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RESUMEN

En la presente investigacion se evalué el efecto del consumo de coca
pulverizada en mujeres postmenopausicas y se analizé la capacidad
antioxidante de la coca pulverizada. Las pruebas se llevaron a cabo en el
Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion-UNMSM. Las participantes
fueron mujeres postmenopausicas voluntarias. Siendo un Unico tratamiento y
autocontrolado, se seleccionaron 25 voluntarias que cumplieron los criterios
de inclusidén y exclusion. Terminaron 21. Se les proporciond hoja de coca
pulverizada para un consumo diario de 4 g en agua durante 90 dias. Todas
continuaron con su dieta normal y estilo de vida. Se tomaron tres muestras de
sangre por voluntaria, al inicio, antes del consumo del pulverizado, a los 45
dias y a los 90 dias. En las voluntarias, se midié cuatro marcadores de
recambio 6seo. En el micropulverizado, ABTS (Capacidad antioxidante
equivalente al trolox), FRAP (Potencial antioxidante de reduccién de hierro) y
polifenoles. Se observé una reduccién significativa del marcador de resorcion
0sea NTX1 (de 12,719 a 0,994 ng/mL; p<0,05). El marcador de formacion
0sea P1NP mostré una positiva diferencia de medianas. El extracto de coca
exhibié capacidad antioxidante (TEAC-ABTS de 2,74 pmol/mL, FRAP de
73,60 mg AAE/qg); el contenido de polifenoles fue 3 089,34 mg AG/100 g. Estas
caracteristicas podrian contribuir con los beneficios potenciales en el
metabolismo 6seo. La complementacion de la dieta por 90 dias con coca

indujo a cambios en indicadores de recambio dseo.

Palabras clave: recambio 6seo, Erythroxylum coca, capacidad antioxidante



ABSTRACT

The effects of the consumption of coca leaves powder in post-menopausal
women and the antioxidant capacity of coca leaves powder were evaluated in
Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion-UNMSM. Participants were
volunteer post-menopausal women. A unique and self-controlled treatment of
25 volunteers who followed inclusion and exclusion criteria was applied.
Twenty one completed the treatment. Women’s daily ingestion of 4 g of coca
leaves powder mixed with water for a period of 90 days. They kept their regular
diet and life style. Three blood samples per volunteer were taken before, after
45 and 90 days of the treatment. In women, it was measured four bone
turnover markers. In coca leaves powder: TEAC-ABTS (Trolox equivalent
antioxidant capacity), FRAP (Ferric reducing antioxidant power) and
polyphenols. A significant decrease in the bone resorption indicator NTX1
(from 12.719 to 0.994 ng/mL; p<0.05) was observed. The bone formation
P1NP indicator had a positive median difference. The coca leaves powder
showed antioxidant capacity (TEAC-ABTS of 2.74 ymol/mL, FRAP of 73.60
mg AAE/g); the content of polyphenols was 3 089.34 mg AG/100 g, these
results could potentially benefit bone metabolism. The incorporation of coca
leaves powder in the women'’s regular diet for a period of 90 days generated a

change in the indicators of bone density.

Key words: bone turnover, Erythroxylum coca, antioxidant capacity



1. INTRODUCCION

1.1 Situacién problematica

Desde inicios del siglo XX, se ha buscado relacionar la hoja de coca
(Erythroxylum coca) con los problemas y danos que genera el clorhidrato de
cocaina. Esto ha imposibilitado que se estimen sus grandes aportes en

nutricion y salud, confirmados por diversas investigaciones.

La historia de la coca es un ejemplo dramatico de error humano en relacion
con la naturaleza. Se ignoré la experiencia de los usuarios indigenas de coca,
que la consumieron por 300 generaciones (Ramos Aliaga, 1987) y se negd a
reconocer los beneficios. Cuando los cientificos europeos aislaron la cocaina,
la lanzaron al mundo como el Unico componente de interés en la hoja. Los
médicos europeos y norteamericanos luego abusaron de la cocaina,
introduciendo a mucha gente a crear las bases para su abuso. Con la
criminalizacién de la cocaina, aparecié un vasto mercado negro de la droga,
que ha causado mucha miseria en los paises productores. El paso final y mas
absurdo en esta cadena de pensamiento y accion erréneos, es la conclusién
de que la planta de coca es responsable de todo este problema, y- por lo tanto,
debe ser erradicada (Weil, 2013).

Adicionalmente, diversos estudios poco rigurosos buscaron en su momento
desprestigiar la hoja de coca, como los citados por Caceres (2013): “El
cocainismo y la raza indigena” (La crénica médica, 15-7-1913) del Dr. Hermilio

Valdizan quien afirmé que el acullico es una “intoxicacion crénica”, asi como



“La coca. La gran toxicomania peruana” del Dr. Luis N. Sdenz en los anos
treinta. S6lo quedaba por demostrar el dafo a la salud producido por el
coqueo, tarea a la que se dedic6 el Dr. Carlos Gutiérrez Noriega en los afos
40. La publicacién en el Mercurio Peruano “Disertacion sobre el aspecto,
cultivo, comercio y virtudes de la famosa planta del Peru nombrada Coca” del
Dr. Hipdlito Unanue fue reducida en su momento a un mero “estudio
agronémico”. A pesar de todos estos antecedentes, hasta el dia de hoy, no
existe ninguna investigacién cientifica rigurosa que pruebe la relacién entre la

hoja de coca y la toxicomania.

Por otro lado, cerca de 25 millones de mujeres premenopausicas del mundo
entero entran cada afno a la etapa menopdausica. La osteoporosis es una
enfermedad que afecta a mas del 30% de mujeres con menopausia. Esto
evidencia claramente la magnitud del problema, y la manera como se veran
afectadas las condiciones de salud y calidad de vida de estas mujeres en las
proximas décadas (Chalco, 2011). La pérdida de masa 6sea es mas frecuente
en las mujeres, y se acelera al cesar la produccion estrogénica. (Sociedad
Espafola de Ginecologia y Obstetricia, 2004).

Actualmente existe un elevado interés en la recomendacién no farmacolégica
para la atenuacion de la pérdida ésea en mujeres posmenopausicas. Esto se
debe principalmente a los resultados obtenidos en estudios a gran escala
sobre los efectos adversos del reemplazo hormonal, terapia relacionada con
un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y cancer de mama (Bonjour y
otros, 2008).

En el Perq, las mujeres representan el 50,2% de los adultos de 45 afios a mas
(INEIl, Compendio Estadistico Peru , 2014), poblacién numerosa para la que
se debe seguir desarrollando medidas de prevencién y tratamiento
alternativos contra la pérdida ésea. El sistema de salud ofrece diversas
medidas, sin embargo, algunos tratamientos convencionales pueden producir
efectos colaterales (Sociedad Espariola de Ginecologia y Obstetricia, 2004),
lo cual disminuye la adherencia al tratamiento y el fracaso terapéutico.



En esta busqueda de alternativas para los problemas de salud de las mujeres
posmenopausicas, se ha venido promoviendo la investigacion de los aportes
nutracéuticos en diferentes plantas tales como la maca, la uia de gato, el
aguaje, entre otras. La hoja de coca es una de ellas.

1.2 Formulacién del problema

¢ El consumo de la hoja de coca pulverizada modifica los marcadores

bioquimicos de recambio 6seo en mujeres postmenopausicas?

1.3 Justificacién de la Investigacion

Debido a la alta tasa de personas con osteoporosis a nivel mundial, es
necesario buscar alternativas de solucidn con medidas preventivas vy
correctivas. El Perl es un pais con una gran biodiversidad en plantas y
alimentos, entre ellos ha destacado histéricamente el consumo de la hoja de

coca como alimento y medicina.

En 100 g de hoja seca se encuentran 1 011,67 (Penny y otros, 2009) — 2 196
mg de calcio (Collazos, Urquieta, & Alvistur, 1965). Adicionalmente, presenta
un contenido importante de compuestos bioactivos tales como polifenoles (3
780 mg AG/100 g) (Penny y otros, 2009) y B carotenos (11 000 Ul); y una gran
capacidad antioxidante (Documet, 2004). Esto ultimo, podria ser una de las
explicaciones de sus beneficios potenciales para mejorar el metabolismo éseo
mediante la reduccion de la toxicidad celular y marcadores pro-inflamatorios
(IL6, TNF), mejorando la actividad de los osteoblastos (Nash & Ward, 2016).

El consumo de coca en la ciudad de Lima se ha incrementado en los ultimos

anos debido a que se le atribuyen mdltiples propiedades a favor de la salud.



Una encuesta realizada a 8 193 viviendas de los 24 departamentos del Peru
reveld que la hoja de coca adquirida en el afio 2 013 ascendié a 10 728
toneladas, lo que representa un incremento del 22,1% respecto al afno 2 003
que fue de 8 787 toneladas. También menciona que el 53,9% de la poblacion
de Lima Metropolitana que adquiere hoja de coca son mujeres, que el 12,3%
de los encuestados la consumen en forma de hoja molida y que el 45,4% de
las personas adultas que creen que si se deberia chacchar hoja de coca,
considera que es medicina (INEI, Encuesta nacional de hogares sobre
consumo de Hoja de Coca 2013, 2013).

Este tipo de estudio con pulverizado de hoja de coca no se ha realizado
anteriormente en el Peru, por lo que resulta relevante cientificamente debido
a su contribucién a la salud publica nacional proporcionando una alternativa
para la prevencion y tratamiento de osteoporosis sin los efectos colaterales de
los métodos farmacoldgicos, por alentar el interés en nuevas investigaciones
sobre los beneficios de la hoja coca en la salud y promover el desarrollo de

nuevos derivados alimenticios y farmacol6gicos de la hoja de coca.



1.4 Objetivos de la Investigacion

1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del consumo de hoja de Erythroxylum coca (coca)
pulverizada en marcadores bioquimicos de recambio 6seo en mujeres

postmenopausicas.

1.4.2 Objetivos especificos
1. Analizar los marcadores bioquimicos de resorcidon 0sea antes, durante
y después de la dieta enriquecida con hoja de coca pulverizada.
2. Analizar los marcadores bioquimicos de formacién 6sea antes, durante
y después de la dieta enriquecida con hoja de coca pulverizada.
3. Estimar el contenido de polifenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante de la hoja de coca pulverizada.



2. MARCO TEORICO

2.1 Estudios de investigacion de la Erythroxylum coca

Hasta el momento no existe ninguna publicacién que haya evaluado el efecto
del consumo de la hoja de coca en el metabolismo 6seo. Sin embargo, se han

investigado otras propiedades de la hoja, con importantes resultados.

Ramos Aliaga (1988), afirma que los estudios hechos en humanos y animales,
favorecen el punto de vista de que, el uso de la hoja de coca -principalmente
por su contenido en cocaina y posiblemente, también, en otros componentes,
cuyas propiedades no estan suficientemente estudiados- ocasiona,
respuestas fisioldégicas importantes en la adaptacion del hombre al medio
ambiente y condiciones de vida en los Andes.

Existen evidencias de la no toxicidad del consumo de la hoja de coca, entre
ellas su consumo por mas de 300 generaciones. Ramos Aliaga (1987),
menciona que el doctor Monge establecia que no habia signos de toxicomania
ni sindrome clinico apreciable en el hombre que dejaba el habito y, que la
cocaina en la sangre de los habituados era infima. También anotaba que, hay
millares de conscriptos que dejaban inmediatamente el habito, al enrolarse al
Ejército y que, en la costa, dejan también ese habito, al cambiar el trabajo
agricola por el servicio doméstico.

La hoja de coca viene siendo investigada desde hace varias décadas. A pesar

de que la informacién acerca de los beneficios en sus diversas formas de



consumo es aun escasa, lo investigado da indicios importantes de su potencial
favorable para la salud humana.

Gonzales y otros (2013), concluyeron que la administraciéon del extracto
etandlico de hoja de coca tuvo un efecto terapéutico sobre la anemia
ferropénica inducida en ratas macho Holtzman, sustentado por el incremento

en los niveles de hemoglobina.

En la tesis “Determinacion de la actividad antioxidante el extracto refinado
atomizado desalcaloinizado de coca en un modelo experimental de ejercicio
extenuante”, Velasquez (2005) concluye que la administracién de ese extracto
participa en la respuesta antioxidante frente a una situacion de estrés agudo
promoviendo una respuesta inmediata antioxidante. Esto se ve principalmente
en el incremento de la actividad de superéxido dismutasa (SOD) y en la
disminucion del grado de peroxidacion lipidica. No se observé variaciéon de la
glutatién debido probablemente, a la respuesta inmediata que presentd la
SOD para combatir el estrés.

Se ha demostrado que disminuye los danos estructurales y funcionales del
higado luego de un deterioro inducido con ingesta de etanol. También se han
obtenido resultados positivos en la disminucién parcial o total de la

lipoperoxidacion microsomal hepatica (Ramos Aliaga, 2006).

En un reporte clinico Bolo y Ocampo (2004), presentaron el efecto del mate
de coca como antidepresivo natural en 8 casos clinicos con diagndstico de
episodio depresivo leve y moderado, realizado en el Consultorio de Medicina
Alternativa del Hospital de Apoyo San José, Callao - Perd. Mencionan que a
las tres semanas hubo una disminucion del puntaje del inventario de Beck,
evidenciando que el mate de coca produciria efectos antidepresivos. Los
pacientes respondieron positivamente desde la primera semana,
disminuyendo el puntaje en el transcurso de tres semanas y evidenciando
mejoria clinica. La caida del puntaje del inventario de Beck para el estado
depresivo de 23,3 a 7,5 (estado no depresivo). Finalmente, recomendaron
realizar un estudio clinico prospectivo con disefio de caso control para

demostrar cuantitativamente el efecto del mate de coca sobre la depresion,



sugiriendo que la dosis sea de un sobre filtrante de mate de coca, en una taza
de 200 cm?, por cinco minutos de infusion, tres veces al dia, después de las

comidas y por espacio minimo de un mes.

Otros estudios en relacion al habito de la masticacion de la hoja de coca o
coqueo en los Andes utilizando el modelo de la administracidén crénica del
alcaloide con la dieta en ratas, muestran en cambio, una buena tolerancia de
este animal al alcaloide asi administrado y la presencia en el cuerpo y el
higado de respuestas adaptativas y/o de ajuste favorables al organismo,
segun su estado nutricional (Ramos Aliaga, 2005).

Se conoce que la cocaina inhibe algunos aspectos del metabolismo oxidativo
(fermentacion de la glucosa, respiracion celular, descarboxilacidn del piruvato,
utilizacion del acetato en el ciclo de Krebs) y la sintesis del glutamato,
aspartato y otros aminoacidos por transaminacion, en ciertos organismos y/o
sistemas celulares como levadura, langosta de mar, paloma, rata. (Ramos
Aliaga, 2005).

Hay evidencias de que la cocaina previene la acumulacién de lipidos en el
higado y en los animales mal nutridos. Los resultados indican que el efecto
preventivo de la cocaina, se deberia, al menos en parte, a una remocioén de
los triglicéridos hepaticos como las lipoproteinas de muy baja densidad 6
VLDL (Ramos Aliaga, 1988)

En “Connotaciones metabdlicas y fisiolégicas del uso de la cocaina en
animales de experimentacién y su relacion con el cocaismo”, Ramos Aliaga
(1987) afirma que aparte de las propiedades farmacoldgicas de la hoja de
coca, ella tiene también un valor nutritivo que en las condiciones en que se

practica el habito, llegaria a ser muy importante.



