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Resumen Si bien es conocida la utilidad de marcadores 6seos en suero u orina para determinar cambios en
el remodelamiento éseo, la misma no ha sido totalmente estudiada en saliva. Este trabajo evalta
la correlacion entre dos marcadores del recambio 6seo: la fosfatasa alcalina ¢sea (isoforma 6sea, FAO) y el
telopéptido C-terminal del colageno tipo | (CTX), medidos simultaneamente en suero y saliva de ratas Wistar
(250 a 300 g), SHAM (n=12) y ovariectomizadas (OVX) (n=12). Luego de una semana de la cirugia se extrajo
sangre en ayunas y saliva total estimulada donde se evalué CTX (ELISA, RatLabs, Osteometer Bio Tech, Dina-
marca) y FAO (Wiener, colorimetria). En el suero, tanto CTX (ng/ml) como FAO (Ul/l) en ratas OVX fueron
significativamente mayores que en ratas SHAM (15.3+4.0 vs. 21.8+6.4, p<0.05 y 71+29 vs. 104+23; p<0.01,
respectivamente). En saliva se observo el mismo comportamiento (3.6+0.5 vs. 6.4+2.9; p<0.02 y 73+29 vs.90+8;
p<0.003, respectivamente). Las concentraciones de CTX y FAO en saliva se correlacionaron positivamente con
los respectivos niveles sanguineos (r= 0.58, p<0.05 y r= 0.59, p<0.05, respectivamente). Los resultados del pre-
sente estudio preliminar y la sencillez en la obtencién de la saliva total ofrecerian una alternativa no invasiva al
suero para la medicion del remodelamiento éseo. Sin embargo, la aplicacion de esta metodologia a la clinica
humana requiere extensas investigaciones adicionales.
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Abstract Bone remodeling markers in saliva as compared to serum in rats. Bone markers are useful
tools to measure bone remodeling; currently they are assessed in serum and urinary samples; how-
ever there is little information concerning their measurement in saliva. The present experimental study evalu-
ates the possibility to measure collagen type | carboxiterminal telopeptide (CTX) and bone alkaline phosphatase
(b-AP) in saliva, its correlation with serum samples in normal conditions and in the increase of the bone remodeling
due to estrogen deficiency. Twenty four normal adult Wistar rats (300£20 g) [12 SHAM and 12 rats after 1 week of
bilateral ovariectomy (OVX)] were studied. Fasting serum and total saliva after stimulation with pilocarpine were
collected. In both samples were measured: CTX (ng/ml) by ELISA (RatLabs, Osteometer Bio Tech, Denmark) and
b-AP (IU/L) (Wiener, colorimetrically). Both CTX and b-AL in serum samples were significantly higher in OVX than
in SHAM rats (15.3+4.0 vs. 21.8+6.4, p<0.05y 71+29 vs. 104+23; p<0.01, respectively). Saliva presented the same
behaviour (3.6+0.5 vs. 6.4+2.9; p<0.02 y 73+29 vs. 90+8; p<0.003, respectively). When saliva CTX and b-AP were
plotted against serum concentration significant positive correlations were obtained: r=0.58, p<0.05 and r=0.59;
p<0.05, respectively. In conclusion, the present results are promisory in the sense of the potential use of a sali-
vary-based test for evaluating bone remodeling. However, the use of this methodology for clinical practice needs
extensive additional investigations.
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El hueso es un tejido dinamico que se encuentra en
un recambio continuo denominado remodelamiento, por
el cual el tejido viejo es reemplazado por nuevo. Este
proceso ocurre en pequefios paquetes celulares deno-
minados unidades de remodelamiento y es el resultado
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de la accion de las células 6seas; los osteoclastos (deri-
vados de células del tejido hematopoyético de la linea
monocitica/macréfaga) son los encargados del catabo-
lismo, y los osteoblastos (células de origen mesen-
guimatoso) los encargados del anabolismo 6seo?. En el
adulto normal este proceso se encuentra acoplado, en el
sentido de que la formacion ocurre donde previamente
se produjo la resorcion; debido a ello no existe ganancia
ni pérdida de masa 6sea. Durante el crecimiento, en cam-
bio, puede formarse hueso en un sitio donde no ha ocu-
rrido previamente la resorcién. Este fenédmeno se deno-
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mina modelamiento y es el responsable de la ganancia
de masa 6sea y modificacion del tamafio corporal que
contintia hasta aproximadamente la tercer década de vida
en que se logra el pico de masa 6sea?. Este Ultimo cons-
tituye la méxima cantidad de hueso con que un individuo
cuenta para hacer frente a las pérdidas de masa dsea
que ocurrirdn mas adelante, cuando a partir de los 40
afos aproximadamente, comience una lenta pero paula-
tina pérdida de masa 6sea que se acelera, en la mujer,
durante los primeros afios de la menopausia, para igua-
larse luego, en la edad afiosa, entre hombres y mujeres.

