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EXCRECION URINARIA DE LOS ENTRECRUZAMIENTOS
DEL COLAGENO EN LA DEFICIENCIA MODERADA DE VITAMINA C
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RESUMEN

Con el objetivo de conocer si los entrecruzamientos del colageno y el recambio 6seo se
afectan durante la carencia de vitamina C, se estudiaron 18 mujeres con signos clinicos de
deficiencia de esta vitamina, con edades comprendidas entre los 18 y 60 afios, pertenecien-
tes a una poblacion de refugiados del Sahara Occidental. El grupo control estuvo compues-
to por 36 mujeres que fueron pareadas con los casos por edad, talla y peso. Se determina-
ron las concentraciones de los entrecruzamientos del colageno (piridinolina y
deoxipiridinolina) y creatinina en muestras de orina recolectadas en horas tempranas de la
mafiana. La excrecion urinaria de ambos compuestos fue del 23 % superior en los casos,
aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas. La proporcion piridinolina/
/deoxipiridinolina fue la misma en ambos grupos (2,5:1), pero resulto inferior a la corres-
pondiente a individuos saludables de Europa (3-4 :1). Es probable que el moderado incre-
mento observado en el recambio 6seo esté relacionado con la gran inestabilidad de la triple
hélice del colageno. También es posible que todos los individuos estudiados estuvieran de
hecho, expuestos a una deficiencia moderada de vitamina C.

Descriptores DeCSDEFICIENCIA DE ACIDO ASCORBICO/orina; HEMORRAGIA
GINGIVAL/orina; COLAGENO/analisis; CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
PRESION/métodos; REFUGIADOS.

La vitamina C es un nutriente esen- la secrecién y la maduracion extracelular
cial de la dieta del hombre y otras pocas del colageng:*
especies que carecen de la Ultima enzima  Existen 2 pasos fundamentales donde
en la biosintesis del acido ascorbico a partir actda la vitamina C como cofactor de
de la glucosaEsta involucrada en la sin- enzimas en el proceso de formacion del
tesis, las modificaciones postraduccionales, colagend.El primero es en la hidroxilacion
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de los residuos lisina y prolirtd.Esta
reaccion es realizada por las enximas
prolil y lisil hidroxilasa que presentan un
i6n Fe* en su sitio catalitico. En este caso
la funcién del acido ascorbico es proveer
electrones para mantener el hierro metali-
co en su forma reducida y de esta forma
estimular a la enzimfa.

El segundo paso es en la formacion

vocado por la fragilidad capilar, lo que
constituye un signo clinico de deficiencia
de vitamina C.

El grupo control estuvo compuesto por
36 mujeres de la misma poblacién, y su
seleccién se realizé mediante un
pareamiento por edad, talla y peso con los
casos.

Se midieron el peso, la talla y se cal-

de las fibras de colageno, las cuales se en-cul6 el indice de masa coporal (IMC).

cuentran reforzadas por entrecruzamientos

Las muestras de orina fueron recolec-

covalentes. Estas uniones se forman entretadas en las primeras horas de la mafiana 'y

los residuos lisina e hidroxilisina, y la uni-

conservadas a -20 °C hasta su uso. Expe-

ca enzima que participa en este proceso esrimentos anteriores muestran que la con-

la lisil oxidasa que presenta también como
cofactor al acido ascoérbiéd.a deficien-

servacion a —20 °C no afecta el anafisis.
La concentracion de los entrecru-

cia de esta vitamina provoca entonces que zamientos del colageno (piridinolina y
las moléculas de colageno que se obtienendeoxipiridinolina) se determind por
sean menos estables a la temperatura cor-cromatografia liquida de alta resolucion

poral.
Estudios realizados en modelos ani-

(HPLC), segun la técnica de Black y otfos
parcialmente modificaday se corrigié con

males han demostrado que cambios en losla excrecién de creatinina.

niveles de vitamina C afectan signifi-
cativamente la proporcién de los
entrecruzamientos piridinolina (Pyd) y
deoxipiridinolina (Dpd) en hueso, aunque

Para la determinacién de los
entrecruzamientos del colageno se hidrolizo
la orina con igual volumen de é&cido clor-
hidrico 12 M durante 12-18 h a 109 °C.

para los entrecruzamientos excretados enPosteriormente se mezcl6 el hidrolizado con

la orina la diferencia resulte menos mar-
cada®®

El objetivo de este estudio es conocer
si los entrecruzamientos del coldgeno y el
recambio 6seo estan afectados en indivi-
duos con signos clinicos de deficiencia de
vitamina C y si esta afectacion provoca al-
gun cambio en la proporcién piridinolina
deoxipiridinolina.