2.2 Bases Teoricas

2.2.1 Erythroxylum coca (coca)

2.2.1.1 Aspectos Botanicos. La planta de coca es originaria de América
del Sur, principalmente de Peru, Bolivia, Chile, Ecuador y Colombia. Es una
planta de hoja perenne. El género Erythroxylum esta formado por unas 250
especies (Documet, 2004). Esta misma autora sefiala que las especies: E
coca Lam., (en el sur y centro del Peru, principalmente en Huanuco y Cusco)
y la E novogranatense (en el norte del pais, sobretodo en La Libertad), son

las dos especies mas cultivadas en el Peru.

A partir de ellas se han desarrollado, bajo la influencia del ambiente, diversas
variedades cultivadas. Asi, dentro de la especie E coca Lam., se han formado
cuatro cultivares diferentes: la E coca cv lambran en el Cusco, (denominada
comunmente “Coca Cusco”), y tres mas en Huanuco: E coca cv. mollecoca, E
coca cv. fusiforme y E coca ovoide. De la coca nortena E novogranatense, se
ha desarrollado el cultivar E novogranatense cv. truxillense conocida como

“Hoja de Coca Trujillo”.

2.2.1.2 Clasificacion Taxonomica. Segun Documet Forger (2004), la hoja

de coca tiene la siguiente clasificacion sistematica:

Reino Plantae

Divisién Fanerégamas
Subdivision Angiospermae
Orden Malphighiales
Familia Erythroxylaceae
Género Erythroxylon
Especie Erythroxylum coca

Nombre vulgar “coca”, “kuka”
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2.2.1.3 Aspectos nutricionales de la hoja de coca. La hoja de coca es
una hortaliza arbustiva con propiedades nutricionales y medicinales
particulares y excepcionales. Son cuatro las formas tradicionales de consumo

que han sido registradas:

Hoja Seca en infusion
Tradicionalmente usada como digestivo. También se ha comprobado su
efecto estimulante hirviendo la hoja unos minutos, logrando extraerle una
importante cantidad del alcaloide cocaina. Llosa Rojas (2002), llegé a extraer
hasta 5,88 mg/g de este estimulante en quince minutos de hervido.

Hoja seca molida o pulverizada
Permite el consumo de la hoja en su totalidad, que incluye su importante fibra
dietaria, antioxidantes y nutrientes concentrados como todo alimento
deshidratado (Trigo, 2013).

Algunos cronistas dejaron constancia de este consumo: Martin de Morua dice
“...esta coca lo tienen para sus contentos (sic) y regalos y la mascan y la
comen...”. Juan Betanzos relata que el Inca Yupanqui mandaba hacer bebida
con agua y “coca molida y desmenuzada”. Bernabé Cobo refiere que “los
polvos de coca tomados de ordinario... son contra el asma o ronquera de
pecho” (Hurtado Fuertes, 2006).

Henman (2005), da cuenta de la costumbre ancestral de consumo de harina
de coca por la poblacién del Cauca colombiano; asi mismo, las etnias
amazdnicas Witoto y Bora que se encuentran en el rio Putumayo y los Maku;
y todos los del grupo linglistico Tukano que se encuentran en el rio Vaupés.

A nivel urbano, en una encuesta a 62 personas consumidoras de hoja de coca
en la ciudad de Lima, se observd que la forma en que méas se la consume es
en harina (hoja pulverizada). Se la ingiere en promedio de 2 cucharaditas
diarias directamente con agua en ayunas o integrada al desayuno y almuerzo
(Trigo, 2013). Actualmente se comercializa la hoja molida pura embolsada, en

capsulas y pastillas; reposteria y panificacién.
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Se ha encontrado un significativo contenido de polifenoles en 8 muestras de
pulverizado de coca de diferentes regiones de Peru, dando un promedio de 3
780,00 + 340,00 mg AG/100 g. Ademas, representa una fuente potencial de
fibra dietaria insoluble ya que contiene 38,02 + 1,86 g/100 g ms Penny y otros
(2009).

En |la Tabla 1 de detallan los diversos nutrientes presentes en la hoja de coca
molida. Destaca en calcio y fibra funcional, asi como en hierro, zinc y

magnesio; importantes cofactores de enzimas antioxidantes.

La Tabla 2 muestra el contenido de algunos alcaloides, donde la cocaina
sobresale con respecto a los otros. Se conoce que la presencia de este
alcaloide tiene un efecto inhibitorio sobre el metabolismo oxidativo del piruvato
y el acetato en el higado e inhibe significativamente las actividades de las
enzimas indicadoras de dafo hepatico, glutamico-oxalacético transaminasa
(TGO) y glutamico-pirdvico transaminasa (TGP) en ratas bien nutridas
(Ramos Aliaga, 2005).

Hay evidencias de que la cocaina previene la acumulacion de lipidos en el
higado y en los animales mal nutridos (Ramos Aliaga, 1988).
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Tabla 1. Contenido promedio de nutrientes en muestras de hoja de coca

pulverizada
Contenido (mg/ 100 g peso seco)

Calcio 1011,67

Hierro 29,16

Zinc 2,67

Magnesio 210,95

Contenido (g/ 100g peso seco)

Fibra insoluble 38,02

Fibra soluble 2,83

Fibra cruda 15,46

Acido oxalico 2,09

Acido fitico 0,29

Grasa 6,12

Cenizas 5,65

Proteina 20,28

Polifenoles 3,782

Energia 346,23

Fuente. Penny y otros (2009)
ag AG/ 100 g peso seco
bkcal/ 100 g peso seco
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Tabla 2. Contenido de alcaloides del pulverizado de hoja de coca

Contenido (g/ 100g peso seco)
Ester metilico anhidroecgonina 0,02
Ester metilico ecgonina 0,18
Cocaina 0,56
Trans-cinnamoilcocaina 0,04
Cis-cinnamoilcocaina 0,07

Fuente. Penny y otros (2009)

El pulverizado de coca contiene aminoacidos esenciales y no esenciales (ver
Tabla 3), estos valores demuestran que este alimento, a pesar de ser un
vegetal, sobrepasa los patrones de requerimiento de aminoacidos en nifos.
El dnico aminoécido limitante es la lisina. Las proteinas de la coca se podrian

completar mezclandola con otros alimentos como la kiwicha o quinua.



Tabla 3. Contenido de aminoacidos de la hoja de coca
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Aminoéacido | Contenido de | Contenido Patron de Comparacién
AA (g/100g de | de AA (mg/ | requerimiento | con respecto
hoja seca)? g de de AAen al patrond
proteina)® nifos (mg/ g

de proteina

requerida)°
Histidina 0,418 + 0,040 20,611 18 1,145
Isoleucina 0,728 + 0,072 35,897 25 1,436
Leucina 1,323 + 0,147 65,237 55 1,186
Lisina 0,801 + 0,095 39,497 51 0,774
Metionina 0,337 + 0,036 16,617
Cisteina 0,200 + 0,020 9,862
Metionina + | 0,537 + 0,057 26,479 25 1,103
Cisteina
Fenilalanina | 0,790 + 0,094 38,955
Tirosina 0,570 + 0,073 28,107
Fenilalanina | 1.360 + 0,167 67,061 47 1,427
+ Tirosina
Treonina 0,711 + 0,076 35,059 27 1,298
Triptéfano 0,265 + 0,034 13,067 7 1,867
Valina 0,902 + 0,096 44 477 32 1,390

Fuente. Penny y otros (2009)

@ Promedio de 8 muestras, concentracién de AA en 100 g de polvo de hoja de

coca.

® Promedio de 8 muestras, AA mg/ g proteina.

¢ Patrén de requerimiento de AA en nifos de 3 a 10 anos del Food and
Nutrition Board of the Institute of Medicine (FNB/IOM).

d Cantidad de AA en 1 g de proteina (mg)/ patrén de requerimiento de proteina

en ninos (mg).
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Hoja Fresca

Segun Trigo Pesaque (2013) la hoja tierna y cruda, consumida como verdura
en ensaladas, cremas, extractos y picchado permite aprovechar su proteina
integral, clorofila, antioxidantes, vitamina C. En zonas productoras ecolégicas,
los agricultores las comen directamente de la planta. Es una costumbre
ancestral, tal como lo revela el jesuita espafnol Antonio Julian: “... los guajiros

lo usan... las hojas no tostadas ni secas, sino frescas, verdes y hermosas...”

Hoja Seca para Picchar, Acullicar, Masticar

En 1965, Collazos y otros publicaron los resultados del primer estudio de
asimilacion de nutrientes a través del picchado de la hoja de coca y concluyé
que en cuatro horas de picchado, la vitamina A se asimila en un 52%, la

vitamina B1 se asimila al 100% y la vitamina B2 entre 28 y 46%.

Produccion de Hoja de Coca

Se cultiva en diversas zonas del pais y su evolucion ha sido diferente en cada
region (ver Figura N 1).

Existe una alta disponibilidad de hoja de coca en el Peru. Mientras en el afo
2 000 se estim6 un rendimiento de 1 500 kilos de hoja seca por hectarea, en
el 2 010 da cuenta de una cosecha de 2 500 kilos, lo cual representa un
vertiginoso aumento de 66% en el periodo de 10 anos (Diario La Republica,
2012).
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Peru, Coca cultivation by region, 2006-2010
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Figura 1. Cultivo de hoja de coca por regiones en el Peru (2006-2010).

Fuente. Datos tomados de Vasquez Bazan (2012).

2.2.2 Tejido Oseo

Es una forma especializada de tejido conjuntivo que se caracteriza por su
rigidez y su gran resistencia tanto a la traccion, como a la compresién. Debido
a la rigidez, el hueso puede realizar las funciones de soporte y proteccion,
ofreciendo resistencia a la deformacién y a la fractura. Esta formado por
células y material extracelular calcificado (matriz ésea) (Riancho Moral &
Gonzalez Macias, 2004).

El hueso desempenfia una funcién biomecanica (apoyo, articulacién y lugar de
insercidon muscular y ligamentosa), una protectora (6rganos vitales y sistema
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nervioso central) y otra metabdlica (reserva de iones, tales como calcio y
fosfato).

Es un tejido conectivo que consiste esencialmente en una matriz extracelular
mineralizada y células especializadas: osteoblastos, osteocitos vy
osteoclastos.

El principal componente organico de la matriz es el colageno tipo |, que
supone alrededor del 90%; el 10% restante lo componen una serie de
proteinas no estructurales de menor tamano, entre las que se encuentran la
osteocalcina, algunas fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de crecimiento
y proteinas séricas. La fase inorganica estd compuesta por minusculos
cristales de un mineral de caracter alcalino, la hidroxiapatita [Ca1o(PO4)s(OH)2]
(Riancho Moral & Gonzéalez Macias, 2004). Estos cristales se incrustan entre
las fibras de colageno para formar un material que reune las caracteristicas
adecuadas de rigidez, flexibilidad y resistencia.

Durante la vida adulta, el esqueleto experimenta un proceso continuo de
reparacion y renovacion. Ese remodelado del hueso se lleva a cabo en las
superficies del mismo.

La matriz mineralizada es reabsorbida por los osteoclastos y después
sustituida por capas concéntricas o laminillas de hueso nuevo formadas por
la accién de grupos de osteoblastos. Esta secuencia de fendbmenos esté
estrechamente coordinada, en el tiempo y el espacio. En circunstancias
normales, en los individuos jovenes el remodelado mantiene la masa
esquelética total practicamente invariable. Sin embargo, con el
envejecimiento, la menopausia o algunas enfermedades, se altera el balance
de manera que la resorcién predomina sobre la formacién y se produce una
pérdida neta de hueso que conduce a la osteoporosis. Ello puede deberse a
una actividad osteoclastica aumentada a una disminucién de la actividad
osteoblastica. El hueso trabecular, como el de los cuerpos vertebrales, es
especialmente sensible a las alteraciones del balance 6seo, dado su rapido
turnover (aproximadamente un 25% es renovado cada ano) (Riancho Moral &
Gonzalez Macias, 2004).
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La remodelacion continua del hueso es importante porque de esta manera el
hueso puede adaptar su resistencia al grado de tensién al que se encuentra
sometido, también porque la forma del hueso puede cambiar de disposicion
para soportar adecuadamente las fuerzas mecéanicas y para mantener la
dureza normal del hueso ya que con el paso de los afos, se vuelve
relativamente fragil y débil, necesitando una nueva matriz organica (Guyton &
Hall, 2009).

El calcio (Ca) es el mineral mas importante en el metabolismo del hueso y su
bajo consumo es uno de los factores de riesgo para la osteoporosis. El
magnesio (Mg) es otro catién divalente que se encuentra cominmente en
asociacion con Ca. En la superficie del intestino, Ca y Mg pueden competir
entre si por los sitios de absorcidn comunes (Riancho Moral & Gonzalez
Macias, 2004).

2.2.2.1 Matriz extracelular 6sea. La matriz ésea es mucho mas
abundante que el componente celular. Esta constituida principalmente por:
matriz organica y sales minerales. Las propiedades biomecanicas del hueso
derivan de la composicion y la estructura de la matriz 6sea. Las fibras
colagenas proporcionan flexibilidad y resistencia a la traccién asi como el
componente mineral aporta dureza, rigidez y resistencia a la compresion
(Fuentes Boquete, 2010).

a. Matriz organica

Esta constituida por una red de fibras colagenas incluida en un material amorfo
mucoproteico. El principal componente de la matriz organica es el colageno
tipo I, que representa alrededor del 95% del contenido total de colageno y
cerca del 90% del total de proteinas presentes en el hueso. El porcentaje
restante corresponde a proteinas no colagenas.
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Colageno

La molécula de colageno tipo | consiste en una triple hélice que contiene dos
cadenas a1 idénticas y una cadena a2. Los colagenos tipo Ill y V estan
presentes en baja proporcién y se cree que su papel es el de modular el
diametro de las fibras colagenas. Las caracteristicas del tejido dseo
dependen, en gran medida, del grado de organizacidn de las fibras colagenas
(Fuentes Boquete, 2010).

b. Componente inorganico de la matriz

El componente mineral constituye el 50-70% del hueso; el agua solo el 5-10%.
La elevada presencia de sales minerales aporta dureza, rigidez y resistencia
a la compresion. ElI componente inorganico de la matriz 6sea es
mayoritariamente fosfato célcico en forma de cristales de hidroxiapatita que
se disponen sobre las fibras de colageno.

2.2.2.2 Componente celular del tejido oseo. El tejido éseo comprende
cuatro tipos de células especializadas: osteoblastos, osteoclastos, osteocitos

y células de superficie.

Osteoblastos

Se caracterizan por una elevada actividad en la sintesis y la secrecion de
componentes organicos de la matriz ésea, por lo que tienen muy bien
desarrollados el reticulo endoplasmatico rugoso y el aparato de Golgi.
Ademads, producen abundantemente la enzima fosfatasa alcalina, que
participa en la mineralizaciéon de la matriz organica liberando fosfato
inorganico.