La actividad de las células 6seas se mide indirecta-
mente por medio de los marcadores bioquimicos del
remodelamiento 6seo. Los de formacién provienen de la
actividad osteoblastica y entre los actualmente disponi-
bles se encuentran la fosfatasa alcalina isoforma 6sea,
osteocalcina, propéptido del colageno tipo | amino y
carboxilo terminal (P1INP y PICP, respectivamente). Los
de resorcion provienen de la actividad osteoclastica y en-
tre ellos, con distinta sensibilidad, se encuentran la hidroxi-
prolinuria, fosfatasa acida tartrato resistente 5b, piridinolina
y deoxipiridinolina, telopéptidos del colageno tipo |
aminoterminal (NTX), carboxiterminal (CTX) y carboxilo-
terminal del producto de entrecruzamiento (ICTP)3.

Si bien la mayoria de los métodos de diagndstico se
basan en la determinacion de distintos constituyentes de
la sangre u orina (por ejemplo hormonas, proteinas, dro-
gas de abuso, etc), otros fluidos bioldgicos como la sali-
va pueden utilizarse con fines diagndsticos* 5. La utilidad
de los marcadores 0seos en suero u orina para determi-
nar cambios en remodelamiento 6seo es conocida®; hasta
el momento la variacion en los niveles salivares en res-
puesta a modificaciones en la actividad de las células
Oseas no ha sido evaluada. La presencia de marcadores
del metabolismo 6seo en saliva y su correlacion con los
niveles sanguineos, en condiciones normales como en
estados patolégicos o en la respuesta al tratamiento es-
pecifico, sugiere que la misma podria utilizarse como
método no invasivo para la determinacién del recambio
0seo.

La rata ovariectomizada (OVX) es un modelo experi-
mental reconocido de pérdida de masa 6sea por defi-
ciencia estrogénica, reproduciendo las alteraciones que
llevan a la osteoporosis postmenopdusica. La utilizacion
de este modelo experimental en el disefio del presente
estudio permite contar con un grupo homogéneo, evitan-
do el sesgo por otros factores (cierto grado de periodon-
titis, inflamacion, tiempo transcurrido desde la menopau-
sia, ejercicio, dieta, etc.) que pudieran influir en los resul-
tados finales.

Sobre estos antecedentes, los objetivos del presente
estudio experimental fueron determinar la posibilidad de
medir en saliva un marcador de formacion como la FAO y
uno de resorcién tan sensible y especifico como el CTX.
Asimismo, evaluar su correlacion con los niveles sangui-
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neos y comparar la respuesta en ambos tipos de muestras
frente a condiciones que aumenten el remodelamiento seo
como ocurre con la deficiencia estrogénica.

