Bone Health

Enzimoinmunoanalisis para la cuantificacién de la fosfatasa alcalina
especifica de los huesos (Bone-specific Alkaline Phosphatase-BAP) en el suero humano

MicroVue™ BAP EIA Resumen

Preparacion del Reactivo y de la Muestra

U Diluya el Tampén de Lavado 10X con agua desionizada en
una proporcion 1:10.

Procedimiento de ensayo

Afnadir 125 pl de Tampén de Analisis a pocillos de ensayo

L

Anadir 20 pl de Patrones, Controles y Muestras a los
pocillosde ensayo (Remueva suavemente las tiras para garantizar la
mezcla de la muestra y el tampoén.)

!

Incubar durante 3 horas + 10 minutos a 20-28 °C

Lavar 4 veces con
Tampon de Lavado 1X

U Prepare la Solucién del Substrato (30 — 60 min antes del uso)
Introduzca una pastilla de sustrato en cada frasco de Tampon de
Sustrato (agite vigorosamente)

!

Anadir 150 pL de Solucion Sustrato

!

Incubar durante 30 + 5 minutos a 20-28 °C

!

Afadir 100 uL de Solucién de Parada

L

Leer densidad optica a 405 nm. Analice los resultados del
analisis usando un ajuste cuadratico de la curva.
y=A+Bx+Cx?

(iw) USO PREVISTO

El inmunoensayo MicroVue BAP proporciona una
medicién cuantitativa de la actividad de la fosfatasa
alcalina especifica de los huesos (BAP) en el suero como
indicador de la actividad osteoblastica. La medicion de la
BAP esta concebida para su uso como ayuda en:

e el tratamiento de la osteoporosis posmenopdausica y de
la enfermedad de Paget;

o el control de mujeres posmenopausicas en tratamiento
hormonal o con bisfosfonatos;

o la prediccion de la respuesta esquelética a la terapia
hormonal en mujeres posmenopdusicas.
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RESUMEN Y EXPLICACION

La isoforma esquelética, o especifica de los huesos, de la
fosfatasa alcalina es una glucoproteina tetramera que se
encuentra en la superficie celular de los osteoblastos.” Los
osteoblastos son las células responsables de la sintesis de
la nueva matriz 6sea y de su mineralizacién. La funcion de
la BAP no se ha determinado plenamente, aunque se ha
confirmado su papel en la mineralizacién esquelética.’*3

El hueso experimenta un proceso metabdlico constante
denominado remodelacion.®* La remodelacion consiste
en un proceso de degradacion, la reabsorcién ésea, que
estd mediada por la accién de los osteoclastos, y un
proceso de construccion, la formacién dsea, que estd
mediada por la accion de los osteoblastos.>* La remo-
delacion es necesaria para el mantenimiento y la salud
general de los huesos y es un proceso estrechamente
acoplado, es decir, la reabsorcion y la formacion se
encuentran en perfecto equilibrio.>* En estados anomalos
del metabolismo 6seo, este proceso se desacoplay,
cuando la reabsorcién excede a la formacién, provoca una
pérdida neta de hueso, lo cual puede inducir osteo-
porosis®* o el tejido éseo desordenado de las lesiones
pagéticas.’ La medicion de los marcadores bioquimicos
especificos de estos episodios de remodelacion propor-
ciona datos analiticos relativos a la tasa de metabolismo
0seo o “recambio” 3*

La osteoporosis es una enfermedad 6sea metabdlica
caracterizada por una remodelacion 6sea anémala. Se
trata de una enfermedad esquelética sistémica caracter-
izada por una baja masa 6sea y un deterioro microarqui-
tectdnico del tejido 6seo, con el consiguiente incremento
de la posibilidad de experimentar fracturas.® El tipo mas
habitual de osteoporosis se produce en mujeres pos-
menopdausicas como consecuencia de la deficiencia de
estrégenos producida por la discontinuidad de la funcion
ovarica.® El restablecimiento de los niveles de estrégenos
premenopausicos mediante terapia de reposicién impide
la pérdida dsea y la osteoporosis.>¢ Los estrégenosy una
clase de compuestos conocidos como bisfosfonatos
constituyen terapias de antirreabsorcién que pueden
utilizarse para evitar la pérdida 6sea o tratar la
osteoporosis.>s”

La osteoporosis también puede ser consecuencia de
alcanzar una masa 6sea maxima inadecuada durante los
anos de crecimiento, un desequilibrio de la remodelacion
dsea, con un exceso neto de reabsorcion, relacionado con
la edad y una serie de dolencias clinicas y terapias
inductoras de pérdida 6sea o desequilibrios de la remo-
delacion ésea’ Entre estas ultimas se cuentan enferme-
dades endocrinas, como el hipogonadismo, el hiper-
tiroidismo, el hiperparatiroidismo y el hipercorticalismo,
insuficiencia renal, canceres con metastasis dseas;



enfermedades gastrointestinales relacionadas con el
metabolismo nutricional y mineral, enfermedades del
tejido conjuntivo, mieloma multiple, inmovilizacién
crénica, alcoholismo, tabaquismo y terapia crénica con
heparina o corticoesteroides.?

