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Determination of reference values of CTx
and NMID-Osteocalcin and their association
with osteoporosis in postmenopausal
chilean women

Introduction: Bone densitometry (BD) has high specificity in the osteoporo-
sis diagnosis but suboptimal sensitivity to estimate fracture risk. It was proposed
that bone turnover markers (BTM) could be included in the osteoporosis risk
algorithm, although the extent of its association is unknown. One recommen-
ded BTM to assess bone resorption is Beta-Cross Laps (B-CTx), while a BTM
to assess bone formation is osteocalcin. Aims: To establish BCTx and N-MID
osteocalcin (N-MID) ranges in postmenopausal women (PM) and compare
BTM levels in two groups: control and with abnormal BD. Methods: PM
with BD within the last year were recruited. A questionnaire of risk factors for
fractures was applied, and BTM was measured. Volunteers with diseases that
would affect bone remodeling were excluded. Results: 117 PM (57 control and
60 with abnormal BD) were recruited. 18% had osteoporosis, and the groups
were comparable. The ranges for B-CTx and N-MID were 0.41 + 0.18 [IC95%
0.37-0.45] and 22.76 + 7.73 [IC95% 21.29-24.24] ng/mL. The mean levels of
B-CTx and N-MID were higher in the group with abnormal BD (0.46 + 0.19
and 24.29 + 8.04 ng/mL). A moderate correlation between both BTM was
found, but it was weak with abnormal BD. Conclusions: B-CTx and N-MID
ranges were assessed for the first time in Chilean PM, similar to values found
in other countries. Slightly higher values of BTM were found in the group with
abnormal BD, which the presence of omitted secondary causes could explain.
These BTM could be a complementary tool to BD and FRAX in bone evaluation.

(Rev Med Chile 2023; 151: 859-868)
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RESUMEN

Introduccion: La densitometria ésea (DO) tiene alta especificidad para
el diagnéstico de osteoporosis, pero sensibilidad bajo lo éptimo para estimar
el riesgo de fracturas. Este, se puede calcular por algoritmos de predictores, y
se ha propuesto incluir los marcadores 6seos (MO), pero la magnitud de su
asociacion es incierta. El MO recomendado para medir resorcion dsea es Be-
ta-Cross Laps (B-CTx), y uno de formacion ésea es la osteocalcina. Objetivos:
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1) Establecer rangos de B-CTx y N-MID osteocalcina (N-MID) en mujeres
posmenopdusicas (MPM), y comparar los niveles entre grupos: 1) Control
sano y 2) Con DO alterada. Material y Métodos: Se reclutaron MPM, con
DO del ultimo afio. Se realizé encuesta de factores de riesgo de fracturas y
medicién de MO. Se excluyeron MPM con causa secundaria para compromiso
del recambio dseo. Resultados: 117 MPM (57 control, 60 DO alterada), 18 %
osteoporosis, comparables. Los rangos de B-CTx y N-MID fueron 0,41 0,18
[IC95% 0,37- 0,45] y 22,76 + 7,73 [IC95% 21,29-24,24] ng/mL. Los niveles
promedios de B-CTx y N-MID fueron mads altos en grupo con DO alterada
(0,46 + 0,19 y 24,29 + 8,04 ng/mL). Se encontro correlacion moderada entre
ambos MO, pero débil con DO alterada. Conclusiones: Se determinaron por
primera vez rangos de B-CTx y N-MID en MPM chilenas, corroborando la
similitud a otros paises. Se encontraron valores discretamente mds elevados de
MO en grupo DO alterada, probablemente atribuible a causas secundarias no
reportadas. Estos MO podrian constituir una herramienta complementaria a

la DO y FRAX en la evaluacion dsea.