Se encuentran en las superficies externas de los huesos y en las cavidades
Oseas. En todos los huesos vivos existe un pequefo grado de actividad
osteoblastica (aproximadamente el 4% de todas las superficies 6seas del
adulto en cualquier momento), de forma que por lo menos algo de hueso
nuevo se esta formando siempre (Guyton & Hall, 2009).
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Osteocitos

Se constituye cuando el osteoblasto esta completamente rodeado de matriz
O0sea mineralizada. Representa menos del 1% del volumen total de la matriz
Osea.

Establece una red de conexiones entre los osteocitos, con los osteoblastos
peridsticos y enddsticos, pero no a los osteoclastos. Este sistema de
conexiones permite la transmision de nutrientes y, como los osteocitos son
considerados células mecano-sensoriales del hueso, es critico para la

respuesta del osteoblasto al estimulo fisico.

Osteoclastos

Son células fagocitarias, grandes, multinucleadas (hasta 50 nucleos), méviles
y con capacidad de resorcidn 6sea. En el adulto, la actividad de los
osteoclastos afecta a menos del 1% de las superficies 6seas.

2.2.3 Absorcion intestinal del Calcio

Gil Hernandez (2010), refiere que los iones de calcio se absorben hacia la
sangre de manera activa, sobre todo en el duodeno. Esta absorcion es
controlada por varios mecanismos para cubrir las necesidades diarias
organicas.

La absorcién neta de calcio es resultado del balance entre la absorcion
intestinal de calcio via transcelular y paracelular, y la secrecién de calcio por
diferentes érganos en el intestino. El transporte neto intestinal de calcio esta
determinado por la disponibilidad de este i6n en la dieta, por su solubilidad en
el intestino y por la capacidad neta de absorcion intestinal.

El transporte paracelular de calcio es un proceso pasivo no saturable, que
depende de la concentracidén luminal de calcio y de la integridad de las uniones
comunicantes intercelulares.

El transporte transcelular de calcio es un proceso saturable, funcionalmente
importante en condiciones de baja ingesta o deficiencia de calcio. Se produce
principalmente en el duodeno y consta de tres fases:
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a. La entrada de calcio a través de la membrana del borde en cepillo
mediante canales de calcio especificos.

b. El transporte intracelular, y

c. La salida del calcio hacia el torrente sanguineo en la cara basolateral.

El calcitriol, que es la forma activa de la vitamina D, es el principal factor que
controla la absorcién intestinal de calcio, actuando sobre las tres fases.

Adicionalmente esté la calbindina, proteina que se une directamente al calcio
y actua como su transportador intracelular, haciéndolo llegar a la membrana
basolateral, desde donde es expulsado al exterior mediante transporte activo.
Se encarga de mantener los niveles de calcio intracelular bajos, contribuyendo
a incrementar la captacién a nivel apical (Gil Hernandez, 2010). La relacion
entre calcitriol y la produccién de calbindina es una medida directa de la

deficiencia o suficiencia de vitamina D.

La salida de calcio a través de la membrana basolateral del epitelio intestinal
es un proceso activo (en contra del gradiente electroquimico) mediado por dos
transportadores de calcio: la bomba de calcio de la membrana plasmatica, que
es una ATPasa, y un intercambiador Na+/Ca2+ denominado NCX. Este ultimo
es responsable del 20% del calcio expulsado a través de la membrana
basolateral (Gil Hernandez, 2010).

2.2.3.1 Balance general del calcio. La concentracion de calcio en el
liquido extracelular esta regulada y sélo en situaciones infrecuentes varia mas
alldA de un pequeno porcentaje respecto a su valor normal de
aproximadamente 9,4 mg/dL. Este control preciso es esencial ya que este el
calcio desempena un papel clave en muchos procesos fisiolégicos como la
contraccion del musculo esquelético, cardiaco y liso, la coagulacién de la

sangre y la transmisién de impulsos nerviosos.

Los huesos almacenan el 99% del calcio corporal, por o que pueden actuar
como grandes reservorios, liberando calcio cuando disminuye su
concentracion en el liquido extracelular y almacenandolo en situaciones de
exceso (Guyton & Hall, 2009).
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El calcio existe en el plasma en tres formas:

a. Aproximadamente el 41% (1 mmol/L) circula combinado con proteinas
plasmaticas y en esa forma no se difunde a través de membranas
capilares.

b. Alrededor del 9% del calcio (0,2 mmol/L) se difunde a través de las
membranas capilares, pero estd combinado con los aniones del plasma
y los liquidos intersticiales (citrato, fosfato) de una forma no ionizada.

c. El 50% restante de calcio plasmatico difunde a través de las

membranas capilares y esta ionizado.

Este calcio i6nico es la forma de calcio importante para la mayor parte de las
funciones del mismo en el organismo, incluidos los efectos sobre el corazén y

el sistema nervioso, asi como la formacién del hueso (Castelo Branco, 2009).

En el caso de que disminuya el calcio ingerido con la dieta, descendera la
absorcién de calcio y bajara la concentracidén de calcio sérico. Ello estimulara
la secrecidn de la Hormona Paratiroidea (PTH), que aumentara la resorcion
6sea, la reabsorcion renal de calcio y la produccién renal de calcitriol. Este
aumentara la absorcion intestinal y reabsorcidon renal de calcio y en el hueso,
favorecera la accion resortiva de la PTH. El balance de entradas y salidas del
organismo tenderia a ser neutro, con estabilidad en los valores plasmaticos,

pero a expensas de un balance negativo del hueso.

Fisiologicamente, hay circunstancias que tienden a un balance general
positivo, como ocurre con la formacion de tejido éseo, de ahi la necesidad de
un incremento en el aporte dietético del calcio. En otras circunstancias hay
tendencia aun balance negativo como en el embarazo (por los requerimientos
fetales) o en la senectud, en que disminuye la capacidad absortiva intestinal,
disminuye la capacidad de formar vitamina D, etc., y se mantiene la estabilidad
a expensas de perder masa ésea (Castelo Branco, 2009).

Los dos factores reguladores importantes de la absorcién del calcio son la
hormona paratiroidea, secretada por glandulas paratiroides, la calcitonina y la
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vitamina D. La PTH activa la sintesis de vitamina D y ésta estimula la

absorcién de calcio.

Hormona Paratiroidea (PTH)

Constituye un importante mecanismo para el control de las concentraciones
extracelulares de calcio.

Las variaciones de Ca plasmético actuan sobre el receptor localizado en las
células paratiroideas y regulan la sintesis, secrecion y degradacién de la PTH.

Minimos descensos inducen las acciones de la PTH en forma de:

1) Movilizacién del calcio esquelético hacia el plasma estimulando la
resorcion Osea (el mayor depoésito de calcio del organismo es la
hidroxiapatita);

2) Aumento de la resorcién tubular de calcio y;

3) Incremento de la absorcion intestinal por estimulo de la hidroxilacion de
25(OH)Ds a calcitriol en el tubulo renal. Con todo ello se eleva de nuevo la

calcemia.

Ademas, contribuye al equilibrio acido-basico compensando las acidosis
metabdlicas (Riancho Moral & Gonzalez Macias, 2004).

Calcitonina

Es una hormona peptidica secretada por la glandula tiroides que tiende a
reducir las concentraciones plasmaticas de calcio. Sus efectos se oponen a
los de la PTH. Su papel regulador de concentracion de iones de calcio es
menor que el de la PTH.

La sintesis y la secrecidbn de calcitonina tienen lugar en las células

pararafoliclares o células C de la tiroides (Guyton & Hall, 2009).
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Vitamina D

Ejerce un potente efecto facilitador de la absorcién de calcio en el tubo
digestivo; también tiene importantes efectos en el depdsito como en la
resorcion del hueso.

La forma activa de esta vitamina es el 1,25-dihidroxicolecalciferol, que tiene
varios efectos en el intestino, rifiones y huesos, incrementando la absorcion

de calcio y fosfato hacia el liquido extracelular (Guyton & Hall, 2009).

Cuando la concentracion plasmatica de calcio es mayor a la requerida, la
formacion de 1,25-dihidroxicolecalciferol disminuye. A su vez, esta menor
formacién reduce la absorcion de calcio desde el intestino, los huesos y los
tubulos renales, lo que hace que la concentracion de calcio i6nico descienda

hacia su nivel normal.

2.2.4 Metabolismo del Calcio

Riancho y Gonzalez (2004), refieren que el calcio es el catibn mas abundante
del organismo. El 99% del calcio corporal total, unos 1 000 g en un adulto, se
encuentra en la fase mineral del hueso en forma de cristales de hidroxiapatita.
En el plasma se encuentra en un 50% como calcio iénico libre, en un 10%
ligado a aniones (citrato, bicarbonato) y en un 40% ligado a proteinas
(fundamentalmente albumina). El calcio idnico es la fraccién biologicamente
activa y puede sufrir variaciones importantes con cambios en el pH: en
situaciones de acidosis disminuye su union a proteinas y en alcalosis
aumenta. La concentracién de calcio citosélico es del orden de 10 M, frente
a '3 M en el liquido extracelular.

Ademas del calcio, el fésforo y el magnesio también participan en numerosos
e importantes procesos bioldégicos que se ha desarrollado un complejo
sistema de regulacion homeostatica para mantener sus concentraciones

séricas en unos limites muy estrechos.

El fosforo forma parte de los fosfolipidos de membrana, de los nucleétidos que
conforman el ARN y el ADN, y también de los enlaces de alta energia de
moléculas como ATP y GTP y segundos mensajeros (AMPc, GMPc); ademas,
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puede actuar como regulador de diversas enzimas. Su mayor depésito es el
esqueleto, donde junto al calcio es el mineral mas abundante.

El magnesio se ha involucrado en el mecanismo de sensor del calcio de la
PTH y, a través de la misma, participaria de la regulacién del calcio, siendo la

hipomagnesemia una de las causas de hipocalcemia.

Aunque en la regulacion de la homeostasis mineral intervienen numerosos
o6rganos y hormonas, los principales efectores son el intestino, el rifén y el
hueso, sobre los que actuan las hormonas calciétropas PTH, vitamina D y
calcitonina, modulando la absorcion, eliminacion y depdsito de manera que se
mantengan unos niveles séricos constantes. La interrelacidn entre el sistema
hormonal y los niveles séricos de calcio, fésforo y magnesio son tan estrechas
que, con frecuencia, la interpretacién de los cambios debe ser realizada en
conjunto para que tenga sentido fisiopatolégico (Riancho Moral & Gonzélez
Macias, 2004).

2.2.5 Marcadores Bioquimicos de Recambio Oseo

Romero y otros (2012), afirman que una utilidad destacada de estos
biomarcadores consiste en la posibilidad de identificar a las mujeres que van
a presentar una tasa alta de pérdida de masa 6sea en los afos siguientes a
la menopausia, con objeto de iniciar una estrategia preventiva de la
osteoporosis. Como ya es conocido, la densitometria 6sea es un importante
predictor del riesgo de fractura, pero una sola medida no permite augurar la
tasa de pérdida 6sea. Diversos estudios han demostrado que los marcadores
de recambio éseo pueden ser Utiles en la determinacion de la velocidad de
pérdida Osea, ofreciendo un mayor poder predictivo los marcadores de

resorcion que los de formacion.

Es necesario conocer la estabilidad del esqueleto y su relacion directa con el
manejo que hace el organismo con los constituyentes éseos, calcio y fésforo.
Los marcadores que permiten tener indices de formacion y resorcion 6sea
ayudan a prevenir y descartar enfermedades como la osteoporosis (ver Tabla
4)
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Los marcadores bioquimicos en los adultos pueden servir en el diagnéstico y
prediccion de la pérdida de masa Osea caracteristica de la postmenopausia,
también la monitorizacion del tratamiento con estr6genos y otros agentes
inhibidores del tratamiento con hormona de crecimiento y las enfermedades

metabdlicas.

Las principales indicaciones que en la practica clinica tienen estos
marcadores, se detallan en la Tabla 5. En la actualidad, la indicacién mas
difundida para su empleo la constituye el control de la eficacia terapéutica. La
mayoria de las terapias para la osteoporosis son farmacos antirresortivos,
cuyos potenciales cambios en la masa 6sea no pueden ser evaluados por
densitometria 6sea antes del afo de tratamiento. En cambio, los cambios en
el nivel de los marcadores pueden ser apreciados ya a los 3 meses de
tratamiento, al observarse una caida respecto al valor basal mayor que la
variabilidad propia de cada marcador, lo que indica una respuesta terapéutica

favorable (Lopez, 1999).
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Tabla 4. Marcadores Bioquimicos de Recambio Oseo

MARCADORES BIOQUIMICOS DE RECAMBIO OSEO

Formacion Resorcion
Suero Plasma
- Osteocalcina. - Fosfatasa acida tartrato
- Fosfatasa alcalina: Total y resistente
Oseo especifica - Acido gamma

Propéptido C-terminal del
protocolageno tipo |
Propéptido N-terminal del

protocolageno tipo |

Orina

carboxiglutamico libre
B-Crosslaps

Telopéptido C-terminal del
colageno tipo |
Telopéptido N-terminal del

colageno tipo |

Excrecidén urinaria de calcio

Hidroxiprolina

Telopéptido C-terminal del
colageno tipo |
Telopéptido N-terminal del

colageno tipo |

Piridinolina

Deoxipiridinolina
a-Crosslaps: telopéptido del

colageno

Fuente. Datos tomados de Romero, Manrique & Rodriguez (2012)
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Tabla 5: Principales indicaciones de los Marcadores Bioquimicos de
Recambio Oseo

INDICACIONES DE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS DEL

RECAMBIO OSEO EN OSTEOPOROSIS.

1. Control de eficacia terapéutica.

2. Seleccién de pacientes de alto riesgo de osteoporosis ("perdedoras
rapidas").

3. Prediccion de fractura.

4. Seleccion de terapia (farmacos antirresortivos versus anabdlicos, entre

otros).

Fuente. Datos tomados de Lépez (1999)

Criterios de un marcador ideal de recambio 0seo

La caracteristica mas critica es que la prueba sea la menos invasiva posible,
como ocurre en la coleccién de sangre u orina, y que permite una facil
medicién en diferentes tiempos y frecuencias sin incomodar al paciente.
Idealmente el analito a medir deberia ser Unico para evaluar el recambio éseo,
o el mas especifico para procesos osteoblasticos de formacion o procesos
osteoclasticos de resorcidon. Para ser valido el marcador deberia:

1. Correlacionar con un estandar de referencia de actividad de recambio
0seo.
Tener correlacidn con las medidas de los cambios de la masa 6sea.
Responder apropiadamente después del tratamiento de enfermedades
conocidas hacia efectos de formacién o resorcién 6sea.

A diferencia de las mediciones localizadas de recambio éseo que reflejan la
actividad de un sitio especifico, los marcadores bioquimicos sistémicos,
reflejarian un remodelamiento colectivo del esqueleto completo y no debe ser
limitado a hueso cortical o trabecular. Los factores que afectan los niveles de
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los marcadores, tales como edad, género, ritmo circadiano, dieta, funcién
renal, actividad fisica y metabdlica, drogas, etc. deber ser claramente
definidos y apropiadamente ajustados siempre que sea posible (Calderén,
Daga, & Méjico, 1998).

2.2.5.1 Marcadores Bioquimicos de Formacion Osea. Los marcadores
para monitorear formacion 6sea son productos de osteoblastos. La fosfatasa
alcalina es un marcador de la actividad enzimatica de los osteoblastos,
mientras la osteocalcina y el procolageno son producidos y liberados por el
osteoblasto durante la formacién ésea (Villavicencio, 1994).