La enfermedad 6sea de Paget es un trastorno focal que
provoca dolor y deformidad esquelética en pacientes
sintomaticos.’ Las lesiones pagéticas se caracterizan por
una matriz dsea con estructura muy andmala provocada
por tasas excesivas de actividad de remodelacion. Las
lesiones se producen principalmente en el créneo, la
columna vertebral, la pelvis y los huesos largos, y pueden
tener como consecuencia fracturas y deterioro
neurolégico.® La etiologia de la enfermedad de Paget es
desconocida pero las hipotesis que suponen factores
genéticos y viricos son convincentes.’ Actualmente se
utilizan bisfosfonatos y calcitonina para reducir el elevado
grado de actividad bioquimica a los niveles normales, lo
que permite el restablecimiento de la estructura ésea
normal.?

Como determinacién cuantitativa de un marcador de
remodelacién ésea, la BAP proporciona informacion util
sobre la remodelacion 6sea en la osteoporosis y en la
enfermedad de Paget, asi como sobre los cambios
producidos por el tratamiento antirreabsortivo en la
actividad de la enfermedad.’®'? En el analisis MicroVue
BAP, se empled tecnologia de anticuerpos para producir
un anticuerpo monoclonal que demostrara especificidad
por la BAP.” La especificidad del anticuerpo monoclonal
utilizado en el andlisis permite una cuantificacion sencilla,
comoda, reproducible y directa de la actividad de la BAP
en el suero.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

MicroVue BAP es un inmunoandlisis en formato de tira de
microtitulacién en el que se utiliza un anticuerpo
monoclonal anti-BAP recubierto en la tira para capturar la
BAP de la muestra. La actividad enzimatica de la BAP
capturada se detecta con un sustrato pNPP.

REACTIVOS Y MATERIALES PROPORCIONADOS

96 analisiss para fosfatasa alcalina especifica de los
huesos

MicroVue BAP EIA contiene lo siguiente:

A patrones de BAPA-F
B Refs.4395a4400 0,4 mlcadauno
C (AR=0,B=2,C=20,D=50,E=280, F=140 U/L BAP)

BAP purificada de células SAOS-2 de osteosarcoma en una
D solucion tamponada que contiene cloruro de magnesio, sulfato
E de zinc, agente tensoactivo, proteina transportadora, colorante
F azul y azida sédica (0,05%) como conservante

L Controles bajo/alto  Refs.4401,4402 0,4 ml cada uno
BAP purificada de células SAOS-2 de osteosarcoma en una
solucién tamponada que contiene cloruro de magnesio, sulfato
de zinc, agente tensoactivo, proteina transportadora, colorante
azul y azida sédica (0,05%) como conservante

@ Tiras recubiertas Ref. 4660 12 cada uno
Anticuerpo anti-BAP IgG monoclonal de ratén purificado
adsorbido en pocillos en tiras

@ Solucion de parada Ref. 4702 15mL
NaOH 0,5N
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© Tampoéndelavado 10X  Ref. 4703 55mL
Detergente no i6nico en una solucién tamponada que contiene
azida sédica (0,05%) como conservante

O Tampon de analisis Ref. 4403 27mL
Solucién tamponada que contiene cloruro de magnesio, sulfato
de zinc, agente tensoactivo y azida sddica (0,05%) como
conservante

© Tampén del sustrato Ref. 4404 3x10mL
Solucién de 2-amino-2-metil-1-propanol que contiene HEDTA,
cloruro de magnesio, sulfato de zinc y azida sédica (0,05%) como
conservante

O Pastillas de sustrato Ref. 0012 3x20mg
Fosfato de p-nitrofenil

MATERIALES NECESARIOS PERO NO PROPORCIONADOS
Micropipetas de 20 uL y 100-300 pL

Material adecuado para medir 100-300 mL de liquidos
Recipiente para dilucién del tampén de lavado

Agua desionizada o destilada

Lector de placas capaz de efectuar lecturas de
densidad éptica a Ass > 2,0

e Software de ajuste de curva de calibracién cuadrética

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso Diagnostico in vitro.