Palabras clave: Menopausia; Osteocalcina; Osteoporosis: Remodelacion

Osea.

dial, y se proyecta que aumente su prevalencia

debido al envejecimiento de la poblacién. Se
caracteriza por una disminucion de la densidad mi-
neral 6sea (DMO), deterioro de la microarquitectura
y un aumento del riesgo de fractura. El diagndstico
se realiza a través de la densitometria 6sea (DO)"
Esta tiene alta especificidad para el diagnéstico,
pero su sensibilidad es bajo lo 6ptimo para estimar
el riesgo de fracturas. Este se calcula por algoritmos
de predictores como la herramienta de aproxima-
cion del riesgo de fracturas (FRAX) que incluye la
DO, factores de riesgo clinicos, y el score de hueso
trabecular (TBS) como indice de microarquitectura®.
Recientemente la Fundacién Internacional de Os-
teoporosis ha sugerido la inclusién de los marcado-
res de recambio 6seo, los cuales podrian mejorar la
prediccion del riesgo de fracturas, sin embargo, hay
inconsistencias en la magnitud de su contribucion
segtin los estudios y en su comparabilidad®.

Los marcadores dseos (MO) en adultos reflejan
tasas de formacion y resorcion del hueso que se traduce
en el grado de recambio 6seo continuo; y un desbalan-
ce en este ciclo de remodelacion provoca pérdida dsea.
En este contexto los MO juegan un rol en el monitoreo
del tratamiento para osteoporosis, debido a sus cam-
bios rapidos y de mayor magnitud, a diferencia de los
cambios en la DO’. Ademds, se han propuesto como
factores de riesgo de fractura independientes de la DO,
pero atn faltan estudios para clarificar su relacion con
otros factores de riesgo establecidos*®.

l a osteoporosis es un problema de salud mun-
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Los MO son clasificados como de formacion
o resorcion. Uno de los méas recomendados para
medir resorcion es el telopéptido carboxi-terminal
(B-CTx) o Beta-Cross Laps, dado su especificidad
en reflejar la actividad de los osteoclastos, al ser
liberado durante la resorcion; mientras que uno de
los marcadores de formacion dsea es la osteocalcina,
proteina no colagena mas importante de la matriz
oOsea sintetizada por osteoblastos. Existen factores
analiticos que influirian en su medicion. En el caso
de B-CTx el ritmo circadiano de sus niveles, y la
variacion con la ingesta de alimentos’. En cuanto a
la osteocalcina, su forma intacta de 49 aminodacidos
presenta alta variabilidad debido a que es degradada
rapidamente a fragmentos mas pequefios. El frag-
mento de 43 aminoacidos que incluye su secuencia
amino y medio llamado N-MID osteocalcina (N-
MID), es mucho més estable y se ha desarrollado
una prueba automatizada para cuantificarlo, lo que
disminuye las variaciones provocadas por la toma
de muestra y, por lo tanto, promete ser un mejor
MO de formacion®’.

Los MO aumentan en la transicién hacia la
menopausia debido a un aumento de la actividad
osteoclastica por la disminucién de los niveles de
estrogenos, y existen diferencias en sus niveles
entre mujeres pre y posmenopausicas (MPM)*.
En mujeres sanas B-CTx y N-MID disminuyen
con el incremento de la edad hasta los 44 afos,
para luego presentar un incremento entre los 50
y 59 afos'.
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Metodologia

Pacientes

Estudio observacional, transversal. Se utilizaron
muestras de mujeres voluntarias que acudieron al
Hospital Clinico de la Universidad de Chile y fir-
maron un consentimiento informado (acta N°048,
agosto de 2015) entre enero del afio 2017y diciembre
de 2018.

Se incluyé MPM (definidas como ausencia de
ciclo menstrual por mas de 1 afio y/o FSH mayor de
40 UI/L), que tuvieran una DO del tltimo afio. Se ex-
cluyd pacientes mayores de 75 aflos y con farmacos
(bisfosfonatos, modulador receptor de estrogenos,
anticonvulsivantes, inhibidores aromatasa, agonistas
GnRH, glucocorticoides o terapia hormonal de re-
emplazo) o enfermedades que afectaran el recambio
6seo (25-hidroxivitamina D < 10 ng/ml, sindrome
de Cushing, hipertiroidismo, hiperparatiroidismo,
insuficiencia renal/hepatica, malabsorcion, neopla-
sias, etc). Se definié una DO alterada segtin criterios
de la OMS usando el menor T-score en columna o
cadera (Osteoporosis con T-score < -2,5 y/o frac-
tura por fragilidad previa y DMO baja con T-score
entre -1,0 y -2,4). De manera complementaria, se
recolectaron muestras de sangre almacenadas a
-80°C, provenientes de pacientes que cumplieron
los criterios de inclusion. Se revisé la ficha clinica.