METODOS

acido acético y butanol en una proporcion
1:1:4 y se aplico en una columna de celu-
losa microcristalina (CC31), con el fin de
extraer los productos de excrecién del
coldgeno de interés (Pyd y Dpd). El eluato
obtenido se someti6 a evaporacion en una
bomba de vacio y se diluyé en &cido
heptafluorbutirico para su aplicacién en
HPLC.

Con el objetivo de minimizar los erro-
res de pérdida de sustancias relacionados
con la preparacion de las muestras, anali-
sis en el HPLC y de la técnica en si, se

Se estudiaron como casos 18 mujeres utilizé un estandar interno de piridinolina
pertenecientes a una poblacion de refugia- acetilada:®

dos del Sahara Occidental, con edades com-
prendidas entre 18 y 60 afios. Estas pre-

La concentracion de creatinina en la orina
se determind seguin el método de Jaffé con

sentaban sangramiento en las encias pro-desproteinizacion (reaccion picratizalino)
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usando el Kit No. 124192 de Boehringer Los valores dealgunos indicadores
Mannheim GmbH, Mannheim, Alemania. antropmétricos se presentan en la tabla. El
La técnica se basa en una reaccién 38,9 % de las mujeres que presentaban de-
colorimétrica donde se forma un complejo ficiencia vitaminica y el 25 % de los contro-
entre la creatinina y el picrato en solucién les tenia valores de IMC< 20 kginkn
alcalina. La concentracion de creatinina es ninguna de las variables expuestasase-
proporcional a la intensidad de color desa- cian diferencias significativas entre ambos
rrollado, el cual es medido con un grupos, lo que comprueba el correcto
espectrofotdbmetro con una longitud de onda pareamiento realizado por tallay peso cor-
de 520 nm. Se realizé siempre el analisis poral.

por duplicado y se repitieron las determi- Enlas figuras 1y 2 se muestra el efecto
naciones con un coeficiente de variacion de la deficiencia de vitamina C sobre las
superior al 4 %. concentraciones urinarias de los

Se calcularon las medias y las desvia- metabolitos de excrecién del colageno:
ciones estandar para la edad, talla y peso.piridinolina y deoxipiridinolina. No se ha-
Se compararon las concentraciones de llaron diferencias significativas entre el
piridinolina y deoxipiridinolina y la pro-  grupo con deficiencia moderada de vita-
porcion de ambos compuestos (Pyd/Dpd) mina Cy el grupo control para ninguno de
entre los casos y los controles mediante la los compuestos piridinicos, pero se encon-
prueba t de Student. tré un incremento del 23 % en la excre-

cion de ambos metabolitos para las muje-
res con deficiencia de vitamina con res-
RESULTADOS pecto a los controles.
La proporcion piridinolina/deoxi-

La edad promedio de los casos y los pyridinolina (fig.3) no varia de un grupo a
contrdes fue 34 afios. Cuatro mujeres del otro. Para ambos grupos los valores encon-
grupo deficiente de vitamina C (22 %) y 9 trados resultan inferiores a los obtenidos en
controles (25,6 %) eran mayores de 40 afios. un estudio realizado en adultos saludatfles.

TABLA. Algunas variables antropométricas en el grupo de mujeres con deficiencia de vitamina
Cy el grupo control. (Media + DE)

Casos Controles

(n=18) (n=36) t p
Talla (cm) 155,7+ 5,8 154,8 + 5,2 -0,60 0,55
Peso (kg) 51,6 + 9,5 53,2 +93 0,60 0,55
IMC (kg/m?) 21,3 +£3,7 22,2 £ 3,7 0,86 0,39
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FIG. 1. Concentraciones urinarias de piridinolina en mujeres.
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FIG. 2. Concentraciones urinarias de deoxipiridinolina en
mujeres.
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G. 3. Proporcidn piridinolina/deoxipiridinolina en orina.