2. Trate las muestras como material potencialmente
biopeligroso. Respete las precauciones universales al
manipular el contenido de este kit y las muestras de los
pacientes.

3. Deseche los recipientes y el contenido no utilizado de
acuerdo con la normativa internacional, nacional y
local.

4. Use los reactivos suministrados como una unidad
integral antes de la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta del envase.

5. Almacene los reactivos de analisis segun lo indicado.

6. No emplee las tiras recubiertas si la bolsa esta
pinchada.

7. Analice cada muestra por duplicado.

8. Use ropa protectora adecuada, guantes y proteccion
ocular/facial al manipular el contenido de este kit.

9. EI'NaOH 0,5N se considera corrosivo y puede provocar
irritacion en la piel. No lo ingiera. Evite el contacto con
la piel, los ojos y la ropa. En caso de contacto, lave con
agua. En caso de ingestidn, solicite asistencia médica.

10. La azida sddica se utiliza como conservante. El
contacto o la ingestién accidentales de tampones que
contienen azida sédica pueden provocar irritacion en
la piel, los ojos o la boca. Emplee Unicamente los
tampones para los fines previstos y evite el contacto
con 4cidos. La azida sédica puede reaccionar con las
tuberias de plomo y cobre y formar azidas metalicas
muy explosivas. Después de desecharlo, enjuague con
agua abundante para evitar la acumulacion de la azida.

11. El tampdn de sustrato contiene 2-amino-2-metil-1-
propanol y puede causar irritacion en los ojos y en la
piel con el contacto prolongado. Las areas que entren
en contacto con el tampon deben lavarse de
inmediato con agua y jabon.

12. Diluya las muestras superiores a 140 U/L en tamp6n de
analisis y repita la prueba. Incluya el factor de dilucién
en el clculo final.



13. Se recomienda utilizar pipetas multicanal o pipeteros
de repeticién para garantizar una administraciéon
oportuna de los reactivos.

14. Para una medicion exacta de las muestras, anada las
muestras y los patrones con precisién. Pipetee
cuidadosamente utilizando sélo equipo calibrado.

15. Este andlisis puede realizarse con cualquier método de
lavado homologado.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Ponga los reactivos y los materiales para el analisis a
20-28 °C antes de su uso. Tras retirar los reactivos y
materiales necesarios, vuelva a poner los elementos
no utilizados a 2-8 °C.

Tiras recubiertas

Extraiga la estructura de pocillos en tiras y el nimero
necesario de tiras recubiertas de la bolsa (véase la seccion
PROCEDIMIENTO DE ANALISIS). Asegurese de que la bolsa
gue contenga las tiras no utilizadas quede perfectamente
sellada.

Tampodn de lavado

Prepare la cantidad necesaria de tampén de lavado 1X
(véase la tabla) diluyendo un concentrado 10X de tampén
de lavado con agua desionizada en una proporcién 1:10.
Gudrdelo a 20-28 °C. Utilice el tampén de lavado 1X en las
21 dias siguientes a su preparacién.

Solucion sustrato de trabajo

Prepare la solucién sustrato de trabajo en la hora anterior
a su uso. Introduzca una pastilla de sustrato en cada
frasco necesario de tampon de sustrato a 20-28 °C (véase
la tabla). Deje disolver las pastillas durante 30 y 60
minutos. Agite vigorosamente las botellas para mezclar
completamente. Deseche la solucion de sustrato de
trabajo restante tras su uso.

ALMACENAMIENTO

Guarde el conjunto a 2-8 °C. No congele. Guarde los
reactivos no utilizados a 2-8 °C. Equilibre los reactivos a
20-28 °C antes de su uso. Guarde el tampdn de lavado 1X
(10X diluido) a 20-28 °C.

RECOGIDA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Recoja el suero utilizando una técnica de venopuncién
normalizada. Las muestras deben recogerse sin anti-
coagulantes y de tal modo que se evite la hemolisis. Deje
que la sangre coagule y separe el suero mediante centri-
fugado. El suero puede guardarse durante 5 dias a 2-8 °C,
a <-40 °Cdurante 12 meses o a < -80 °C durante 36 meses.
No someta las muestras a mas de 3 ciclos de congela-
cién/descongelacion.

El suero “separado del codgulo”, el suero de las probetas
separadoras de suero, el plasma con heparina sédica y el
plasma con heparina de litio producen resultados sustan-
cialmente equivalentes. Se recomienda no preparar las
muestras de plasma utilizando quelantes como el EDTA o
el citrato.
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

Lea todo el prospecto del producto antes de iniciar el
analisis.
Vea PREPARACION DE REACTIVOS antes de continuar.