2.2.5.1.1 Osteocalcina. La osteocalcina o proteina GLA del hueso (BGP),
es uno de los principales componentes de la matriz 6sea sintetizada por los
osteoblastos; es la proteina no colagena mas abundante del hueso. No se
conoce las funciones bioldgicas de la osteocalcina pero se cree que participa
en la homeostasis del esqueleto regulando el depdsito mineral o también en

el recambio 6seo.

Es un marcador especifico de formacion ésea, porque indica la produccion de
tejido 6seo por los osteoblastos. La sintesis de la osteocalcina es dependiente
tanto de la 1,25 (OH)2Vit D como de la vitamina K. la vitamina D regula su
expresion a nivel transcripcional y la vitamina K es el cofactor para la
gammacarboxilacién del glutamato; estos residuos permiten unirse a los
cristales de hidroxiapatita en la matriz celular del hueso. Luego es incorporada
a la matriz extracelular y una parte liberada a la circulacién sanguinea donde

podra ser dosificada.

Los niveles de osteocalcina permiten distinguir la osteoporosis con alta
remodelacion de la con baja remodelacion, permitiendo clasificar a las
pacientes en perdedoras rapidas y perdedoras lentas de masa 6sea. Por lo
tanto, se pueden encontrar en los pacientes osteoporoéticos niveles altos,
bajos o normales de osteocalcina (Barba, 2011).
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2.2.5.1.2 Fosfatasas Alcalinas. Se conocen cinco isoenzimas diferentes
(hepatica, renal, 6sea, intestinal y placentaria). Las hepaticas y las éseas son
las mas abundantes y su diferencia estriba en su patrén de glucosilacion. En
el adulto con funcion hepética normal, aproximadamente 50% de la actividad
de esta enzima deriva del higado, mientras que 50% proviene del hueso. Esta
enzima juega un papel muy importante en la mineralizacion y en la formacién
osteoide. Su fraccion 6sea es producida por el osteoblasto y puede ser medida
mediante desnaturalizacidon con calor, electroforesis, precipitacién de lectina,

inhibicidn selectiva y mas recientemente por inmunoensayos (Barba, 2011).

Un real avance en cuanto a la separacion cuantitativa de ambas isoformas se
dio al usar anticuerpos monoclonales dirigidos a la isoforma 6sea. Esta técnica
mejor6 significativamente la sensibilidad del marcador para evaluar el
recambio 6seo de la mujer postmenopausica, respecto a la determinacion de
fosfatasas alcalinas totales. Sin embargo, el inmunoensayo para la isoforma
O0sea mantiene todavia una reactividad cruzada del 15 a 20% con la isoforma

hepatica, que limita su utilidad en presencia de dafo hepatico.

La actividad de Fosfatasa Alcalina Osea aumenta con la edad en adultos,

especialmente en mujeres después de la menopausia.

2.2.5.1.3 Péptidos de extension del procolageno 1. Temporalmente,
justo antes de la conformacioén fibrilar del procolageno 1, se produce el clivaje
de sus extremos terminales, aminico y carboxilico, lo que libera péptidos que
representan marcadores Utiles de formacién ésea, en consideracién a que el
colageno es el componente organico mas abundante de la matriz ésea. El
péptido carboxilico desprendido (P1CP) se mide en sangre por
radioinmunoensayo; experimenta aumento leve en la menopausia y disminuye
con el uso de corticoides. Su metabolismo se desconoce y no siempre tiene
correlacion con otros marcadores de formacion dsea, probablemente por las
distintas formas inmunorreactivas circulantes. El péptido del extremo aminico
(P1NP) esta en concentraciones mayores que su homélogo P1CP (Lépez,
1999).
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Aproximadamente el 90 % de la matriz 6sea sintetizada por los osteoblastos
esta compuesto por colageno tipo 1, que es secretada como procolageno con

un gran dominio N terminal y C terminal.

Extracelularmente, el clivaje proteolitico de los dominios C y N terminal ocurre
como un requisito para la sintesis correcta de las fibras de colageno. La
concentracion en suero de estos propéptidos puede ser usado como un
marcador de la sintesis de colageno tipo 1.

El PINP muestra cambios mas dindmicos que el P1CP en respuesta a
agentes que alteran el recambio 6seo.

La medicién del péptido aminoterminal tiene sensibilidad diagnostica de 83%,

especificidad de 64% vy eficiencia diagnéstica de 73% (Barba, 2011).

2.2.5.2 Marcadores Bioquimicos de Resorcion Osea. En general, los
marcadores de resorcion 6sea pueden estar separados en dos grupos, los
primeros son marcadores de la funcion de osteoclastos, mientras que el
segundo grupo consiste en productos de degradacién de la matriz 6sea. El
marcador del primer grupo es la fosfatasa acida tartrato resistente y del
segundo grupo son la hidroxiprolina, galactosilhidroxilisina,
piridinolina/deoxipiridinolina y el cross-link telopéptidos de colageno tipo 1
(Barba, 2011).

2.2.5.2.1 Fosfatasa acida tartrato resistente. Son un grupo de enzimas
lisosomales, con seis isoenzimas conocidas, entre ellas destaca el tipo 5; la
cual es resistente a la inhibicién por tartrato y se encuentra en hueso, bazo,
placenta, macréfagos, pulmones y piel. Existe en dos subisoformas
denominadas 5a y 5b, aunque solamente 5b ha mostrado ser caracteristica
de los osteoclastos (Barba, 2011).

2.2.5.2.2 Hidroxiprolina. La hidroxiprolina constituye aproximadamente el
13% del contenido en amino &cidos del colageno. Gran parte de la
hidroxiprolina eliminada deriva del colageno y sélo una pequena parte de otros
tejidos. Por lo tanto una excrecion elevada refleja enfermedades que afectan
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al tejido conectivo, los huesos y el crecimiento éseo activo en los nifios, y un
descenso en la eliminacion indica deficiencia del desarrollo del colageno. La
hidroxiprolina es metabolizada en el higado luego transferida a la circulacion
renal libre, conjugada o formando proteinas, siendo en la primera forma
reabsorbida casi en su totalidad por los tubulos renales y excretada en un 5%
-10% a la orina. El 90% restante lo hace como hidroxiprolina conjugada unida
a pequenos péptidos dializables y el resto asociado a péptidos mayores, no
dializables.

La hidroxiprolina liberada durante la degradacion del colageno no es
reutilizada para la sintesis de colageno, por lo que ha sido empleada como
marcador de la resorcion 6sea (Barba, 2011).

2.2.5.2.3 Piridinolinas. Son compuestos derivados de lisina o hidroxilisina
que ligan cadenas del colageno maduro (cross-link), de modo que estas
conexiones estabilizan la molécula. Se distinguen la piridinolina (Pyr)
propiamente tal (o hidroxilisilpiridinolina, HP), y la deoxipiridinolina (D-Pyr) (o
lisilpiridinolina, LP). Estas ligaduras de estabilizacion, en base a lisina o
hidroxilisina, son propias de las moléculas de colageno y de elastina.

Las piridinolinas no son reutilizadas en la sintesis de colageno y tampoco son
metabolizadas in vivo, excretandose en la orina en forma libre (40%) o ligada
a péptidos (60%). Dado que no se absorben por via intestinal, su medicién no
requiere precauciones dietéticas (Lépez, 1999).
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2.2.5.2.4 Peptidos del Cross link 6 Telopéptidos. En el proceso de
resorcion, los fragmentos carboxi y aminoterminal del colageno son liberados.
Tanto los telopéptidos N y C (conocidas como moléculas NTX y CTX) son
excretados en la orina (Barba, 2011).

Los incrementos significativos durante la menopausia indican que son
marcadores sensibles de los cambios metabdlicos del hueso. Se ha
demostrado una correlacion significativa con la densitometria 6sea en mujeres
posmenopausicas, por lo que, actualmente, CTX y NTX se consideran los
marcadores de resorcibn Osea mas Uutiles en la practica clinica. Su

especificidad es de 80% y su sensibilidad de 70% (Eastell y otros, 2000).

En resumen, los marcadores de resorcidn mas utilizados actualmente son las
piridinolinas y los telopéptidos del Cross link, especialmente NTX1. Sin
embargo, si no se dispone de ellos y se cuenta con la técnica fidedigna de
hidroxiprolina, y considerando los resguardos dietéticos necesarios, la

medicion de este aminoacido conserva valor de diagndstico y pronostico.

2.2.6 Menopausia

Se refiere a la fecha de la ultima regla en la cual, de forma variable, el ovario
deja progresivamente de producir hormonas, al transcurrir 12 meses
consecutivos de amenorrea sin causa aparente.

La edad de presentacion de la menopausia espontanea es entre los 45 y 55
anos, con una media en torno a los 50-51 anos. Algunas mujeres presentan
sintomas que no son una amenaza grave para la salud, pero pueden resultar
molestos y en ocasiones limitan la actividad (Sociedad Espafiola de
Ginecologia y Obstetricia, 2004). Es un proceso crénico que se desarrolla con
la edad y que esta relacionada con diversas enfermedades e influenciada por
factores hereditarios, ambientales y de estilo de vida.

Segun la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia (2004), inicialmente
el ritmo de pérdida aumenta en la perimenopausia y en los primeros anos
después de la menopausia, para posteriormente disminuir e igualarse al de
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los varones. El ritmo de pérdida de masa 6sea en los primeros afnos de la
postmenopausia varia de forma importante. En la gran mayoria de las
mujeres, este ritmo de pérdida regresa a niveles similares a los afos previos
al climaterio. La edad y el tiempo transcurrido desde el inicio de la menopausia
son los predictores mas importantes de la disminucion de la densidad mineral
6sea (DMO).

La masa 6sea que posee una persona en un momento concreto depende de
la que llegd a tener al completar su desarrollo y de las pérdidas sufridas
posteriormente. Se considera que en la produccion del valor maximo de masa
Osea los factores implicados mas importantes son los genéticos. En cambio,
en la velocidad de pérdida de masa ésea los factores genéticos parecen tener
menor importancia que los adquiridos (Riancho Moral & Gonzalez Macias,
2004).

La osteoporosis es una enfermedad sistémica del esqueleto caracterizada por
una baja masa ésea y alteraciones de la micro arquitectura del tejido 6seo,
con una disminucidn de la resistencia del hueso y un incremento de la

fragilidad y de la susceptibilidad de fractura.

2.2.7 Polifenoles

Los polifenoles son el grupo mas extenso de sustancias no energéticas
presentes en los alimentos de origen vegetal. La capacidad de los polifenoles
para modular la actividad de diferentes enzimas e interferir consecuentemente
en mecanismos de sefalizacion y en distintos procesos celulares, puede
deberse las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos, que les
permiten participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de 6xido-

reduccion.

Tomas Barberan (2003), afirma que desde el punto de vista de su actividad
bioldgica, muchos polifenoles tienen propiedades captadoras de radicales
libres, lo que les confiere actividad antioxidante, que podria estar relacionada
con la prevencion de enfermedades cardiovasculares y de algunos tipos de
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cancer. Existen también sustancias con actividad estrogénica
(fitoestrégenos), como las isoflavonas, los lignanos y el estilbeno resveratrol,
mientras que otros, como los taninos, son capaces de fijar metales y proteinas,
lo que afecta a la biodisponibilidad de éstos y puede estar en el origen de
algunos efectos inespecificos (por ejemplo, antimicrobianos), o prevencion de
enfermedades neurodegenerativas

Existen varias clases y subclases de polifenoles que se definen en funcién del
namero de anillos fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que
presentan estos anillos. Los principales grupos son: acidos fendlicos
(derivados del acido hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), estilbenos,
lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (Quifiones, M; Miguel, M;
Aleixandre, A;, 2012).

La mayoria de los polifenoles estan presentes en los alimentos como ésteres,
glucésidos o polimeros, formas que no se pueden absorber. Por ello, los
polifenoles sufren diversas modificaciones durante el proceso de absorcion.
Estos compuestos se conjugan en las células del intestino y posteriormente
sufren procesos de metilacidon, sulfatacién y/o glucuronidacién en el higado.
Como consecuencia de estos procesos, las formas que se encuentran en el
plasma y en los tejidos son muy distintas de las que estan presentes en los
alimentos, y esto dificulta la tarea de identificacion de los metabolitos y la
evaluacién de su actividad biolégica.

Nash y Ward (2016), refieren que los polifenoles y los flavonoides pueden
aportar en una estrategia dietética que beneficie la salud de los huesos,
retrasando o previniendo el inicio de la osteoporosis o trabajando
favorablemente con los medicamentos anti-osteoporosis. Los polifenoles
estan presentes en una amplia gama de alimentos, entre ellos el té. La
mayoria de los estudios realizados en mujeres posmenopausicas han
demostrado que el consumo habitual de té esta asociado con una mayor
densidad mineral 6sea (DMO).
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Flavonoides

Los flavonoides representan el grupo de polifenoles mas ampliamente
distribuido en las plantas, y en la actualidad, ya se han identificado mas de 4
000 compuestos diferentes. Son una clase importante de pigmentos
vegetales, que se encuentran naturalmente en las frutas y hortalizas. Los
flavonoides actian como agentes antivirales, antiinflamatorios y
antitumorales, que afectan a la permeabilidad capilar y funcionan como
antioxidantes exoégenos. Adicionalmente, capturan y neutralizan los agentes
oxidativos y extinguen los radicales libres, inhibiendo varias enzimas
(ciclooxigenasa, lipooxigenasa, NADPH-oxidasa, xantina-oxidasa,
fosfolipasa) y enzimas estimulantes con actividad antioxidante (como la
catalasa y la superdxido dismutasa). Por lo tanto, los flavonoides interfieren
directamente en la formacién y propagacion de radicales libres (Pereira
Calado y otros, 2015).
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3. METODOLOGIA

Se trabajé con hoja de coca pulverizada donada por productores del distrito
de Uchiza, departamento de San Martin, quienes indicaron trabajar con la

variedad E coca.

3.1. Evaluacion de actividad antioxidante y metabolitos

secundarios del extracto del pulverizado de coca

Reactivos y equipos empleados
- Reactivos: los reactivos son de grado analitico y fueron adquiridos de las
casas Sigma y Merck.

e ABTS (acido 2,2 -azino-bis (3 —etiloenzotiazolina-6-sulfénico)) 7 mM

e Persulfato potasico

e Buffer acetato 300 mM pH 3,6

o TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine) 10 mM preparado en solucién de HCI

40 mM

e Cloruro de hierro Il 20 mM

e Reactivo Folin Ciocalteu

e Carbonato de sodio (al 20%)

« Acido galico

e Tricloruro de aluminio

e Etanol absoluto

e Quercetina
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- Equipos

e Balanza Sartorius BP 2215

e Homogenizador Dubnoff Metabolic Shaking Incubator de GCA/
Precision Scientific

o Refrigeradora

e Espectrofotometro NV203 de Greetmed

¢ Refractdmetro de bolsillo Atago Pal a

e Analizador de microplacas ELISA BEST 2000

3.1.1 Determinacion de Ia Actividad Antioxidante y metabolitos

secundarios
Preparacion de la muestra

Se prepararon tres extractos de 5%, se pesé 2 g de pulverizado de coca y se
complet6 con agua bidestilada hasta 40 mL. Se llevé al homogenizador por 8
horas con agitacidén y se dej6 en reposo por 7 dias en refrigeracidén. Luego se
pas6 por filtracibn y se empled el extracto liquido para las pruebas de
polifenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante.