Se constituyeron por lo tanto dos grupos: MPM
1) Sanas o controles y 2) Con osteoporosis 0 DMO
baja. Este tltimo grupo incluy6 mujeres con T-score
mayor o igual a -1,2. A ambos grupos se les realiz6
una encuesta de datos demograficos y factores de
riesgo de fracturas obtenido a través de entrevista o
de autollenado. El riesgo de prediccion de fracturas
se calcul6 usando la herramienta FRAX incluyendo
la densidad mineral sea.

Parametros de laboratorio y densitométricos

A cada voluntaria se le tomé una muestra de
sangre en un tubo sin anticoagulante, el cual fue
centrifugado a 4°C y el suero fue almacenado a
-80°C hasta su uso. Las muestras fueron tomadas en
ayunas y entre las 8:00 y 10:00 AM. Se determinaron
parametros bioquimicos y los niveles de 25- hi-
droxivitamina D (Cobas €601, Roche Diagnostics).
Posteriormente se midieron N-MID y B-CTx por
electroquimioluminiscencia (ECLIA) (Cobas e601,
Roche Diagnostics).

En un grupo de 11 mujeres premenopausicas
voluntarias sanas ademas se les tomo una muestra
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de pardmetros bioquimicos, 25-hidroxivitamina
Dy para B-CTx y N-MID. Con estos resultados se
calculé un Z-score para ambos MO. Se evalu6 la
reproducibilidad de estos marcadores en nuestro
grupo de estudio, encontrando un coeficiente de
variacion analitico intra e inter-ensayo menor a 5%,
siendo para B-CTx 1,21y 2,24%; y para N-MID 0,92
y 2,87% respectivamente.

Los parametros densitométricos fueron realiza-
dos por densitometro Lunar iDXA (General Electric,
GE). Un tecndlogo de medicina nuclear realizé las
mediciones y el equipo fue calibrado diariamente.
Los informes fueron realizados por dos médicos nu-
cleares expertos. El coeficiente de variacion y cambio
minimo significativo (LSC) calculado en nuestro
centro fue de 0,94% (LSC = 2,6%) para cadera total,
1,1% (LSC = 3,0%) cuello femoral y 0,79% (LSC =
2,2%) para columna. Con el software TBS iNsight
se calculd el score de hueso trabecular.

Calculo de tamafo muestral y estadistica

Dado que no existen estudios chilenos, el cal-
culo del tamafo muestral se realizé en base a los
resultados de un estudio espafol'” que us6 la misma
metodologia de deteccion. Con una precision de
+ 0,05, una desviacion estandar (DE) de 0,197, un
intervalo de confianza de 95% y potencia de 80, se
estimé un n = 57 pacientes por grupo'®. Las variables
continuas se expresaron como media aritmética +
DE. Las variables discretas se expresaron como valor
absoluto (porcentaje). Para la comparacién entre
los grupos se utilizo prueba t de Student (variables
continuas) y de Chi cuadrado (variables discretas).
Para evaluar asociacion entre 2 variables continuas
se realiz6 regresion lineal con método de Fisher y
célculo de coeficiente de determinacion (R2). Todos
los analisis fueron de 2 colas. Se consideré como
diferencia estadisticamente significativa un valor p
<0,05. Los datos fueron analizados con los softwares
GraphPad Prism v.7,0 y STATA SE v.15,0.