Determine la cantidad necesaria de cada reactivo para
el numero de tiras que se vayan a utilizar.

Ne de tiras 4 6 8 12

N° de muestras

(analizadas por duplicado) 8 16 24 40

Sustrato (frasco) 1 1 2% 2%
Tampon de lavado 1X (mL) 100 150 200 300

*Cuando se vaya a utilizar mas de un frasco o vial, combine el contenido y mezcle antes de usarlo

Incubacion de las muestras

1. Extraiga la estructura de pocillos de tiras y el nimero
necesario de tiras recubiertas de la bolsa (véase la
tabla) antes de usarlos. Asegurese de que la bolsa de
papel de aluminio que contenga las tiras no utilizadas
quede perfectamente sellada.

2. Introduzca el niUmero deseado de tiras recubiertas en
la estructura de pocillos en tiras. Etiquete las tiras para
evitar la mezcla en caso de extraccion accidental de la
estructura de pocillos.

3. Anada 125 pL de tampon de andlisis a cada pocillo.

4. Anada 20 pL de patrén, control o muestra a cada
pocillo. No mezcle con tampdn de andlisis volviendo a
pipetear. Este paso debe completarse en 30 minutos.
Remueva suavemente las tiras para garantizar la
mezcla de la muestra y el tampén.

5. Incube durante 3 horas (= 10 minutos) a 20-28 °C.

Prepare la solucién de sustrato de trabajo como
maximo 1 hora antes de su uso. Introduzca una
pastilla de sustrato en cada frasco necesario de
tampodn de sustrato a 20-28 °C (véase la tabla). Deje
disolver las pastillas durante 30 y 60 minutos. Agite
vigorosamente las botellas para mezclar
completamente.

Paso de lavado

7. Prepare la cantidad necesaria de tampoén de lavado 1X
(véase la tabla) diluyendo de tampén de lavado 10X
con agua desionizada en una proporcion 1:10.
Guardelo a 20-28 °C. Utilice el tampon de lavado 1X
en las 21 dias siguientes a su preparacion.

8. Invierta/vacie manualmente las tiras. Ahada como
minimo 250 pL de tampdn de lavado 1X a cada pocillo
e invierta/vacie manualmente las tiras. Repita tres
veces mas hasta un total de cuatro lavados. Seque
vigorosamente las tiras sobre toallitas de papel
después del ultimo lavado.

Incubacion del sustrato

9. Anada 150 pL de solucién sustrato de trabajo a cada
pocillo. Deseche la solucion de sustrato de trabajo
restante tras su uso.

10. Incube durante 30 minutos (+ 5 minutos) a 20-28 °C.



Parada/lectura

11. Ahada 100 pL de solucién de parada a cada pocillo.
Anada solucién de parada de la misma forma y en los
mismos intervalos de tiempo que en el caso de la
solucioén sustrato.

12. Lea la densidad 6ptica a 405 nm. Asegurese de que
no hay burbujas grandes en los pocillos y que el fondo
de las tiras estd limpia. Las tiras debe leerse en los
15 minutos siguientes a la adicién de la solucién de
parada.

13. Debe utilizarse software de cuantificacién con una
ecuacion de ajuste de curva de calibracién cuadritica
para analizar los resultados del andlisis MicroVue BAP.

Equacion: y =A + Bx + Cx?

CONTROL DE CALIDAD

El certificado de andlisis incluido en este kit es especifico
de lote y ha de emplearse para verificar que los resultados
obtenidos por su laboratorio son similares a los obtenidos
en Quidel. Se proporcionan los valores de densidad
Optica, pero deberan utilizarse Gnicamente a efectos
orientativos. Los resultados obtenidos por su laboratorio
pueden ser diferentes.

Se proporcionan los intervalos de control de calidad. Los
valores de control estan concebidos para verificar la
validez de la curva y los resultados de las muestras. Cada
laboratorio debe establecer sus propios parametros para
limites de andlisis aceptables. Silos valores de control NO
estan dentro de los limites de aceptacion de su
laboratorio, los resultados del andlisis deben considerarse
cuestionables y las muestras tendran que repetirse.

Si la densidad éptica del patrén F de MicroVue BAP es
inferior a 1,0, los resultados deberan considerarse
cuestionables y habran de repetirse las muestras.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de las muestras se expresan como U/Ly no
tienen que corregirse por dilucién (a menos que la
muestra se diluyera antes del andlisis).

