioquimicos debe considerar todas las fuentes de
variabilidad, que incluyen las caracteristicas ana-
liticas del método y la variabilidad biolégica del
marcador en si mismo. En general, los marcadores
6seos de formacion son menos variables que los de
resorcion y los urinarios mas que los séricos. Pre-
ferentemente, los marcadores de remodelamiento
6seo y el ensayo utilizado para medirlos deberian
poseer una variabilidad minima y predecible asi
como una performance analitica aceptable para
proveer informacién clinica titil®. Las mediciones
para un mismo individuo deben ser realizadas en
el mismo laboratorio, usando procedimientos es-
tandarizados; las muestras deben ser tomadas en
condiciones de ayuno y, en lo posible, siempre en
la misma hora del dia, segtin las recomendaciones
de la toma y conservacién de la muestra para cada
analito®.

El Delta Check indica que un cambio sea esta-
disticamente significativo con diferentes niveles
de probabilidad. La interpretacién de los datos
se optimizara cuando el médico especialista y el
bioquimico realizan un trabajo en conjunto, eva-
luando la clinica del paciente junto a los resultados
de laboratorio, teniendo en cuenta las variables
anteriormente descriptas®.
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