Resultados

Pacientes

Se recluté 117 MPM, 57 en el grupo control y
60 en el grupo osteoporosis/DMO baja posterior a
criterios de exclusion. Las caracteristicas clinicas y
de laboratorio generales del grupo de estudio son
expuestas en la Tabla 1. La prevalencia de osteopo-
rosis encontrada en nuestras voluntarias fue de 18%.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de pacientes. Se exponen las caracteristicas generales de las pacientes control
(densitometria normal) y con osteoporosis/DMO baja. Las variables continuas se expresan como media
aritmética = DE. Se muestra el valor-p entre ambos grupos

Total (n = 117) ((f\o:t;(;l) Osteopo(r:s.:is/sl.'())l;llo 2Bl P value
Edad (afos) 61,3 = 8,1 61,1 = 8,1 61,5 = 8,3 0,79
Osteoporosis / DMO baja 21(18%) / 39 (33%) - 21(35%) / 39 (65%) < 0,001
Edad menopausia 47,4 +5,4 47,8 + 6,1 47,0 = 4,7 0,44
Afos de menopausia 13,7 = 9,7 12,8 = 10,7 14,5 + 8,7 0,38
IMC (kg/m?) 28,7 = 5,1 29,8 £5,8 27,7 = 4,1 0,14
25-OH vitamina D (ng/mL) 23,7 = 11,5 24,4 = 11,4 23,0+ 11,8 0,52
Calcio (mg/dL) 95=04 9,5=0,5 95+04 0,55
Fosfato (mg/dL) 4,0=x04 4,0 +0,5 3,9+04 0,61
Albdmina (g/dL) 4,3 +0,3 4,2 +0,3 4,3+0,3 0,29
Fosfatasa Alcalina (UI/L) 91,4 + 21,5 90,3 + 17,5 92,5 + 24,7 0,58
Creatinina (mg/dL) 0,7 + 0,1 0,7+0,2 0,7 +0,1 0,35
FRAX cadera (%) 0,61 + 0,80 0,27 + 0,33 0,84 + 0,94 < 0,001
fgf@ﬁmomréﬂcas mayo- 3,03 + 2,23 2,58 + 2,17 332+2,24 0,03
B-CTx (ng/mL) 0,41 +0,18 0,35 + 0,15 0,46 = 0,19 < 0,001
N-MID (ng/mL) 22,7 =7,73 21,1 =7,10 24,3 = 8,04 0,02

Tabla 2. Caracteristicas densitométricas de pacientes. Se exponen las caracteristicas generales de las pacientes
control y con osteoporosis/DMO baja. Las variables continuas se expresan como media aritmética + DE.
Se muestra el valor-p entre ambos grupos. TBS = Trabecular Bone Score

Osteoporosis/

Parametros densitométri- Total, pacientes Control

L _ DMO baja P value
cos (n=117) (n =57) (n = 60)
Den5|dad2m|neral 6sea colum- 1,06 = 0,20 122 0,15 0,91 = 0,11 < 0,001
na (g/cm?)
e il Gsen casirs 0,88 + 0,23 0,93 + 0,32 0,83 = 0,09 < 0,001
(9/cm?)
T—score columna -0,9 1,7 +0,3 = 1,1 2,111 < 0,001
T—score cadera -0,6 1,0 +0,1+0,8 -1,2+0,8 < 0,001
TBS 1,34 = 0,12 1,35+ 0,13 1,32 = 0,10 0,13

No hubo diferencias significativas en las variables
estudiadas al comparar entre los grupos de estudio,
con excepcion de la DMO y T-score en columna y
cadera, y probablemente por esta razén fueron las
diferencias encontradas en FRAX (Tabla 2). Laedad
promedio fue de 61,3 + 8,1 aflos y el indice de masa
corporal de 28,7 + 5,1 kg/m?.

Parametros de laboratorio y densitométricos
En el grupo total de pacientes, los rangos pro-
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medio+DE obtenidos para B-CTx fue de 0,41 +
0,18 con un intervalo de confianza 95% (IC 95%)
[0,37-0,45] ng/mL y para N-MID de 22,76 + 7,73
[21,29- 24,24] ng/mL.