En el andlisis MicroVue BAP, 1 unidad representa 1 umol
de pNPP hidrolizado por minuto a 25 °C en tampén 2-
amino-2-metil-1-propanol.
Curva patron representativa
Niveles de patrén de BAP: 0, 2, 20, 50, 80, 140 U/L

30T

N
(=}
1
T

1

Densidad dptica (405 nm)

0 25 50 75 100 125 150
BAP (U/L)
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LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Interferencia de HAMA

Algunas personas tienen anticuerpos contra anticuerpos
de raton (HAMA), que pueden causar interferencia en los
inmunoanalisis que emplean anticuerpos procedentes de
ratén. En particular, se ha publicado que muestras de
suero de pacientes que han sido sometidos a
procedimientos terapéuticos o diagndsticos que incluyen
la infusidn de anticuerpos monoclonales de ratén pueden
producir resultados erréneos. Por consiguiente, para
dichos pacientes, sélo deben utilizarse los resultados de
MicroVue BAP junto con los resultados de algun otro
procedimiento diagndstico y con informacién procedente
de la evaluacién clinica del paciente.

Muestras con elevaciones significativas de la actividad de la
fosfatasa alcalina hepatica pueden causar resultados
anormalmente elevados en el analisis MicroVue BAP.

Los pacientes con enfermedad de Paget que tienen
niveles bajos de esta dolencia pueden presentar niveles
de fosfatasa alcalina especifica de los huesos que entren
dentro del intervalo de referencia de MicroVue BAP.

VALORES DE LA MUESTRA

Los intervalos de referencia de BAP se han establecido
para varones normales mayores de 25 afos (n = 126),
mujeres premenopausicas normales con edades de 25 a
44 anos (n = 178) y mujeres posmenopausicas normales
(n=107). A efectos de establecer los intervalos de
referencia, las personas normales se definieron como:

Basicamente sanos, sin trastornos dseos, endocrinos ni
crénicos

e Ciclos menstruales regulares (mujeres
premenopausicas)
Sin embarazo ni en periodo de lactancia (mujeres)
Sin estar tomando en la actualidad ningun
medicamento con influencia conocida en el
metabolismo 6seo.
Los valores pueden verse influidos por factores como una
baja produccién de estrégenos, una escasa ingesta de
calcio o poca actividad fisica.® La carencia de estrégenos
en mujeres posmenopausicas puede tener provocar una
elevada remodelacion ésea.>* Cada laboratorio debera
establecer su propio intervalo de referencia normal. Los
intervalos se expresan como intervalos de referencia no
paramétricos (IC del 90%).

Edad Rango .
(ARos) (U/L) Mediana

Mujeres  25-44 Premenopausicas 11,6 -29,6 18,3
Mujeres >45 Posmenopdusicas 14,2 -42,7 25,0
Varones >25 150-41,3 23,2




CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Precision

La precision intra-analisis se determiné analizando

Especificaciones del anticuerpo > 21 repeticiones de 3 muestras en 3 placas de cada uno

El anticuerpo contra la fosfatasa alcalina especifica de los de los tres lotes del kit (total, 9 placas). La precision inter-
huesos tiene una afinidad elevada y selectiva por la andlisis se determino para 3 muestras analizadas en
isoforma de la fosfatasa alcalina especifica de los huesos, 6 placas independientes de cada uno de los tres lotes del
baja reactividad cruzada con la forma hepatica de la kit (18 placas en total). A continuacién se muestran los
fosfatasa alcalina y una union insignificante a las resultados tipicos.
isoenzimas intestinal y placentaria.
yp BAP Intra-analisis’ Inter-analisis?
Isoenzima de FA % Reactividad (U/L BAP) CV% CV%
Osea 100 12 5,8 5,2
Hepatica 3-8 35 39 7,6
Pl . 0 100 5,2 5,0
acentaria "he=21 2n° = 6 analisis
Intestinal 04 . . .
Sustancias que interfieren
Sensibilidad Se analizaron las siguientes sustancias a las concentra-
El limite de deteccidon minimo del analisis MicroVue BAP es ciones especificadas, y no se observé interferencia en el
de 0,7 U/L, determinado por el limite superior de 3 DE en analisis.
un estudio de precision de patrén cero. - —
Sustancia Concentracion
Recuperacion - Recuperacion de concentracion Hemoglobina 500 mg/dl
maxima Bilirrubina 25 mg/dl
L. . - Triglicéridos 1420 mg/dI
La recuperacién de las concentraciones maximas se ;
T . - Proteinas totales 6,0 g/dl +
determiné anadiendo una cantidad conocida de BAP Protei
o . . roteinas totales 15,6 g/dIt
purificada a muestras de suero con diferentes niveles de Proteinas totales 6,0g/dl +
BAP enddgena. Se presentan los resultados habituales Proteinas totales 15,6 g/dlt

despues de gromatograflar muestras séricas con concen- T Proteina con agua
traciones bajas, medias y bajas de BAP y analizarlas por % Proteina con BAP (concentracién de BAP = 43,6 U/L)
triplicado.