Se estudiaron 24 ratas normales adultas de la cepa
Wistar (250 a 300 g) de las cuales 12 fueron sometidas a
una operacion simulada (SHAM) y 12 a una ovariec-tomia
bilateral (OVX). Las mismas se mantuvieron en condi-
ciones controladas de humedad (55+10%), temperatura
(21+1 °C) con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y fue-
ron alimentadas con una dieta comercial (Granave SA,
Argentina) y con libre acceso a agua. Los animales fue-
ron mantenidos de acuerdo a las normas de la Guia de
Salud de Institutos Nacionales para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio’. A los cinco dias de la cirugia
se extrajo sangre de la vena de la cola y saliva total du-
rante 45 segundos bajo anestesia leve con éter etilico,
previa estimulacion con 20 pl de clorhidrato de pilocarpina
al 1% por 100g de rata (isoptocarpina). Las muestras se
guardaron a -20 °C hasta su andlisis, el cual se realizé
en un Unico ensayo para evitar variaciones interensayo.

Tanto en sangre como en saliva se realiz6 la determi-
nacion de CTX mediante un ensayo de competicion
proteica basado en la inmovilizacién de péptidos sintéti-
€0s, con una secuencia aminoacidica especifica para el
telopéptido C de la cadena o del colageno tipo | (glu-lis-
ala-his-asp-gli-gli-arg = péptido CTX). Para ambas mues-
tras se utilizé la metodologia ELISA (RatLabs, Osteo-
meter Bio Tech, Dinamarca)®°. El limite de deteccion fue
de 2.5 ng/mly el coeficiente de variacion intraensayo fue
de 6% en suero y de 8% en saliva. La FAO (Ul/l) se midi6é
por espectrofotometria previa precipitacion especifica de
la isoforma 6sea con lectina de gérmen de trigo®. Los
datos fueron expresados como media * error estandar
de la media. La estadistica fue realizada utilizando el
paquete estadistico SPSS (SPSS Inc, Chicago, IL). Las
diferencias entre las medias de cada uno de los grupos
fueron evaluadas utilizando el test de Student para mues-

TABLA 1.— Niveles de los marcadores dseos en sangre y
saliva total

CTX (ng/ml) FAO (Ul
Saliva Sangre Saliva  Sangre
SHAM 3.6+£0.5 153+%4.0 73+29  71x29
OoVX 6.4+2.9* 21.8+6.4* 90 + 8*** 104+ 23#

Resultados expresados como media +DS. Los distintos grados de
significancia entre ratas SHAM y OVX fueron los siguientes: (*) p<0.05,
(**) p<0.02, (***) p<0.003 y (#) p<0.01.

CTX: telopéptido C-terminal del coldgeno tipo |

FAO: fosfatasa alcalina isoforma 6sea

SHAM: operacion simulada

OVX: ovariectomizada
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Figs. 1a y 1b.— Correlacion entre los niveles de marcadores 6seos en sangre y saliva

total.

CTX: telopéptido C-terminal del colageno tipo |

FAOQO: fosfatasa alcalina isoforma 6sea
SHAM: operacion simulada
OVX: ovarietomizada

tras no apareadas. Un p<0.05 fue considerado como sig-
nificativo. Los resultados obtenidos muestran que, como
se esperaba, tanto el CTX como la FAO fueron signi-
ficativamente mayores en suero de ratas OVH que SHAM
(p<0.05 y p<0.01, respectivamente). Los niveles en sali-
va presentaron el mismo comportamiento (p<0.02 y
p<0.003, respectivamente) (Tablal). Los niveles de CTX
y FAO en saliva correlacionaron positivamente con los
respectivos niveles sanguineos (r=0.58, p<0.05y r=0.59,
p<0.05, respectivamente) (Figuras 1a y 1b, respectiva-
mente).