Para el grupo control, los niveles promedio de
B-CTx fueron 0,35 + 0,15 [0,31-0,39] y N-MID
21,12 + 7,1 [19,14-23,09] ng/mL. En cambio, en
el grupo osteoporosis/DMO baja fueron B-CTx
0,46 + 0,19 [0,4-0,52] y N-MID 24,29 * 8,04
[22,14-26,45] ng/mL. Los niveles promedio de

Rev Med Chile 2023; 151: 859-868
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Figura 3. Correlacién entre B-CTx y N-MID en mujeres posm

B-CTx y N-MID obtenidos fueron mayores en el
grupo osteoporosis/DMO baja, en comparacion
al control (p < 0,05; Figura 1). Ademas, se analizo
promedio de cada Z-score siendo 1,03 + 1,74y 0,38
+ 1,19 para B-CTx y N-MID en grupo osteoporo-
sis/DMO baja, y se encontrd niveles mas elevados
respecto al control (p < 0,05; Figura 2). Estas
diferencias se mantienen al ajustar por variables
edad, IMC, afios de la menopausia, parametros
bioquimicos, FRAX y TBS, siendo similares a los
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enopausicas control, con osteoporosis/DMO baja y ambos (Total).

resultados crudos.

Al evaluar correlacion de valores de B-CTx
y N-MID se encontr6 asociaciéon moderada a alta
entre ambos MO (Figura 3).

Sin embargo, no se encontré6 correlacion entre
B-CTx y N-MID con variables estudiadas: edad,
IMC, afios de menopausia, niveles de 25-hidroxi-
vitamina D, FRAX, TBS ni con DMO o T-score
en columna o cadera (r2 > 0,1; p > 0,05), como se
muestra en Figuras 4-6.
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Figura 4. Correlacién entre B-CTx y N-MID y parametros densitométricos en mujeres posmenopdausicas control, con osteo-

porosis/DMO baja y ambos (Total).
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Figura 5. Correlacién entre B-CTx y FRAX osteopordticas mayores (OM), TBS o 25- hidroxivitamina D (25-OH vitamina D) en
mujeres posmenopausicas control, con osteoporosis/DMO baja, y ambos (Total).

Discusion

En este trabajo hemos evaluado, por primera
vez, los marcadores de recambio 6seo B-CTx
y N-MID en una poblacién de mujeres chilenas
con osteoporosis 0 DMO baja y sin patologia dsea.
Nuestros resultados muestran que estos marcadores
son diferentes entre los grupos estudiados, siendo
discretamente mas elevados en grupo de mujeres
con osteoporosis/DMO baja en comparacion a
controles y mujeres premenopausicas. Ademas,
encontramos una moderada a alta correlacion entre
B-CTx y N-MID, pero una débil correlacion entre
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estos marcadores y una DO alterada. No se encontré
correlacion ala vez de ambos MO y factores de riesgo
de fracturas por FRAX.

Los rangos promedio de MO en el grupo de
MPM en este estudio fueron similares alo reportado
en otros paises. En estudio espailol, por ejemplo,
que evalu6 MPM (n = 1.080, 63 + 9 afios) encontro
una media de B-CTx de 0,38 + 0,19 ng/mL (ECLIA),
siendo sus valores mas elevados en aquellas que
tenian osteoporosis'2. En nuestro grupo de estudio
(n =117, 61,3 £ 8,1 anos), la media para B-CTx
fue de 0,41 * 0,18 [0,37-0,45] y para N-MID de
22,76 + 7 [22,14-26,45] ng/mL. En otro estudio,
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Figura 6. Correlacién entre N-MID y FRAX osteopordticas mayores (OM), TBS o 25-OH vitamina D en mujeres posmenopau-

sicas control, con osteoporosis/DMO baja y ambos (Total).

desarrollado en MPM francesas (n = 429, 45-89
anos) de la cohorte OFELY, los niveles medios de
B-CTx fueron 0,55 £ 0,22 ng/mL (ELISA), mayores
alos anteriores, atribuibles a la técnica utilizad®. En
relacién con N-MID hay escasos reportes. Uno de
ellos que estudid mujeres Thai (n = 237) con menos
de 10 afios de menopausia y encontrd un promedio
de N-MID de 21,45 £+ 11,18 ng/mL y B-CTx de 0,44
+ 0,25 ng/mL mostrando una correlacion negativa
entre masa dsea y MO, concordantes con nuestros
resultados”. Los rangos de los diferentes MO no pa-
recen tener gran variabilidad geografica o por etnia,

866

pero tienen diferencias segtn la técnica de medicion
y el laboratorio utilizado. Dado esto se sugiere para
minimizar su variabilidad, la utilizacidn de técnicas
automatizadas y en mismo laboratorio lo que puede
otorgar resultados mas precisos™.