Interferencias de medicamentos
Endégena Anadida Observada Recuperaciéon

(/L) (/L) (U/L) (%) Se anadieron varias concentraciones de medicamentos
a tres mezclas séricas independientes que contenian

134 15,7 29,1 9 aproximadamente 35,70 y 105 U/L de BAP y se analizaron
17,6 37.5 553 99 por triplicado. Los medicamentos y las concentraciones
27,2 57,2 88,1 106 mayores analizadas fueron:
Recuperacion - Linealidad Sustancia Cr%r;cseer}z?;égn
La linealidad se determiné diluyendo en serie las muestras Etidronato 350 ua/ml
Hg/m
y comparando los valores observados con los valores Estrégeno 100 pg/ml
e,sperados. A continuacién se muestran los resultados Ibuprofeno 150 pg/ml
tipicos. Paracetamol 350 pg/ml
Muestra Factorde Observada Esperado Recupera- Aspirina 350 pg/ml
dilucién (U/L) (U/L) cion (%) Calcitonina - Humana 80 pg/ml
1 pura 108,5 - - Calcitonina - Salmén 80 pg/ml
122 51,1 54,2 94 Calcio 500 ug/ml
1:4 258 271 99 Mezcla de noretindrona/etinilestradiol
! ! . . 3 mg/ml
1:6 18,0 18,1 99 (anticonceptivo oral)
2 pura 39,1 _ _ Vitamina D 400 IU/ml
1:2 20,1 19,5 103
1:4 10,3 9,8 105
1:6 6,7 6,5 103
3 pura 58,4 - -
1:2 29,9 29,2 102
1:4 15,7 14,6 108
1:6 9,7 9,7 100
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Precision

Se realizaron estudios comparativos para evaluar las
correlaciones entre las determinaciones de fosfatasa
alcalina especifica de los huesos (BAP) sérica obtenidas
utilizando el andlisis MicroVue BAP y los resultados
obtenidos utilizando tres métodos existentes actualmente
en el mercado para medir la fosfatasa alcalina total (Total
Alkaline Phosphatase - TAP) o BAP. Los estudios se
efectuaron en un centro de investigacion clinica
independiente utilizando suero de 114 pacientes con la
enfermedad de Paget y 464 personas sanas. El primer
método comparativo fue una técnica colorimétrica para
la medicién de la TAP. El coeficiente de correlacién (r)
obtenido entre dicho método colorimétrico y el analisis
MicroVue BAP fue de 0,99. El sequndo método
comparativo fue un método electroforético para la
determinacién de los niveles de isoenzimas de BAP (r =
0,99). El tercer método comparativo consistié en un
andlisis inmunorradiométrico para la determinacién de la
BAP (r =0,99). De los 114 pacientes diagnosticados con la
enfermedad de Paget, 101 pacientes presentaron valores
superiores al limite superior de los intervalos de referencia
para el analisis MicroVue BAP. Trece pacientes tuvieron
valores inferiores al limite superior de los intervalos de
referencia.

ESTUDIOS CLINICOS

Uso de MicroVue BAP para el control de la
eficacia de la terapia antirreabsortiva enla
osteoporosis

Se llevé a cabo con éxito un ensayo aleatorizado,
controlado y multicéntrico con objeto de establecer la
seguridad y la eficacia del anélisis MicroVue BAP para
controlar los cambios de las concentraciones séricas de
BAP asociados con la terapia antirreabsortiva de
aminobisfosfonato (alendronato). Los pacientes,
procedentes de un estudio mas extenso para determinar
la eficacia del alendronato en el tratamiento de la
osteoporosis,” fueron mujeres posmenopausicas de 45 a
84 anos (media de 64 + 7 afos), diagnosticadas de
osteoporosis (en funcion de la presentacién clinica o de
una densidad mineral ésea de la columna lumbar [Lumbar
Spine Bone Mineral Density - LSBMD] inicial mas de

2,5 desviaciones estandar por debajo de la media para
mujeres premenopdusicas maduras). Al comienzo, se
aleatorizaron las pacientes idéneas a recibir o bien 10 mg
de alendronato y 500 mg de calcio al dia (ALN) o bien
placebo y 500 mg de calcio al dia (CTL). Se obtuvieron
muestras de suero de todas las pacientes al comienzoy
alos 3,6y 12 meses.