3.1.1.1. Método ABTS. La determinacién de la capacidad antioxidante
equivalente a Trolox (TEAC) se evalué empleando el método del acido 2,2"-
azino-bis (3 —etilbenzotiazolina-6-sulfonico) descrito por (Re y otros, 1999).

- Preparacién del reactivo radical libre catiénico ABTS™

El radical ABTS<+ se preparo tras la reaccién de ABTS (7 mM) con persulfato
potasico para una concentracion final de 2,45 mM a temperatura ambiente
(x25°C) y en la oscuridad durante 16 horas (Re y otros, 1999).

- Procedimiento

El radical ABTS™ preparado se diluy6 con agua bidestilada hasta obtener un
valor de absorbancia de 0,70 (+0,02) a 734 nm.
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Los extractos de pulverizado de coca se diluyeron con agua bidestilada (1/10)
hasta producir una captacion del radical desde el 20 al 80% de la absorbancia
del radical libre, tras afadir 20 pL de la muestra a 980 uL de dilucién del radical
ABTSe+ y reposo en oscuridad de 7 minutos. Luego se determinaron las
absorbancias a 734 nm.

Las concentraciones finales de los tres extractos fueron de 10, 15, 20,25y 30
Mg de polvo de coca/mL de extracto. Se trabajé por duplicado. Se usé como

antioxidante de referentica una soluciéon de trolox.

Los resultados se expresaron como capacidad antioxidante equivalente al
trolox (TEAC-ABTS).

3.1.1.2. Método FRAP. Se realiz6 de acuerdo a lo indicado por el método
FRAP (Benzie & Strain, 1996). Se prepararon 15 mL de la solucién de trabajo
FRAP con 150 pL de reactivo B, 150 pyL de reactivo C y se completo el

volumen con reactivo A. Siendo:

Reactivo A: Buffer acetato 300 mM pH 3,6

Reactivo B: TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine) 10 mM preparado en solucién
de HCI 40 mM

Reactivo C: Solucién FeCl3 20 mM.

Las muestras de extracto se diluyeron 5 veces con agua bidestilada.

Se emplearon como estandares el acido ascorbico y el sulfato ferroso.

El tubo de reaccion contenia 50 uL del extracto diluido con 950 pL de solucion
FRAP. La mezcla se dej6 en reposo 10 minutos y se leyeron las absorbancias
a 593 nm. Se trabajé por duplicado.

Los resultados se expresaron en: el poder reductor férrico (FRAP) en mg
sulfato ferroso /100mL extracto de coca y la actividad antioxidante equivalente
a vitamina C (VCEAC) en mg VCE/g polvo de coca.
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3.1.2 Determinacion de Polifenoles totales

Se empled el método espectrofotométrico con el reactivo Folin Ciocalteu
(Singleton & Rossi, 1965). Se tomaron 100 pyL de cada uno de los tres
extractos acuosos de coca diluidos (1/30) y se mezclaron con 150 uL del
reactivo Folin Ciocalteu que previamente habia sido diluido tres veces.

Se dejé en reposo a temperatura ambiente por 5 minutos. Luego se agregé
150 pL de carbonato de sodio (al 20%) y 600 uL de agua bidestilada. Se dej6
reposar por 30 minutos y luego se midieron las absorbancias a 760 nm. Se
trabaj6 por duplicado.

El acido galico se usé como estandar a una concentracion de 40 pg/mL.

Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico por 100 g
de pulverizado de coca.

3.1.3 Determinacion de Flavonoides

La cuantificacion de los flavonoides totales se realizd6 por el método
desarrollado por Stalikas (Stalikas, 2007).

El extracto acuoso del polvo de hoja de coca se diluyd al 50% v/v. El reactivo
cloruro de aluminio se prepar6 con 37,5 mg de AICIls disuelto con 4 mL de
etanol previamente diluido al 50% v/v.

Cada tubo de reaccion contenia 100 pL del extracto acuoso de coca diluido,
100 pL de AICIs diluido y 800 pL de etanol absoluto. Se dejoé en reposo a
temperatura ambiente por 30 minutos y luego se midieron las absorbancias a
432 nm. Se trabajé por duplicado.

La quercetina se us6é como estandar a una concentracion de 50 ug/mL.

Los resultados se expresaron en mg equivalentes de quercetina por 100 g
hoja de coca pulverizada.
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3.2 Evaluacion de los marcadores de recambio o0seo

El presente estudio es de tipo cuasi experimental y corresponde a un disefio
de investigacion prospectivo y longitudinal. Fue autorizado por el Comité de
Etica de la Unidad de Postgrado de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (Anexo A) y todas las voluntarias firmaron su

consentimiento informado.

Poblacién: Mujeres postmenopausicas.
Muestra: 25 mujeres postmenopausicas con edad de 57,0 + 4,3 afnos.

Unidad de analisis: mujer postmenopausica con edad de 57,0 + 4,3 anos.

Por tratarse de un Unico tratamiento y ser un estudio autocontrolado, se
seleccionaron las unidades experimentales buscando garantizar la
homogeneidad y la participacidn voluntaria de las mujeres en el estudio segun

los siguientes criterios:

Criterios de inclusion

- Mujeres de edad de 57,0 + 4,3 afos.

- Minimo 12 meses desde el ultimo ciclo menstrual.

- Minimo 12 meses desde la ultima vez que consumié pulverizado de hoja
de coca.

- Firma del consentimiento informado.

- Mujeres que refirieron no tener osteoporosis.

- Mujeres que no estaban consumiendo suplemento de calcio tres meses

antes.

Criterios de exclusion generales

Los criterios de exclusion que se aplicaron son los referidos en la investigacion
“Evaluacion de Hidroxiprolina urinaria como indicador de osteoporosis tipo |

frente a calcio y densitometria ésea”. (Calderdn, Daga, & Méjico, 1998). Fue
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requisito no presentar sintomas ni signos de padecer las siguientes
enfermedades:
- Insuficiencias o patologias renal, hepética y cardiaca.

- Diabetes

- Enfermedades tiroideas

- Insomnio (3 veces por semana o0 mas)

- Tratamiento con terapia de reemplazo hormonal postmenopausico
- Tratamiento con corticoides

- Habitos: tabaquismo, alcoholismo, etc.

- Oftros: intervenciones quirurgicas o fracturas con menos de 1 afio de

antigtiedad.

Se trabajé con 2 grupos: el primero fue de 16 mujeres desde Junio hasta
Agosto del 2 014. El segundo fue de 9 mujeres y se trabajé desde fines de
Julio hasta inicios de Octubre del mismo ano. Tres mujeres en el primer grupo
y una en el segundo, dejaron el programa debido a problemas personales y

familiares.

Cada voluntaria llené una ficha con su perfil para obtener informacién acerca
de su edad, tiempo transcurrido desde su ultima menstruacion, nimero de
hijos. La ficha también incluyd una encuesta de habitos de alimentacion y de
estilo de vida e historial médico (Anexo B).

Preparacion de la unidad de analisis

A cada una de las mujeres participantes se le proporciond hoja de coca
pulverizada en cantidad suficiente para que consuman cada dia 1 cucharadita
(2 g) en ayunas con agua y 1 cucharadita (2 g) al medio dia, por un periodo
de 90 dias. Esta racion ha sido determinada por la informacion recogida en
las mujeres que suelen consumirla (Trigo, 2013) ya que no existen referencias
formales. A todas las voluntarias se les pidio llevar su dieta normal y mantener

su estilo de vida.
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Se tomaron muestras de sangre en tres momentos de la investigacion, la
primera fue antes de iniciar el consumo del pulverizado, la segunda a los 45
dias y la tercera a los 90 dias de iniciada la ingesta. En cada encuentro para
tomar la muestra de sangre, las voluntarias entregaron una hoja donde
registraron diariamente si cumplieron con tomar el polvo de coca o no y la
razén de ello (Anexo C). A las mujeres que dejaron de tomar 1 o mas dias se
les prolongo el plazo hasta hacerlas cumplir los 90 dias.

Las muestras de sangre fueron obtenidas a primera hora de la mafana y en
condicidén de ayuno. En cada encuentro se tomaron 2 tubos de 6 mL a cada
mujer. Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 3 500 rpm por 10
minutos y luego se congeld los viales con suero a -20 °C para conservarlos

hasta el dia del analisis.

3.2.1 Analisis bioquimicos

Fueron realizados en los laboratorios del Hospital Nacional Edgardo
Rebagliati Martins.

Reactivos

Los niveles de biomarcadores de calcio en suero como el propéptido N-
terminal de procolageno tipo 1 (P1NP), el telopéptido N-terminal del colageno
tipo 1 (NTX1) y el beta- crosslaps (B-CTX) fueron medidos con kits de
inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) de la empresa Uscn Life Science Inc.
Las concentraciones de fosfatasa alcalina 6sea (BALP) fueron obtenidas con
el kit ELISA de la empresa MyBioSource.
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3.2.1.1 Marcadores de Formacion Osea
a. Determinacion del contenido de Fosfatasa Alcalina Osea (BALP)
Fundamento de la prueba

La placa de microtitulacion viene previamente recubierta con un anticuerpo
monoclonal especifico para BALP. A continuacion, los estdndares o las
muestras se afiaden a los pocillos de placas de microtitulacién y si BALP esta
presente, se unira al anticuerpo de los pozos pre-recubiertos. Con el fin de
determinar cuantitativamente la cantidad de BALP presente en la muestra,
una preparacion estandarizada de peroxidasa de rdbano (HRP) conjugada
con anticuerpo policonal especifico para BALP, se afiade a cada pocillo para
el "sandwich", donde la BALP se quedara inmovilizada en la placa. La placa
de microtitulacion se somete a incubacién, y después se lavan los pocillos

meticulosamente para eliminar todos los componentes no unidos.

A continuacion, las soluciones de sustrato se anaden a cada pocillo. La
enzima (HRP) y el sustrato se dejan reaccionar durante un periodo de
incubacion corto. Sélo los pozos que contienen BALP y el anticuerpo
conjugado con enzima exhiben un cambio de color. La reaccién enzima-
sustrato se determina por adicion de una solucién de acido sulftrico y el
cambio de color se mide espectrofotométricamente a una longitud de onda de
450 nm. Una curva estandar relaciona la intensidad del color (DO) con la
concentracion de los Estandares. La concentracion BALP en cada muestra se

interpola a partir de esta curva estandar.

Sensibilidad
La sensibilidad de este ensayo es 0,1 ng/mL.

El kit incluye reactivos y materiales mostrados en la Tabla 6.
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Tabla 6. Reactivos y materiales suministrados

Concentracion Concentracion Concentracion
Placa de microtitulacion 96 celdas Tiras de pocillos
Enzima conjugada 10 mL 1 vial
Standard A 0 ng/mL 1 vial
Standard B 0,5 ng/mL 1 vial
Standard C 1,0 ng/mL 1 vial
Standard D 2,5 ng/mL 1 vial
Standard E 5,0 ng/mL 1 vial
Standard F 10 ng/mL 1 vial
Sustrato A 6 mL 1 vial
Sustrato B 6 mL 1 vial
Solucién de Término 6 mL 1 vial
Solucion de Lavado (100x) | 10 mL 1 vial

Preparacion de los reactivos

1. Se llevaron todos los componentes del kit y las muestras a temperatura
ambiente (20 — 25 °C) antes de su uso.

2. Muestras: el buffer fosfato salino (PBS) se prepard con 250 uL de buffer
fosfato pH 7,2. Se usé para la dilucién. Los sustratos A y B se incubaron 15

minutos.

3. Solucion de Lavado: se diluyeron 10 mL de la solucién de lavado
concentrada (100x) con 990 mL de agua destilada para preparar 1 000 mL de
solucion de lavado diluida (1x).



46

4. No se diluyeron los otros reactivos, pues estaban listos para ser usados.

Procedimiento de ensayo

1. Se aseguraron los numeros deseados de pozos cubiertos en el soporte, se
anadieron 50 L de los estandares y de las muestras al pocillo apropiado en
la placa de microtitulacion. Luego se anadieron 50 uL de PBS en el blanco

control.

2. Se adicion6 100 pL del conjugado (excepto en el blanco control) a cada

celda. Se mezclé bien. Luego se cubri e incubé la placa por 1 hora a 37 °C.

3. Usando la lavadora automatizada, se lavo la placa 5 veces con la solucidon
de lavado diluida (400 uL). Luego se secb la placa.

4. Se anadieron 50 pL del sustrato A y 50 pL del sustrato B a cada celda,
incluyendo la del blanco control. Se cubrieron e incubaron por 15 minutos a
37°C.

5. Luego se adicionaron 50 pL de la solucién de término a cada celda,

mezclando bien.

6. A continuacion, se leyd la absorbancia a 450 nm.

Calculo de resultados

Se promediaron las lecturas duplicadas para cada estandar, control y
muestras, y se resto la densidad 6ptica media estandar cero.

Se construyé una curva estandar trazando la media de la DO y la
concentracion de cada estandar y se dibujé una curva de mejor ajuste a través
de los puntos de la grafica con la concentracion de BALP en el eje y, y la
absorbancia en el eje x (Anexo D).
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b. Determinacion del contenido de Procolageno péptido 1-terminal
(P1NP)

Fundamento de la prueba

La placa de microtitulacion del kit viene previamente recubierta con un
anticuerpo especifico para P1NP. Los estandares o muestras se afiaden a los
pocillos de placas de microtitulacidon adecuados con un anticuerpo conjugado
con biotina especifico para P1NP. Luego se anade avidina conjugada con
peroxidasa de rdbano picante (HRP) a cada pocillo de microplaca y se lleva a

incubacion.

Luego de afiadir la solucion de sustrato 3,3’,5,5-tetrametilbencidina (TMB)
s6lo los pozos que contienen la P1NP, el anticuerpo biotina-conjugado y la
avidina - enzima conjugada exhiben un cambio de color.

La reaccion enzima - sustrato se determina mediante la adicion de solucion
de acido sulfurico y el cambio de color se mide espectrofotométricamente a
una longitud de onda de 450 nm + 10 nm.

La concentracion de P1NP en las muestras se determina mediante la
comparacién de la DO de los muestras con la curva estandar.

Sensibilidad

La dosis minima detectable de P1NP es tipicamente menos de 12,2 pg/mL.
La sensibilidad de este ensayo o Limite inferior de deteccion (LLD) es definida
como la minima concentracién de proteina que podria diferenciarse de cero.
Los materiales y reactivos a emplear fueron iguales a los mencionados para
la fosfatasa alcalina ésea, asi como los requerimientos de almacenamiento de
los kits y de las muestras; la preparacidén de la muestra y el procedimiento de
ensayo.

Preparacion de los reactivos

1. Se llevaron todos los componentes del kit y las muestras a temperatura
ambiente (18 — 25 °C) antes de su uso.
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2. Se diluy6 el estandar con 1,0 mL de diluyente estandar, manteniéndolo
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se agité suavemente (sin formar
espuma).

La concentracion de la solucion madre fue de 4 000 pg/mL.