En el presente estudio, los niveles de B-CTx
y N-MID, fueron discretamente mas elevados en
MPM con osteoporosis/DMO baja, pero con una
débil correlacion en la presencia de DO alterada.
Esto podria ser explicado, por una parte, dado la
toma de una muestra aislada de los MO en nuestro
grupo, en vez de muestras repetidas lo que dismi-
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nuiria la variabilidad interindividual. Sin embargo,
otros estudios, han sugerido que los niveles de MO
podrian explicar una pequefa proporcion de los
cambios de DMO a nivel individual®. Otra hipo-
tesis mas probable para nuestros hallazgos, podria
atribuirse a covariables no medidas, que podrian
modificar niveles de MO provocando diferencias
entre los grupos de estudio: el grado de actividad
fisica, o la presencia de patologias secundarias no
reportadas que podrian alterar el recambio 6seo.
Se ha descrito que niveles mas elevados de MO o
el desbalance entre MO de resorcion y formacion
podrian ser utiles para identificar quiénes requieren
estudios adicionales para detector causas secunda-
rias de osteoporosis. Por ejemplo, en nuestro pais,
se ha reportado un aumento de B-CTx posterior a
cirugfa bariatrica®?.

La Asociaciéon Americana de Endocrinélogos
Clinicos y la Sociedad Internacional de Densitome-
tria Clinica han recomendado el uso de MO como
una aproximacion inicial del riesgo de fracturas en
pacientes candidatos a terapia farmacoldgica y para
monitoreo de tratamiento'. Por otra parte, el grupo
de trabajo de la Sociedad Europea en aspectos clini-
cos y economicos en Osteoporosis, recomendo que
a nivel individual, los MO no son ttiles en predecir
el riesgo de pérdida dsea o la eficacia de tratamiento
farmacoldgico para osteoporosis, y recomienda su
uso para la monitorizacién de la adherencia a tra-
tamiento con bisfosfonatos orales?.

Respecto a los marcadores utilizados en nuestro
trabajo, B-CTx es el mas recomendado para evaluar
resorcion 6sea internacionalmente®'”?. En cuanto
a N-MID, ésta resulto tener una baja variabilidad
intra e interensayo y alta correlacion con niveles de
B-CTx, lo que refleja el acoplamiento entre resor-
cién y formacion dsea. Por lo que, N-MID podria
ser considerado un buen marcador de formacion
oOsea alternativo a N-propéptido del colageno tipo
I o PINP, en paises de Latinoamérica en que no esta
disponible®**.

Entre las limitaciones de nuestro estudio estan
1) La medicién de dos MO; 2) Realizado en un
solo centro, requiere validacién y ser un 3) Estudio
transversal. Las ventajas son la disminucién de la
variabilidad de la mediciéon de los MO mediante el
ayuno, horario de medicidn y técnica automatizada
centralizada en un laboratorio. Los grupos de estu-
dio fueron similares en los aflos de la menopausia
y otros factores de riesgo de fracturas. Ademas, el
analisis estadistico de los niveles de MO se expresd
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como promedios y Z-score para facilitar la compa-
rabilidad con estudios internacionales”*.

En conclusidn, en este estudio se determinaron
los rangos de los marcadores 6seos B-CTx y N-MID
en MPM. Niveles elevados de ambos MO se asocia-
ron discretamente a la presencia de osteoporosis/
DMO baja, pero no es posible establecer una causali-
dad. El tener rangos de ambos MO en la poblacion de
referencia de nuestro centro y entender sus limita-
ciones es fundamental. Dado la concordancia de los
resultados con estudios internacionales, estos MO
podrian constituir una herramienta complementaria
aladensitometria sea y FRAX en la evaluacion dsea,
como la identificacion de causas secundarias y, por
lo tanto, una poblacién de mujeres que requiere un
estudio mas exhaustivo.
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