La concentracién iniciales medias de BAP (+ 1 DE)

(14,6 £ 5,4 frente a 14,6 £ 4,6; p = 0,900) y la LSBMD

(0,74 + 0,10 frente a 0,75 £ 0,09; p = 0,751) presentaron
valores similares para ALN y CTL. En la siguiente figura se
muestran las distribuciones de valores iniciales de BAP con
ALN y CTL por proporcién de la poblacion estudiada.
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La BAP fue significativamente inferior para ALN que para
CTLalos3(9,6 +3,5frentea 13,4 £4,0; p <0,00001), a los
6 (8,0 £3,0frentea 13,2+ 3,8; p < 0,00001) y a los 12 meses
(7,8 +2,6frentea 13,3 = 3,9; p < 0,00001). En la siguiente
figura se presentan las distribuciones de los valores de BAP
al cabo de 12 meses en los grupos de ALN y CTL.
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La concentracién media de BAP (+ 1 DE) en las pacientes
tratadas con CTL descendié modestamente desde el
valor inicial hasta un -5,4% (+ 19,1%) a los 12 meses

(p = 0,00004), lo que puede reflejar el limitado efecto
limitado ahorrador de hueso del calcio.’®

Las concentraciones medias de BAP en todas las pacientes
tratadas con ALN se redujeron un 30,5 + 24,6% a los

3 meses, un 42,8+ 17,3% alos 6 mesesy un42,2+19,2% a
los 12 meses. Las pacientes tratadas con ALN fueron mas
propensas que las tratadas con CTL a mostrar pérdidas de
BAP que sobrepasaran el cambio porcentual minimo,™
presentando una reduccion > 25% el 68,5%, 83,9% y
86,1% de las pacientes de ALN y el 9,5%, 15,9% y 9.0% de
las pacientes tratadas con CTLalos 3,6y 12 meses. Enla
siguiente figura se presentan las distribuciones del cambio
porcentual respecto a los valores iniciales de BAP al cabo
de 12 meses en los grupos de ALN y CTL.
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Alos 12 meses, las pacientes del grupo de ALN habian
ganado LSBMD en comparacién con las de CTL
(p < 0,00001) segun se muestra en la tabla siguiente.

Cambios en la LSBMD (Media + DE)

Basislinie 12 Monate

0,
n (g/cm?) (g/cm?) A (%)
CTL 159 0,75+ 0,09 0,74+ 0,09 -06+34
ALN 121 0,74+0,10 0,79+0,10 55+4,1

Estos resultados indican que el analisis MicroVue BAP es
seguro y eficaz para el control del efecto antirreabsortivo
del tratamiento con aminobisfosfonato (alendronato)
entre las personas diagnosticadas de osteoporosis.

Uso de MicroVue BAP para el control del tratamiento
antirreabsortivo hormonal y la prevision de la
respuesta esquelética (densidad mineral 6sea) en
mujeres posmenopausicas

Control del tratamiento:

Se llevé a cabo con éxito un ensayo aleatorizado,
controlado y multicéntrico con objeto de establecer la
seguridad y la eficacia del analisis MicroVue BAP para
controlar los cambios de las concentraciones séricas de
BAP asociados con la terapia antirreabsortiva con
estrégenos/progestina. El incremento de la remodelacion
Oseay la pérdida significativa de hueso suelen estar
asociadas con una carencia estrogénica posmenopausica.
Se ha demostrado que la reposicion de estrégenos reduce
con eficacia la remodelacién dsea y protege la masa dsea
existente.>8 Las pacientes eran mujeres posmenopausicas,
con una edad de 45 a 64 anos (media de 56 + 4 aios), que
habian experimentado menopausia natural o quirtrgica
en los Ultimos 10 afos. Al comienzo, las pacientes idoneas
fueron aleatorizadas a uno de los siguientes grupos de
tratamiento activo (HRT): Premarin® (0,625 mg diarios)
con progestina placebo, Premarin (0,625 mg diarios) y
progestina activa (Provera® 2,5 mg/dia continuos,