DISCUSION

El andlisis de los marcadores del me-

mina Cy el grupo control. No obstante, se

aprecia un aumento (23 %) en las concen-
traciones de los compuestos piridinicos para
los casos, provocado por una ines-

tabilizacion en la triple hélice del colageno

gue genera un incremento paulatino en el
recambio 0seo. Esta inestabilidad de la tri-
ple hélice se produce por la disminucion

en el contenido de residuos de hidro-

xiprolina en el coldgeno que son los encar-
gados de formar los puentes de hidrégeno
gue fortalecen la estructura de la molécu-
la.14

Es importante sefialar que la variabi-
lidad en las concentraciones de piridinolina
y deoxipiridinolina est4 dada por la inci-
dencia de diferentes factores que afectan
el metabolismo esquelético como: dispo-
nibilidad de calcio, vitamina D, realizacion
de ejercicio fisico, exposicién a la luz so-
lar, entre otras; las cuales se acentian en
las condiciones del grupo de estudio que
se encuentra en un campo de refugiaelos.

En diferentes estudios se ha analizado
el efecto de la deficiencia de la vitamina C
sobre el metabolismo del colageno; la
mayoria de ellos realizados en modelos
experimentales. En uno de ellos se encon-
traron diferencias significativas en la ex-
crecion de deoxipiridinolina entre un gru-
po de deficiencia moderada de esta vita-
mina y un grupo con alta ingestion, pero
no se utilizé ningun grupo control con con-
sumo normat?

Esto dltimo unido al hecho de que el
sintoma clinico que se tomé para la selec-
cion de los casos aparece en las primeras
fases de la deficiencia del acido ascorbico,
significa que los primeros estadios en la
deficiencia de la vitamina C no afectan
significativamente el metabolismo del

tabolismo esquelétiCO muestra que no exis- C0|égen0 en el hombre, aunque comienzan

ten diferencias significativas en la excre-
cién urinaria de los entrecruzamientos del
colageno entre el grupo deficiente en vita-

a sufrirsus primeras alteraciones.
La proporcionpiridinolina/deoxipiri-
dinolina eautilizada internaciorienente como
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uno de los marcadores del recambio 6seo recambio éseo. Al comparar este valor con
mas importantes, que indica la presencia el obtenido en diferentes estudios para
de alteraciones en el metabolismo del un grupo de adultos saludables en Euro-
colagenad’ pa (3-4% e Irlanda (3,46-3,95%;° en-

En este estudio esta proporcién pre- contramos que ambos grupos presentan
senta valores iguales para ambos gruposun incremento del recambio 6seo. Esto
(2,47), lo que demuestra que la deficien- indica que toda la poblacion de refugiados
cia de vitamina C presente en los casos esta bajo la influencia de otros factores que
afectd de forma semejante a ambos afectan el metabolismo esquelético men-
metabolitos del coldgeno en el proceso de cionados con anterioridad.

SUMMARY

To find out if collagen cross-links and bone turnover are affected by vitamin C shortage, 18 women aged 18-60
years, who had clinical signs of vitamin C shortage and belonged to a population of refugees in Western Sahara,
were studied. The control group was made up by 36 women who were matched with case in terms of age, size and
weight. The concentration of collagen (piridinoline and deoxypiridoline) and creatinine cross?links in urine samples
collected very early in the morning were determined. Urinary excretion of both compounds was 23 % higher than
that of the cases though the differences were not statistically significant. Piridinoline-deoxipiridoline ratio remained
unchanged in both groups (2,5 : 1) but it was lower than that of healthy subjects in Europe (3-4 : 1). The observed
moderate increase in bone turnocer is likely to be related to the great instability of collagen’s triple helix; also it
is possible that all studied subjects were really exposed to a moderate vitamin C shortage.

Subject heading?ASCORBIC ACID DEFICIENCY/urine; GINGIVAL HEMORRHAGE/urine; COLLAGEN/
analysis; CHROMATOGRAPHY HIGH PRESSURE LIQUID/methods; REFUGEES.
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