Se diluy6 en primer lugar la solucién madre a 2 000 pg/mL. El estandar diluido
sirvio como el de mas alto nivel (2 000 pg/mL). Luego, se prepararon 7 tubos
con 0,5 mL de diluyente estandar y se utilizé el estandar diluido produciendo
una serie de dilucién doble. Se mezcl6 cada tubo antes de la siguiente

transferencia.

Se organizaron 7 puntos del estandar diluido con 2 000 pg/mL, 1 000 pg/mL,
500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,2 pg/mL, y los ultimos
tubos de PE con estandar diluyente es el espacio con el 0 pg/mL.

3. Se centrifugaron los reactivos de deteccion A y B antes de su uso. Se
diluyeron hasta la concentracidén de trabajo con los diluyentes de ensayo Ay
B, respectivamente (1:100).

4. Se diluyeron 20 mL de concentrado de solucién de lavado (30 x) con 580

mL de agua destilada para preparar 600 mL de solucidén de lavado (1x).

5. Se aspir6 la dosis necesaria de la solucion de 3,3,5,5’-tetrametilbencidina
(TMB) con puntas esterilizadas asegurando que no quede la solucién residual

en la solucién vial.

Preparacion de la muestra

Se hizo una prueba antes del ensayo para evaluar la dilucién apropiada de la
muestra. Finalmente, se decidi6 trabajar con una dilucién de 1:50.
El sustrato TMB se incubé por 20 minutos. La Segunda incubacion fue de 20

minutos

Procedimiento de ensayo

1. Se determinaron las celdas para el estandar diluido, el blanco y las
muestras. Se prepararon 7 celdas para el estandar y una para el blanco. Se
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adicionaron 100 uL del estandar diluido a las celdas del estandar, el blanco y
las muestras. Se incub6 por 2 horas a 37 °C.

2. Se removi6 el liquido de cada celda, sin lavar.

3. A cada celda se adicionaron 100 pL de reactivo de detecciéon A. Se incubd

por una hora a 37 °C.

4. Se aspird la solucién y se lavaron las celdas con 350 pL de solucion de
lavado 1x empleando la funcién de autolavado de la maquina. Se dejo reposar
por 2 minutos, se removio el liquido remanente con papel absorbente. La placa
se lavo en total 3 veces. Luego del ultimo lavado se removid por aspiracion
cualquier remanente del buffer de lavado. Se volted la placa hacia el papel

absorbente.

5. A cada celda se le adicion6 100 pL de reactivo de deteccién B. Se incubd

por 30 minutos a 37 °C.
6. El proceso de lavado/aspirado se repitié 5 veces.

7. Se afnadieron 90 uL de Solucién TMB a cada celda y se llevé a incubacion
por 20 minutos a 37 °C, protegiendo la placa de la luz. El liquido se torn6 azul

al adicionar esta solucioén.

8. Se adicion6 50 pL de solucion de pare a cada celda. El liquido se torné

amarillo. Se mezcl6 bien para asegurar un cambio uniforme del color.

9. Se eliminé cualquier resto de agua, huella digital o burbuja en la superficie

del liquido. Se leyé inmediatamente a 450 nm.
Calculo de resultados

Se promediaron las lecturas duplicadas para cada estandar, control, y
muestras; y se resto6 la densidad 6ptica media estandar cero.

Se construyd una curva estandar trazando la media de la DO y la
concentracion de cada estandar y se dibujé una curva de mejor ajuste a través
de los puntos de la grafica con la concentracién de P1NP en el eje y, y la

absorbancia en el eje x (Anexo D).
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3.2.1.2 Marcadores de Resorcion Osea

a. Determinacion del contenido de B Crosslaps (B-CTx)
Fundamento de la prueba

Este ensayo empled la técnica de inmunoensayo enzimatico de inhibicion
competitiva. El anticuerpo monoclonal especifico a p-CTx viene previamente
revestido sobre una microplaca. Se pone en marcha una reaccidn de
inhibicion competitiva entre biotina marcada con p-CTx y B-CTx no marcado

(estandares o muestras) con el anticuerpo pre - recubierto especifico a B-CTx.

Después de la incubacion, el conjugado no unido se eliminard mediante
lavado. Luego, la avidina conjugada con peroxidasa de rabano picante (HRP)
se anade a cada pocillo de microplaca y se incuba. La cantidad del conjugado
HRP unido es inversamente proporcional a la concentracion de pB-CTx en la
muestra.

Después de la adicién de la solucion de sustrato, la intensidad de color
desarrollado sera inversamente proporcional a la concentracion de B-CTx en
la muestra.

Sensibilidad

La dosis minima detectable de B-CTx es tipicamente menos de 35,23 pg/mL.
La sensibilidad de este ensayo, o Limite inferior de deteccion (LLD) se definio

como la concentracién de proteina mas bajo que podria diferenciarse de cero.

Preparacion de las muestras

Se hizo una prueba antes del ensayo para evaluar si era necesario diluir la

muestra. Finalmente, se decidié trabajar sin dilucion.
Preparacion de los reactivos

1. Se llevaron todos los componentes del kit y las muestras a temperatura
ambiente (18 — 25 °C) antes de su uso.
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2. Se reconstituy6 el estandar con 0,5 mL de diluyente estandar, se mantuvo
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se agité suavemente (sin formar
espuma).

La concentracion de la solucion madre patrén fue de 8 000 pg/mL.

Luego, se prepararon 5 tubos con 0,6 mL de diluyente estandar y se realizaron
series de triple dilucion. Se mezcl6 cada tubo a fondo antes de la siguiente

transferencia.

Se organizaron 5 celdas del estandar diluido con 8 000 pg/mL, 2 666,67
pg/mL, 888,89 pg/mL, 296,30 pg/mL, 98,77 pg/mL y el ultimo tubo de PE con
estandar diluyente fue el espacio con el 0 pg/mL.

3. Se centrifugaron los reactivos de deteccion A y B antes de su uso. Se
diluyeron hasta la concentracion de trabajo con diluyente de ensayo A y B,

respectivamente (1:100).

4. Se diluyeron 20 mL de concentrado de solucién de lavado (30 x) con 580
mL de agua destilada para preparar 600 mL de solucién de lavado (1x).

5. Se aspir6 la dosis necesaria de la solucion con puntas esterilizadas

asegurando que no quede la solucién residual.

Procedimiento de ensayo de marcadores de resorcion (-CTx y NTX1)

1. Se determinaron los pozos para el estandar diluido, el blanco y la muestra.
Se prepararon cinco pozos para el estandar, uno para el blanco. Se afiadieron
50 pyL de cada una de las diluciones estandar, blanco y muestras en los
respectivos pozos. Inmediatamente se anadieron 50 pL del reactivo de
deteccion A en cada pocillo. Se agité la placa suavemente. Se incub6 por 1
hora a 37 °C. Se calentdé a temperatura ambiente y se mezclé suavemente

hasta que la solucién se uniformice.

2. Se aspiro la solucién y se lavé con 350 pL de soluciéon de lavado 1X cada
pocillo utilizando la funcién de autolavado y se dejo reposar 2 minutos. Luego
se retiré por completo el liquido restante de todos los pocillos mediante el

ajuste de la placa sobre papel absorbente. Se repitid6 3 veces. Después del
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ultimo lavado, se eliminaron los restos de tampdn de lavado por aspiracion.

Se invirtié la placa y se secé contra el papel absorbente.

3. Se afiadieron 100 pL de solucién de reactivo de deteccion B a cada pocillo.

Se incubd 30 minutos a 37 °C después de cubrirlo con el sellador de placa.
4. Se repitié el proceso de aspiracién /lavado 5 veces (realizado en el paso 2).

5. Se anadieron 90 uL de solucion de sustrato a cada pocillo. Luego se cubrié
con un nuevo sellador de placa. Se incub6 por 20 minutos a 37 °C. Se protegio

de la luz. El liquido se volvié azul mediante la adicion de solucién sustrato.

6. Se anadieron 50 pL de solucion de parada a cada pocillo. El liquido se volvié
amarillo por la adicién de esta solucién. Se mezclé el liquido punteando en el

lado de la placa.

7. Se elimind cualquier gota de agua y la huella digital en la parte inferior de
la placa y se confirmé que no hubieran burbujas en la superficie del liquido.
A continuacién, se ejecuto el lector de microplacas y se llevd inmediatamente
a medicién a 450 nm.

Calculo de resultados

Este ensayo empled la técnica de inmunoensayo enzimatico de inhibicion
competitiva, por lo que hay una correlacién inversa entre la concentracion de

B-CTx en la muestra y la intensidad de la sefial de ensayo.

Se promediaron las lecturas duplicadas para cada estandar, control, y
muestras. Se cred una curva estandar con el logaritmo de la concentracién (3-
CTx en el ejey, y la absorbancia en el eje x (Anexo E).

Luego se graficd una linea recta de ajuste a través de los puntos estandar y

se determiné por andlisis de regresion.



53

b. Determinacién del contenido de Telopéptido N-terminal del colageno
tipo 1 (NTX1)

Fundamento de la prueba

Este ensayo emplea la técnica de Inmunoensayo Enzimatico de Inhibicién
Competitiva. Un anticuerpo monoclonal especifico a NTX1 viene previamente
revestido sobre una microplaca. Se pone en marcha una reaccién de
inhibicion competitiva entre biotina marcada NTX1 y NTX1 no marcado
(estdndares o muestras) con el anticuerpo pre - recubierto especifico a NTX1.
Después de la incubacién, el conjugado no unido se elimina mediante lavado.
Luego, la Avidina Conjugada con Peroxidasa de Rabano Picante (HRP) es
anadida a cada pocillo de microplaca y se incuba. La cantidad del conjugado
HRP unido es inversamente proporcional a la concentracion de NTX1 en la

muestra.

Después de la adicién de la Solucién de Sustrato, la intensidad de color
desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion de NTX1 en la

muestra.

Sensibilidad

La dosis minima detectable de NTX1 es tipicamente menos de 0,88 ng/mL.
La sensibilidad de este ensayo, o Limite inferior de deteccion (LLD) se definid
como la concentracién de proteina mas bajo que podria diferenciarse de cero.

Preparacion de las muestras

Se hizo una prueba antes del ensayo para evaluar si era necesario diluir la

muestra. Finalmente, se decidié trabajar sin dilucion.

Preparacion de los reactivos

1. Se llevaron todos los componentes del kit y las muestras a temperatura
ambiente (18 — 25 °C) antes de su uso.
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2. Se reconstituyé el Estandar con 1,0 mL de diluyente estandar, se mantuvo
10 minutos a temperatura ambiente, luego se agitdé suavemente (sin formar

espuma).

La concentracion del patrdn en la solucidon madre fue de 200 ng/mL.
Luego, se prepararon 5 tubos con 0,6 mL de diluyente estandar y se realizaron
series de triple dilucion. Se mezclé cada tubo a fondo antes de la siguiente

transferencia.

Se organizaron 5 puntos del estandar diluido con 200 ng/mL, 66,67 ng/mL,
22,22 ng/mL, 7,41 ng/mL, 2,47 pg/mL y los ultimos tubos de PE con estandar
diluyente con 0 ng/mL.

3. Se centrifug6 los reactivos deteccion A y B antes de su uso. Se diluyeron
hasta la concentracion de trabajo con diluyente de ensayo A y B,

respectivamente (1:100).

4. Se diluyé 20 mL de la solucion concentrada de lavado (30x) con 580 mL de
agua destilada para preparar 600 mL de solucién de lavado (1x).

5. Se aspir6 la dosis necesaria de la solucion con puntas esterilizadas

asegurando que no quede de nuevo la solucién residual en la solucion vial.

Calculo de resultados

Este ensayo empleé la técnica de inmunoensayo enzimatico de inhibicién
competitiva, por lo que dio una correlacion inversa entre la concentracién de

NTX1 en la muestra y la intensidad de la sefial de ensayo.

Se promediaron las lecturas duplicadas para cada estandar, control, y
muestras. Se cred una curva estandar en log-log, con el logaritmo de la

concentracion NTX1 en el eje y, y la absorbancia en el eje x (Anexo E).

La empresa USCN Life Science Inc., proveedora de los kits empleados, indico
que no tienen valores referenciales especificos para la poblacién de mujeres
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postmenopausicas y que soélo tienen valores referenciales para una poblacién
adulta, los cuales se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7: Valores referenciales de los marcadores para adultos

Marcador de formacién 6sea Unidad Rango referencial
Fosfatasa Alcalina Osea (BALP) Mg /L <22
Procolageno N-terminal del ng /mL 19 - 50**
colageno tipo | (P1NP)

Marcador de Resorcion Osea Unidad Rango referencial

Telopéptido N-terminal del ng / mL 11,7 - 34,9*
colageno tipo 1 (NTX1)

B Crosslaps (B-CTX) ng/ mL 0,08 - 5,73*

Fuente. Datos tomados de *USCN Life Science Inc. ** Bonjour y otros (2 009)
*** Mayo Medical Laboratories (2 016)

3.3 Analisis estadistico

A cada voluntaria se le tomaron tres mediciones (al inicio, a los 45y a los 90
dias), por lo que los tres grupos de resultados estan relacionados. Por esta
razén, se aplico la prueba no paramétrica del Test de Friedman. Se calcularon
las medianas de cada dia de toma de muestra por cada biomarcador. El Test
de Friedman para cada biomarcador se aplicé en sus 3 momentos de toma de
muestra. El p < 0,05 se considerd como significativo.

También se evaluaron a través de las correlaciones de Pearson los cambios
de los marcadores bioquimicos comparando la variacibn de las
concentraciones entre los 90 dias de consumo de hoja de coca molida y el
momento inicial de la prueba sin consumo. Para determinar si los habitos

alimenticios (deficiente/regular/bueno) tenian algun efecto sobre las
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concentraciones finales de cada biomarcador, se utilizo el analisis de varianza

no parametrico de Kruskal-Wallis.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados de la evaluacion de actividad antioxidante y

metabolitos secundarios del pulverizado de coca

En la Tabla 8 se observa la capacidad antioxidante del pulverizado de coca y
los metabolitos secundarios que pueden explicar parte de esa capacidad
antioxidante (Anexo | y J). Con el método ABTS se obtuvo un ICso de 21,64
pg/mL. De los resultados de polifenoles y flavonoides se estima que la relacién
flavonoides/ polifenoles es de 0,074.
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Tabla 8. Resultados de los parametros antioxidantes de la hoja de coca

pulverizada

Contenido

promedio

TEAC-ABTS (pmol trolox/ mL extracto)

2,74

FRAP (mg Acido Ascérbico/ g polvo de

coca)

73,60

Polifenoles (mg AG/100 g polvo de
coca)

3 089,34

Flavonoides (mg QC/100 g polvo de
coca)

228,63

70.0

y = 1.9535x + 7.7238
R2 = 0.9998

S -
©c o 9
o o o

30.0

Porcentaje de Captacion (%)
o 5 S
o o o

0 5 10 15 20

Concentracion del Extracto (pg polvo de coca/mL de

Extracto)

ICs0= 21,64 mg/mL

25

30

35

Figura 2. Porcentaje de Captacion promedio de 03 extractos de
pulverizado de hoja de coca obtenido con el método ABTS
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4.2 Resultados de los marcadores bioquimicos de recambio 6seo

De las 25 voluntarias iniciales solo 21 voluntarias completaron el estudio
(Anexo F). Las razones por las que 4 voluntarias desistieron fueron: motivos
de viaje, problemas familiares, falta de tiempo o problemas de salud no
relacionados con el estudio.