Discusion

La rata ovariectomizada ha sido ampliamente utilizada
como modelo experimental en el estudio de los efectos
de la deficiencia estrogénica sobre el esqueleto. Duran-
te los primeros afios de la menopausia se produce un
aumento en el remodelamiento debido a la disminucion
de los niveles estrogénicos que lleva a una rapida velo-
cidad de pérdida de masa 6sea. Tanto ésta como otras
anormalidades esqueléticas se producen por desequi-
librios o desacoples entre los procesos de formacion y
resorcion 0sea que pueden ser el resultado de una ma-
yor actividad osteoclastica, una menor actividad osteo-
blastica o ambos procesos al mismo tiempo® . La acti-
vidad de las células 6seas puede evaluarse por medio
de los marcadores del remodelamiento 6seo en orina o
suero, cuya determinacién bioquimica constituye parte
de los estudios complementarios muy utilizados para el
control de las distintas osteopatias metabdlicas. Las in-
vestigaciones en este sentido estan dirigidas al mejora-
miento en la precision de métodos de diagnoéstico y el
desarrollo de métodos alternativos capaces de detectar
tempranamente la pérdida de masa 6sea o controlar la
respuesta al tratamiento.

De acuerdo a nuestro conocimiento, no existen datos
en la literatura tanto médica como odontoldgica sobre la
medicion en saliva de rata de un marcador de formacion
de facil realizacion como la FAO y un marcador de resor-
cién como el CTX, al que en la actualidad se lo conside-
ra como uno de los mas sensibles y especificos. En el
presente estudio, si bien en forma preliminar, ambos mar-
cadores en saliva presentaron el mismo comportamien-
to que aquellos evaluados en sangre en cuanto a dife-
renciar un aumento en el remodelamiento 6seo debido a
la deficiencia estrogénica. Asimismo, aunque los coefi-
cientes de correlacion hallados fueron bajos, posiblemen-
te por la escasa poblacion evaluada, existio una correla-
cion significativamente positiva entre los niveles en san-
gre y saliva. Si bien estos coeficientes determinarian la
utilidad de la saliva para comparar grupos experimenta-
les, su valor en estudios prospectivos requiere ampliar el
numero de animales.

La saliva es una muestra bioldgica que presenta cier-
tas ventajas en el sentido de que su obtencion es senci-
lla, no invasiva, y no requiere de personal altamente ca-
pacitado para su extraccion. Este hecho hace que, si las
futuras investigaciones asi lo determinan, pueda ser uti-
lizada como método alternativo para la determinacion de
los marcadores bioquimicos del remodelamiento 6seo en
estudios de campo*. Asimismo, dado que en general los
individuos concurren periédicamente al odontélogo para
control, su medicién en forma sencilla, dentro de los con-
troles dentales de rutina, posibilitaria el diagndéstico pre-
coz de osteopatias metabdlicas. Ademas, en nifios, la
medicién en saliva de marcadores aportaria una herra-
mienta Util ya que, tanto los pediatras como las madres
son reticentes a la extraccion sanguinea, y la recolec-
cion de orina presenta varios inconvenientes como la
expresion de los resultados (por mg de creatinina, por kg
de peso corporal, por m?) y el tipo de orina (al acecho,
basal, de 24 h).
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En conclusién, a pesar de que estos estudios son de
naturaleza preliminar, abren la posibilidad de disponer
de una muestra biolégica que tendria ciertos beneficios
sobre las determinaciones sanguineas o urinarias. En
este sentido, la sencillez en la obtencion de la saliva to-
tal ofreceria una alternativa no invasiva al suero para la
medicion del remodelamiento éseo. Sin embargo, la apli-
cacion de esta metodologia a la clinica humana requiere
extensas investigaciones adicionales.
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Perhaps someday the television networks and major publishers, in a fit of moral courage, will realize
that when they give invaluable free publicity to medical quacks they are playing with the lives of the
innocent and poorly informed. The tragedies occur when the seriously ill, swayed by the glowing testimo-
nial of famous personalities and irresponsible journalists, forgo reputable medical aid until it is too late.

Tal vez algun dia las redes de television y las grandes editoriales, en un ataque de coraje moral,
comprendan que cuando dan invalorable publicidad gratis a médicos curanderos estan jugando con las
vidas de inocentes y mal informados. Las tragedias ocurren cuando los seriamente enfermos,
influenciados por los testimonios de personalidades famosas y periodistas irresponsables, renuncian a
la ayuda médica acreditada hasta que es demasiado tarde.
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