Provera 10 mg/dia ciclicos o progesterona micronizada
200 mg/dia ciclicos); o grupo de control (CTL): estrégeno
placebo y progestina placebo. Se obtuvieron muestras
séricas iniciales y a los 12 meses de todas las pacientes.
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La concentracion inicial media de BAP (+ 1 DE) (20,7 + 7,6
frente a 20,3 + 6,8 u/l; p =0,704) y la LSBMD (0,97 £ 0,17
frente a 0,97 + 0,15 g/cm?; p = 0,970) presentaron valores
similares para CTL y HRT. En la siguiente figura se
muestran las distribuciones de los valores iniciales de BAP
en el tratamiento con HRT y CTL por proporcién de la
poblacién estudiada.
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La BAP fue significativamente inferior para la HRT que para
el tratamiento con CTL a los 12 meses (13,3 + 5,0 frente a
21,9+ 7,9 u/l; p < 0,00001). En la siguiente figura se
presentan las distribuciones de los valores de BAP al cabo
de 12 meses en los grupos de HRT y CTL.

Distribucion de los niveles de BAP al cabo de 12 meses
Terapia con estrégeno/progestina (HRT) o placebo (CTL)
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La concentracién media de BAP (+ 1 DE) en pacientes
tratados con CTL aumentd ligeramente desde el valor
inicial hasta el +9,8% (+ 33,2%) a los 12 meses (p = 0,08)
mientras que las concentraciones de BAP en pacientes
tratadas con HRT descendieron desde los valores iniciales
hasta -32,4 (+ 21,5%) a los 12 meses (p < 0,00001). Las
pacientes tratadas con HRT presentaron una mayor
tendencia que las de de CTL a mostrar pérdidas de BAP
que sobrepasaran el cambio porcentual minimo'?; el
73,3% de pacientes de HRT y el 3,4% de las pacientes
tratadas con CTL presentaron una reduccién = 25% a los
12 meses. En la siguiente figura se presentan las distri-
buciones del cambio porcentual de los valores de BAP
respecto al valor inicial al cabo de 12 meses en los grupos
de HRTy CTL.



Distribucion del cambio porcentual en los niveles de
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Al cabo de 12 meses, las pacientes tratadas con HRT
habian ganado LSBMD en comparacién con las de CTL
(p < 0,00001), como se muestra en la siguiente tabla.

Cambios en la LSBMD (Media * DE)

Inicial 12 meses o
n (g/cm?) (g/cm?) A (%)
CTL 58 097+0,17 095+0,16 -1,6+2,8
HRT 262 097+0,15 100+0,15 +3,5+28

Estos resultados indican que el analisis MicroVue BAP es
seguro y eficaz para controlar el efecto antirreabsortivo de
la terapia de reposicién hormonal en mujeres
posmenopausicas.

Prevision de la respuesta esquelética:

En la siguiente figura se describe la reduccion porcentual
de los valores de BAP desde el comienzo hasta los

12 meses por cuartil para el grupo tratado con HRT. Las
pacientes del cuartil mas alto (C1: mayor reduccién
porcentual) presentaron la mayor ganancia de LSBMD en
respuesta al tratamiento con HRT.

Grupo de HRT - Valores de cambio porcentual en la BAP hasta los

12 meses estratificados por cuartil y cambio porcentual
correspondiente en la LSBMD a los 12 meses
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En la siguiente figura se proporciona el andlisis de
regresion lineal (y =-0,060x + 0,011, r=-0,51; p < 0,001)
del cambio porcentual de la BAP desde el comienzo hasta
los 12 meses y del cambio porcentual de la BMD desde el
comienzo hasta los 12 meses para todas las pacientes del
estudio (con placebo y tratadas).

Estudio de HRT - Regresion lineal del cambio porcentual en

LSBMD y BAP desde el comienzo hasta los 12 meses
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El anadlisis mediante tablas de contingencia demostré que
una reduccién = 25% de la BAP a los 12 meses estaba
significativamente asociada (p < 0,0001) con una
respuesta esquelética positiva al HRT (ganancia de la
densidad mineral 6sea) a los 12 meses. Los intervalos de
confianza bindbmicos de un 85% (aproximacién de
segundo orden) para la sensibilidad y la especificidad de
utilizar una reduccion del 25% en la BAP para predecir una
respuesta al HRT son:

Sensibilidad = 77% (IC del 95%, 75%, 82%);
Especificidad = 61% (IC del 95%, 41%, 78%).

Estos resultados indican que el cambio porcentual en la
concentracion de BAP puede utilizarse para predecir el
grado de respuesta esquelética (BMD) al tratamiento con
HRT.

ASISTENCIA

Para servicios fuera de EE.UU., pédngase en contacto con su
distribuidor local. Informacién adicional de Quidel,
nuestros productos y nuestros distribuidores puede
encontrarse en nuestra pagina web www.quidel.com.
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