Se observaron cambios en un indicador de formacién ésea y en un indicador

de resorcion 6sea.

4.2.1 Cambios en los marcadores de formacion osea en 90 dias

En la Tabla 9 se muestran los resultados de la Prueba de Friedman. No se
observaron cambios significativos en los marcadores de formacién 6sea BALP
y PINP (p > 0,05).

En el caso del P1NP, no hubieron cambios significativos (p > 0,05), pero si se
observaron medianas que fueron aumentando en el transcurso de la prueba,

lo cual fue un resultado esperado.

En el caso de la BALP se obtuvieron valores significativos pero para una

tendencia inversa, ya que disminuyeron las concentraciones de esta proteina.
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Tabla 9. Evaluacion de los biomarcadores de formacidn y resorcidon 6sea
en mujeres posmenopausicas después del consumo de polvo de hoja de
coca durante 90 dias, aplicando la prueba de Friedman

Marcador Tiempo cero Tiempo 45 Tiempo 90 Significado
dias dias asintético*
BALP (ng/mL) 0,6073 0,4141 0,3719 0,002a
P1NP (pg/mL) 156,39 167,33 184,51 0,688
NTX1(ng/mL) 1,2719 1,1787 0,9945 0,047a
B-CTX (pg/mL) 1,5725 1,7781 1,8705 0,368

*Prueba de Friedman. a: significativo, p < 0,05. n= 21

4.2.3 Cambios en los marcadores de resorcion osea en 90 dias

En el caso del marcador de resorcién 6sea en suero NTX1 se obtuvieron
valores significativos (p < 0,05), como estd indicado en la Tabla 9. Las
concentraciones de este péptido disminuyeron significativamente a los 90 dias
con respecto al momento inicial de la prueba, demostrando un retroceso en el
proceso de resorcion del hueso de las voluntarias. El tratamiento con el polvo
de coca redujo significativamente la concentracién del NTX1 a través del
tiempo (p= 0,047).

En contraste, para el B-CTX se obtuvieron valores significativos (p < 0,05) pero
para una tendencia inversa, ya que aumentaron las concentraciones de este

marcador, expresando un incremento en la resorcion 6sea.

Las correlaciones de Pearson permitieron comparar la diferencia de las
concentraciones de los biomarcadores entre el momento final y el inicial de la
prueba con respecto a algunos datos que podrian influir en el metabolismo del

calcio como: edad, numero de hijos, indice de masa corporal, numero de
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meses desde su Ultima menstruacién y el nimero de dias que dej6 de tomar
el polvo de hoja de coca; los cuales fueron declarados por las voluntarias en

un cuestionario (Anexo B).

Se observé que los cuatro marcadores tienen una correlacién positiva baja
con las caracteristicas evaluadas (Anexo G). Las voluntarias con un mayor
tiempo transcurrido desde su ultima menstruacién presentaron una mayor
concentracion del marcador P1NP, favoreciendo el proceso de formacién
O0sea. El marcador de resorcion ésea NTX1 reveld que las mujeres que
tuvieron mas hijos y tuvieron una mayor adherencia durante el estudio,
manifestaron mayor variacién de este marcador en el tiempo, reduciendo la
resorcion (ver Tabla 10).

No se observaron diferencias en las concentraciones finales de cada

biomarcador por influencia de los habitos alimenticios (Anexo H).

Tabla 10. Resumen de las caracteristicas de las voluntarias que tuvieron

una relacién positiva entre 0 y 1 con los resultados de los marcadores

Marcador bioquimico Perfil de voluntarias Correlacion de
Pearson
BALP Indice de masa corporal 0,341
P1NP Tiempo transcurrido desde la 0,269
ultima menstruacion
NTX1 Adherencia 0,266
Numero de hijos 0,220
B-CTX Numero de hijos -0,268
Edad de la Voluntaria 0,232
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4.3 Discusion

Debido a la variabilidad biolégica y analitica de los marcadores, los datos
disponibles sobre un mismo marcador de hueso se limitan a la comparacién
de los resultados del tratamiento (Hlaing & Compston, 2014). El marcador de
resorcion 6sea NTX1 disminuy6 significativamente después del consumo de
coca durante 90 dias (ver Tabla 9). Ademas, el marcador de formacién ésea
P1NP no revel6 un efecto significativo pero si una positiva y beneficiosa
diferencia de medianas.

Ambos resultados podrian explicarse parcialmente por el importante
contenido en calcio (1 011,67 — 2 196 mg) y en cofactores de enzimas
antioxidantes de la hoja de coca como magnesio (210,95 mg), zinc (2,67 mg)
y hierro (29,16 mg), asi como polifenoles (3 089,34 mg AG). Se desconocen
los mecanismos bioquimicos por los cuales el pulverizado de coca generaria
estos efectos, sin embargo se demostré que una pequena raciéon de 4 g diarios
genero efectos beneficiosos y relevantes en dos biomarcadores. Por ello, se
recomienda ampliar el consumo de la coca enriqueciendo productos como
panes, kekes, galletas, barras energéticas; lo que permitiria una mayor
ingesta de coca y por consiguiente, mayores beneficios para la salud.

En cuanto a los marcadores BALP y B-CTX, se obtuvieron resultados no
esperados (ver Tabla 9). EIl marcador de resorcién B-CTX debi6 reducirse.
Diversos estudios revelan que tras el inicio de la terapia antirresortiva, los
resultados pueden ser muy heterogéneos, como un descenso significativo en
los marcadores de resorcidn dsea entre las semanas 4 y 6 (Torres, Mezquita,
De la Higuera, Fernandez, & Munoz, 2003), o la disminucién inicial de los
valores del B-CTX, pero con un aumento después del sexto mes de
tratamiento (Min Yu y otros, 2015). Esto se podria corregir prolongando el

tiempo de evaluacién.

El marcador de formacion 6sea BALP debié aumentar en el tiempo, pero

disminuyd. Esto podria deberse a la alteracion de la enzima ya que las
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muestras fueron descongeladas dos veces. La estructura terciaria proteica
(conformacién nativa) es la que determina la actividad enziméatica, cualquier
perturbacién de esta estructura puede llevar a una pérdida de actividad. Otra
fuente de variabilidad son las enfermedades asociadas. Como no se
realizaron analisis clinicos a las voluntarias para descartar enfermedades, el
incremento de la BALP podria haberse debido a la interferencia de las
isoenzimas hepéticas (Hlaing & Compston, 2014).

Adicionalmente, otro factor de variabilidad puede ser el cambio de estacion.
Se han descrito cambios en el metabolismo del hueso con una disminucion
del recambio, en el verano con respecto al invierno, de entre 20 a 30% (Seibel
J, 2005). El incremento del recambio 6seo en invierno se puede deber, al
menos parcialmente, a la deficiencia de vitamina D. La presente investigacion
se trabajé con el primer grupo desde Junio hasta Agosto y con el segundo
desde Agosto hasta Octubre (Invierno y Primavera).

En general, los marcadores de resorcion mostraron ser mas fuertemente
predictivos de la tasa de pérdida ésea que los marcadores de formacién. Los
marcadores de recambio 6seo pueden complementar los resultados de la
densidad mineral ésea en el tratamiento de la osteoporosis, pero su uso en la
practica clinica es desafiado por la variabilidad pre-analitica y analitica. En
varios estudios se ha reportado que los marcadores de resorcidn se
incrementan y los de formacién pueden crecer, decrecer o no sufrir ningin

cambio (Hlaing & Compston, 2014).

Existe mucha variabilidad debido a factores como el género, la edad, el grupo
étnico, etc. Estos factores bioldgicos enddégenos evidencian una alta
variabilidad de los marcadores, lo que podria haber influido en los resultados
alcanzados. Por ello, seria importante incluir una etapa pre-analitica para

estandarizar las pruebas.

La coca pulverizada podria intervenir en el metabolismo éseo a través de
diferentes mecanismos de la formacion del hueso, la resorcion ésea, el calcio

sérico, la vitamina D, la absorciéon intestinal o los mediadores de la
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inflamacion. Sin embargo, el mecanismo exacto de accion no se ha

determinado aun debido a la falta de estudios.

Ademas del alto contenido de calcio y de cofactores de enzimas antioxidantes,
la hoja de coca representa una fuente potencial de fibra dietaria insoluble ya
que contiene 38,02 g/100g (Penny y otros, 2009). Algunos estudios han
demostrado que la fermentacidn coldnica de los carbohidratos no digeribles
mejoré la absorcion de minerales como el calcio, el magnesio y el hierro. Esto
podria tener implicancias positivas, como un aumento de la densidad 6sea
(Gray, 2006). La absorcion de calcio intestinal disminuye de un 30% a un 50%
en la edad adulta (Diaz Curiel, Moro Alvarez, & Sanz Baena, 2012). Por ello

es importante incluir fibra en esta etapa de las mujeres.

Ademas, la literatura reporta que otros componentes alimentarios pueden
influir favorablemente de manera especial en la poblacién menopdausica. Asi,
el estudio reportado por Nash y Ward (2016), afirma que la ingesta habitual
de té esta asociada con una mayor densidad mineral ésea, particularmente en
mujeres postmenopausicas. Se asocid a los polifenoles con marcadores mas
altos de diferenciacién (osteopontina, esclerostina) y la reduccién de la
toxicidad celular y marcadores pro-inflamatorios (IL6, TNF), mejorando la
actividad de los osteoblastos. Esta asociacion puede deberse a sus
polifenoles, dando como resultado efectos antioxidantes de proteccion.

La capacidad antioxidante del extracto acuoso de coca pulverizada y el
importante contenido de fenoles totales (ver Tabla 8) podrian contribuir
entonces en los mecanismos citoprotectores de remodelacién 6sea. El
contenido de polifenoles obtenido fue de 3 089,34 mg AG/100 g de muestra
seca, valor similar al mencionado por Penny (2009) de 3 780 mg AG/100 g.
El té verde, alimento destacado en este compuesto, contiene entre 2 070 mg
AG/100 gy 3 600 mg AG/100 g (Pal y otros, 2012). La coca deberia ingresar
a la lista de alimentos con mayor aporte de este importante compuesto
bioactivo. La coca super6 a 51 plantas chinas que dieron 0,48 g AG/L (Fuy
otros, 2011) como contenido promedio de polifenoles y la coca con un valor
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de 1,54 g AG/L; seria importante caracterizar sus polifenoles para conocer en

cuales destaca y sus beneficios especificos.

El contenido de flavonoides obtenido fue de 228,63 mg Quercetina/100 g (ver
Tabla 8) y la relacién flavonoides/polifenoles dio 0,074, que es baja. Venegas
(2012), menciona que el porcentaje de flavonoides totales en la infusion de té
verde es de 1,3%, mientras que la obtenida en el extracto de coca fue de
0,23%. El pulverizado de coca no destaca en flavonoides, por ello seria
importante caracterizar sus polifenoles y asi, conocer las funciones

especificas de estos antioxidantes.

La actividad antioxidante del pulverizado expresada como TEAC-ABTS,
resulté 2,74 pmol trolox/mL extracto, valor apreciable teniendo en cuenta que
la preparacion se realizd en frio, comparado con los resultados de infusiones
herbales en agua caliente realizadas por Mufioz y otros (2012), en los que
obtuvo valores de 3,61 + 0,100 pmol/mL para el boldo y de 4,90 + 0,180
pmol/mL para el té verde. El resto de infusiones como manzanilla, limén,
hierba buena y arnica arrojaron valores entre 0,52 + 0,020 y 2,04 = 0,070
pmol/mL. El pulverizado de coca se revela como una opcidn para la actividad

antiradical.

Tomando como resultado el valor obtenido del ICso de 21,64 ug/mL con este
radical libre, la coca molida también demuestra tener una buena actividad
antioxidante comparada con el ICso del té verde de 209,74 pg/mL (Cazares y
otros, 2015). Se requiere 9 veces menos de polvo de coca que de té verde,
cantidad considerablemente menor para inhibir la oxidacion del ABTS.+.

El poder reductor férrico (FRAP) fue de 73,60 mg AAE/g (ver Tabla 8), valor
mucho mayor que el reportado para el té verde con 5,86 mg AAE/g (Avneet y
otros, 2015).

Finalmente, los resultados demostraron que una pequefa racidon de
pulverizado de coca de 4 g diarios, generd efectos beneficiosos de dos

biomarcadores, uno de formacién y otro de resorcion. Con los resultados
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obtenidos y la discusion comparativa con la literatura revisada, puede
proponerse que el potencial de la hoja de coca molida no sélo esta en funcion
del elevado contenido de calcio sino también de los metabolitos secundarios,
especialmente polifenoles, que pueden contribuir a modificar favorablemente

los marcadores de recambio éseo en la poblacion postmenopausica.

Ademas y de manera importante, todas las voluntarias quedaron conformes a
la prescripcion del consumo del pulverizado de coca. Este grado de
adherencia y persistencia durante el periodo de 90 dias de complementacion
de la dieta, refleja la buena aceptacidon de este producto.
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5. CONCLUSIONES

El consumo de 4 g de hoja de coca pulverizada durante 90 dias
disminuye significativamente la resorcion ésea expresada en el
marcador NTX1.

El consumo de 4 g de hoja de coca pulverizada durante 90 dias tiende
a incrementar la formacién ésea expresada en el marcador P1NP.

El efecto favorable del consumo de hoja de coca molida en el
metabolismo 6seo de mujeres postmenopausicas puede deberse,
ademas del elevado contenido de calcio y de cofactores de enzimas
antioxidantes, a los metabolitos secundarios con capacidad

antioxidante expresada en la presencia de polifenoles.
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6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El tiempo de duracién del estudio ha sido una importante limitacién. El trabajo
experimental deberia ampliarse a un minimo de 6 meses para obtener
mejores resultados, sobre todo en los marcadores de formacidén ésea P1NP y
BALP ya que en el ciclo del remodelado éseo en el hombre predomina la fase

formativa (meses) sobre la resortiva (dias).

Los criterios de exclusion de las voluntarias debieron incluir andlisis clinicos

que permitieran evaluar con mas precision su estado de salud.

La ausencia de datos sobre la densidad mineral 6sea de las voluntarias
impidio tener mas elementos para evaluar los resultados. La escasez de
recursos obligaron a trabajar con un tamafo limitado de muestra y de

biomarcadores 6seos.
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7. RECOMENDACIONES

e Las voluntarias deberian llenar una ficha diaria detallando las comidas
y eventos ocurridos que no forman parte de su rutina.

e Las voluntarias deberian recibir las raciones de pulverizado de coca en
paquetes individuales para garantizar la homogeneidad en la cantidad
de ingesta diaria.

e Medir resultados con diferentes raciones de coca molida.

e Adicionalmente, evaluar marcadores de inflamacion. Ello tiene una
relacion directa con la estimulacion en formacién/maduracion de
osteoblastos y reduccion de resorcion.

e Caracterizar los tipos de polifenoles contenidos en el pulverizado de
hoja de coca.
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Anexo B. Encuesta de habitos de consumo de alimentos
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ENCUESTA DE HABITOS DE CONSUMO D IMENTOS
CODIGO

NOMBRE Y APELLIDOS: FECHA:

DATOS GENERALES

1. Por favor llene la siguiente informacion:.

Edad:

Lugar donde naci6: Distrito en el que reside:

Ocupacion: Teléfono:

Peso: Talla:

/Cuando fue su tltima menstruaciéon? Indicar en nimero de mesesé afios:

Nimero de hijos:

HABITOS ALIMENTARIOS
1. Encierre en un circulo una de las alternativas que mds la represente a Ud.:

1. ;Cuantas veces consume alimentos durante el dia (desayuno, fiambre, almuerzo, lonche, cena)?
a. Menos de 3 veces al dia

b. 3 veces al dia

c. 4 veces al dia

d. 5 veces al dia

e. Mas de 5 veces al dia

2. Su desayuno habitual consiste en:

a. Extracto de verduras,ensalada de verduras, cereales integrales
b. Comida salada

¢. Avena, quinua 0soya y pan

d. Leche, infusion o café y pan

¢. No desayuno

W

. ;{Dénde desayuna mayormente?

. En casa

. En restaurante ’
. En kioskos/ ambulante

d. En el trabajo

. No tengo lugar fijo

o o e

[
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‘-

4. Su almuerzo fabitual corsiste en-

& EXHASE 86 Verauwas ensalada de verduras, sepmmdo
b Ensalada de verduras, segundo

& Entrada, segundeo, refresco endulzado

4. Enirada, segunds, postre, refresco endulzado

e. Segundo, refresco endulzado

o 00 o 8 O 00 O 0 W

o P

C.

d
e

00 o P

0o o P O

. (Qué suele consumir mayormente en su almuerzo?
. Comida light (baja en azlcar, en grasas)

. Comida vegetariana '

. Comida criolla

. Comida china, pollo a la brasa

. Cualquier producto que encuentro en el kiosko

. (,Dénde almuerza mayormente?
. En casa

. En restaurante

. En kioskos/ ambulantes

. En el trabajo

. No tengo lugar fijo

., Qué es lo que acostumbra consumir a media mafana o media tarde?
. Frutas frescas

. Frutas secas, semillas, granola

Sanguche

.Snacks, golosinas

. Nada

. Su cena habitual consiste en

No ceno

. Fruta, yogurt

. Bebida y pan

. Comida

. Comida rapida (hamburguesa, salchipapas, pizza)

. (Con qué frecuencia consume frituras?
Nunca

. 1- 2 veces por mes

. 1- 2 veces por semana

. Interdiario

. Diario




81

i

10. ;Qué bebidas suele consumir durante el dia?

a. Agua natural o infusiones sin aziicar

b. Refresco, infusiones con azicar, jugo natural de frutas
c. Café

d. Bebidas rehidratantes y jugos industrializados

e. Gaseosas

11. ;Con qué frecuencia consume gaseosa?
a. Nunca

b. 1- 2 veces por mes

c. 1- 2 veces por semana

d. Interdiario

e. Diario

12. ;Cuantas cucharaditas de azicar agrega por taza normalmente?
a. Ninguna

b. 1 cucharadita

¢. 2 cucharaditas

d. 3 cucharaditas

e. Mas de 3 cucharaditas

13. ;Cuantas veces al dia consume cualquier tipo de carne (pollo, res, pescado, visceras)
a. Ninguna

b. Rara vez

c. 1 vezal dia

d. 2 veces al dia

e. 3 veces al dia

14. ;Cuantas veces alasemana consume menestras?
a. Ninguna

b. Rara vez

c. 1 vez por semana

d. 2 veces por semana

e. 3 veces 0 mas por semana

15. (Cuantas veces al dia consume lacteos (leche, queso o mantequilla)?
a. Ninguna ’

b. Rara vez

c. 1 vez al dia

d. 2 veces al dia

e. 3 veces al dia
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16. ;Con qué frecuencia consume un plato grande de ensalada de verduras?
a. Nunca

b. 1- 2 veces por mes

c. 1- 2 veces por semana

d. Interdiario

e. Diario

17. ;Con qué frecuencia consume agua natural o infusiones sin azicar?
a. Nunca

b. 1- 2 veces por mes

c. 1- 2 veces por semana

d. Interdiario

e. Diario

18. ;Con qué frecuencia realiza actividades fisicas (deporte, danza, yoga)?
a. Nunca

b. 1- 2 veces por mes

c. 1- 2 veces por semana

d. Interdiario

e. Diario

19. ;Qué nivel de estrés tiene en su vida diaria?
a. Ninguno

b. Poco

¢. Moderado

d. Bastante

e. Muy alto

Adaptado del Cuestionario de Habitos Alimentarios de Universitarios de la Tesis “Relacion entre habitos
alimentarios e indice de masa corporal en estudiantes de una universidad publica segiin drea de estudio, delay
nutricionistas Rosa Ferro y Vanesa Maguitia de la UNMSM en el afio 2012"
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.

HISTORIA CLINICA

1. ¢ Actualmente tiene alguna enfermedad?
Si no tiene ninguna enfermedad, pasar a la SIGUIENTE PREGUNTA

Relato de enfermedad:
a. signos y sintomas

b. Fecha de inicio (nimero de meses/ afios)

2. Favor responder como se encuentra de las siguientes Funciones biolégicas:

2.1 Sed

a. Mucha

b. Regular

c. Poca

d. No tengo sed

2.2 Apetito

a. Mucho

b. Regular

c. Poco

d. No tengo apetito

2.3. Deposiciones
. Diarias

. Interdiarias

. Semanal

. Muy irregular

o0 T o

. Insomnio(dificultad para dormir)
. Nunca

. Rara vez

. Semanal

. Diario, Interdiario

Q0 T o M

5. El nivel de estrés en su vida diaria es:

a. Sin estrés

b. Bajo ’
c. Mediano

c. Alto

6.Su Nacimiento fue normal
- Peso al nacer (aproximado)

5. Antecedentes familiares.
- ¢ Su madre ha tenido osteoporosis?(Si o No)

- ¢Ud. tiene alguna(s) hija(s) con problemas de descalcificacién
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6. Tiene alguna alergia Cual

7. ;Qué medicamentos consume y con qué frecuencia?

8. ¢ Qué suplementos vitaminicos o nutricionales consume?

Informacion adicional (opcional)

8. Impresion diagnéstica (NO LLENAR)




Anexo C. Registro diario del cumplimiento de la toma del polvo de
coca

NOMBRE:

REGISTRO DE INGESTA DIARIA

DIA FECHA ¢TOMO LA HARINA DE OBSERVACIONES
COCA? Marcar con una
llXII

S NO

10

11

12

13

14

15




86

Anexo D. Curvas estandar de marcadores bioquimicos de formacion

Osea
12.00
o
£ 1000 y=4.3128x- 0.1872
2 800 R2 =0.9969
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Figura 3. Curva estandar del marcador BALP
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Figura 4. Curva estandar del marcador P1NP
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Anexo E: Curvas estandar de los marcadores bioquimicos de resorcion

Osea
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Figura 5. Curva estandar del marcador NTX1
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Anexo F: Resultados de las tomas de muestra de sangre de cada
voluntaria en los 3 tiempos de estudio.

Tabla 11. Concentracion del marcador BALP en cada voluntaria

Concentracion | Concentracién | Concentracion
Voluntaria| BALP1 (pg/mL) | BALP2 (pg/mL) | BALP3 (pg/mL)
1 1,0361 0,5893 0,5168
2 0,3417 0,0700 0,2934
3 0,2994 0,3840 0,2210
4 1,4587 1,0481 0,5953
5 0,3296 -0,0145 0,0760
6 0,9878 0,4142 0,6195
7 0,6074 0,1243 0,1908
8 0,5228 0,7764 0,1666
9 0,2994 0,0821 0,1002
10 0,6074 0,3598 0,2330
11 1,1085 1,3983 0,8851
12 0,5953 0,3961 2,6240
13 0,3719 1,4285 0,2994
14 1,2595 0,5651 0,3719
15 1,1025 0,6678 0,5047
16 2,5637 1,9478 0,7583
17 0,3598 0,3900 0,2330
18 0,3719 0,2572 0,5530
19 0,4564 0,0579 0,3357
20 1,4346 0,7885 1,4587
21 1,2293 0,7342 0,7885




Tabla 12. Concentracion del marcador P1NP en cada voluntaria

Concentracién

Concentracion

Concentracion

Voluntaria| P1NP1 (pg/mL) P1NP2 (pg/mL) P1NPs (pg/mL)
1 114,2185 117,3430 206,3895
2 384,4826 359,4871 304,8094
3 186,0806 109,5319 209,5139
4 150,1496 176,7073 143,9007
5 336,0538 256,3805 248,5694
6 117,3430 192,3295 184,5184
7 225,1361 131,4029 136,0896
8 93,9097 151,7118 128,2785
9 170,4584 167,3340 132,9652
10 156,3985 112,6563 103,2830
11 206,3895 282,9383 401,6670
12 276,6894 284,5005 248,5694
13 300,1227 170,4584 212,6384
14 95,4719 167,3340 222,0117
15 262,6294 301,6849 206,3895
16 204,8273 204,8273 72,0386
17 150,1496 214,2006 42,3564
18 86,0986 165,7718 239,1961
19 129,8407 75,1630 137,6518

20 107,9696 142,3385 172,0207
21 104,8452 61,1030 56,4164
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Tabla 13. Concentracion del marcador NTX1 en cada voluntaria

Concentracién

Concentracién

Concentracién

Voluntaria| NTX1+1 (ng/mL) | NTX12 (ng/mL) | NTX13 (ng/mL)
1 1,3659 1,1788 1,0941
2 1,3111 1,2158 1,4420
3 1,0785 1,2855 0,9398
4 1,7358 0,7889 0,8914
5 1,3275 1,5146 0,9213
6 1,3360 1,0187 0,9312
7 1,4143 1,8340 0,8722
8 1,3687 1,4904 0,9028
9 1,1923 1,1745 0,9362
10 1,2193 1,0735 0,7676
11 1,1937 0,9967 1,1574
12 1,4555 0,4332 0,9632
13 1,1375 1,0586 1,3972
14 0,7463 1,2378 1,2058
15 1,0564 1,7564 0,9945
16 1,2364 1,2841 1,0685
17 1,2720 1,1311 1,1759
18 1,4292 1,0223 1,8447
19 1,2649 1,2072 1,1361
20 1,0913 0,9298 1,0984
21 1,2869 1,3609 0,9355
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Tabla 14. Concentracion del marcador bCTX en cada voluntaria
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Concentracién

Concentracion

Concentracion

Voluntaria| bCTX1 (pg/mL) bCTXz (pg/mL) bCTXs (pg/mL)
1 1,2849 1,9990 1,9425
2 0,7505 -0,4621 0,3241
3 1,9888 1,2129 0,3754
4 1,5366 2,2354 1,4441
5 1,7370 2,4769 2,4101
6 1,7062 2,3022 1,6497
7 1,4082 1,8963 1,8757
8 0,7916 2,2251 2,0196
9 1,4287 1,7627 1,8706
10 1,7730 1,6240 1,6497
11 1,5726 0,0826 0,7659
12 0,9869 -0,1024 1,7473
13 1,5212 1,5469 1,5623
14 2,0247 2,1532 2,0607
15 1,5572 1,6086 1,8603
16 1,7832 1,8500 2,0196
17 2,1378 1,9785 2,0658
18 1,9014 1,7781 1,9836
19 2,0813 2,1429 2,2200

20 1,9888 1,6548 1,7267
21 1,5675 1,2283 2,2868
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Anexo G: Correlaciones de Pearson

Correlaciones

Diferencia ConcBALP3 - ConcBALP1

Diferencia ConcBALP3 - 1
ConcBALP1

edad 005
IMC 341
num_hijos -.074
L_menstruacion ooz
adherencia adherencia -,073

Correlaciones

Diferencia NTXpgmL T3 - NTXpgmLT1

NTX1ngmLT_31

Diferencia NTXpgmL T3 1
- NTXpgmLT1

edad -,143
MC -,070
num_hijos ,220
U_menstruacion ,219

adherencia adherencia

,266




Correlaciones

Diterencia bCTXpgmlL T3 - bCTXpgmLT1

bCTXpgmLT31_dif

Diferencia bCTXpgmLT3 1
- bCTXpgmLT1

edad ,232
MC ,138
num_hijos -,268
U _menstruacion ,156
adherencia adherencia ,015

Correlaciones

Diferencia ConcP1NPpgmL B - ConcP1NPpgmL

Diferencia

ConcPINPpgmL_B - 1
Conc P1INPpgmL

edad ,087
MC -,045
num_hijos ,063
U_menstruacion ,269
adherencia adherencia -,170

Rangos

habit_alim Habitos Rango

alimenticios promedio
bCTXpgmLT31_dif 1 buenos habitos 1 8,00
Diferencia bCTXpgmLT3 - 2 reqular 6 1167
bCTXpgmLT1 u !

3 Deficiente 14 10,93

Total 21
NTX1ngmLT_31 1 buenos habitos 1 7,00
Diferencia NTXpgmLT3 - 2 regular 6 11.33
NTXpgmLT1 ’

3 Deficiente 14 11,14

Total 21
P1NP_dif31 Diferencia 1 buenos habitos 1 17,00
ConcP1NPpgmL_B - 2 regular 6 11,67
ConcP1NPpgmL '

3 Deficiente 14 10,29

Total 21
ConcBALP_dif31 1 buenos habitos 1 9,00
Diferencia ConcBALP3 - 2 regular 6 11,33
ConcBALP1

3 Deficiente 14 11,00

Total 21
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Anexo H: Prueba de Kruskal-Wallis

a,b

bCTXpgmLT3 P1NP_dif31

1_dif Diferencia
Diferencia NTX1ngmLT_ | ConcP1NPpg | ConcBALP_di
bCTXpgmLT3 31 Diferencia mL_B- f31 Diferencia
- NTXpgmLT3 - | ConcP1NPpg | ConcBALP3 -

bCTXpgmLT1 NTXpgmLT1 mL ConcBALP1

Chi-cuadrado ,305 440 1,191 121
gl 2 2 2 2
Sig. asintot. ,859 ,802 ,551 ,941

Prueba de Kruskal-Wallis

Variable de agrupacion: habit_alim Habitos alimenticios
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Anexo I: Evaluacion de la capacidad antioxidante empleando el Método
ABTS
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Absorbanc
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Concentracion del extracto (ug polvo de coca/mL de
extracto)

Figura 7. Absorbancias promedio del extracto 1 de pulverizado de
hoja de coca
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R*=0.992
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Figura 8. Absorbancias promedio del extracto 2 de pulverizado de
hoja de coca
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Figura 9. Absorbancias promedio del extracto 3 de pulverizado de

hoja de coca

Tabla 15. Porcentaje de captacion promedio de los 3 extractos de

Pulverizado de coca

PROMEDIO
10 28.1 26.2 27.0 27 1
15 36.9 37.4 37.0 37.1
20 51.0 45.4 45.1 471
25 58.4 55.3 55.2 56.3
30 67.9 65.5 65.6 66.3




Anexo J: Método FRAP con sulfato ferroso y acido ascoérbico
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Figura 10. Método FRAP con Sulfato Ferroso
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Figura 11. Método FRAP con Acido Ascérbico



