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AcN: Acetonitrilo

BGP: Osteocalcina (“Bone Gla Protein”>

C-tenninaI: Carboxí-terminal

DNEM: Medio de Eagle modificado por Dulbecco.

EIA: Enzimoinmunoensayo

Gla: Acido y-carboxiglutámico

HPLC: Cromatografía líquida de alta presión

IGF-I/II: Factor de crecimiento similar a la insulina tipos 1 y II

IRMA: Ensayo inmunorradiométrico

N-tenninal: Amino-terminal

PTH: Hormona paratiroidea

RíA: Radioinmunoensayo

TEA: Acido trifluoroacético

TGF-B: Factor transformante del crecimiento tipo 13

Ve: Volumen de elución

yo: Volumen de exclusión

Vt: Volumen total

1,25<OH)2D: 1,25 dihidroxivitamina D
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Introducción

1.1 Remodelado ósea.

El hueso es un tejido conectivo especializado que constituye,

junto con el cartílago, el sistema esquelético. Estos tejidos tienen tres

funciones: 1) mecánica, de apoyo y sitio de acoplamiento del músculo para

el movimiento; 2) protectora, para los órganos vitales y la médula ósea;

y 3) metabólica, como reserva de iones para el organismo, especialmente

calcio y fosfato.

En el hueso, como en todos los tejidos conectivos, los

constituyentes fundamentales son las células y la matriz extracelular.

Esta última es particularmente abundante en este tejido, y está compuesta

por un componente orgánico (35%) y otro inorgánico (65%). El componente

orgánico incluye colágeno tipo 1 (90%), osteocalcina (BGP) (1-2%),

osteonectina, proteoglicanos, glicosaminoglicanos y lípidos, entre otros.

El componente inorgánico está constituido fundamentalmente por calcio y

fosfato en forma de cristales de hidroxiapatito (1).

Las células óseas llevan a cabo los procesos activos de

formación (osteoblastos) y resorción (osteoclastos), que se producen

continuamente a lo largo de toda la vida. Estos procesos son más rápidos

durante el crecimiento del esqueleto, y a esta etapa se la denomina

modelado óseo. Esta etapa es responsable del tamaño y forma del hueso.

El remodelado óseo, que continua a lo largo de la vida adulta, es

necesario para el mantenimiento de la estructura normal del hueso y

requiere que ambos procesos estén acoplados, es decir, la resorción es

seguida por igual cantidad de formación <2). La secuencia de eventos en

el sitio de remodelado incluye las siguientes fases: fase de activación,

que ocurre entre la aplicación del estímulo del remodelado y el comienzo

de la resorción osteoclástica; fase resortiva, que incluye el tiempo en
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Introducción

que los osteoclastos están activamente resorbiendo la superficie del

hueso; fase reversa, que se caracteriza por la ausencia de osteoclastos

y de osteoblastos; fase formativa, en la que los osteoblastos ocupan la

superficie resorbida y sintetizan matriz hasta que un nuevo paquete de

hueso (osteón) es formado y mineralizado (figura 1).

En diversas situaciones patológicas, el remodelado óseo se

altera, bien de modo global o por desequilibrio entre los dos procesos

(formación y resorción). Estas alteraciones repercuten de forma

importante sobre las características estructurales del hueso, y dan lugar

a diversas patologías óseas, como son la osteoporosis, la osteopetrasis,

etc. Por todo ello, resulta de gran interés poder detectar las

alteraciones del remodelado óseo del modo más exacto y precoz posible.

Con esta finalidad son utilizados los marcadores bioquímicos del

remodelado óseo, que son productos específicos sintetizados por las

células formadoras o por las resorbedoras, o componentes de la fase

mineral y de la matriz ósea vertidos a la circulación durante la

resorción del hueso (3).
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L2 Algunas patologias óseas caracterizadas por una alteración

del remodelado óseo.

1.2.1 Osteadistrofia renal.

La osteodistrofia renal, término utilizado para describir las

complicaciones óseas de la enfermedad renal en estado final, es un

desorden multifactorial del remodelado óseo. Prácticamente el 100% de los

pacientes con insuficiencia renal crónica la han desarrollado desde antes

del comienzo de la diálisis (4).

Teniendo en cuenta las características histológicas de la

osteodistrofia renal se puede clasificar en: 1) Osteoitis fibrosa; 2)

Osteomalacia; y 3) Enfermedad ósea adinámica.

1) Osteítis fibrosa.

Es la forma clásica de osteodistrofia renal y está causada

por un hiperparatiroidismo secundario con contribuciones de citocinas

producidas localmente y una deficiencia de 1,25 dihidroxivitamina D

(1, 25 (OH

Se caracteriza por fibrasis medular y por una frecuencia

aumentada del remodelada óseo, dando lugar a un aumento de la resorción

y de la formación ósea. El aumento de la resorción está causado por un

aumento tanto del número como de la actividad de los osteaclastos.

2) Osteomalacia.

La causa más común de la osteomalacia es la intoxicación con

Al y otros metales pesados asociados con el tratamiento de la enfermedad

renal en estado final. Esta intoxicación provoca mineralización

defectuosa, y aumento de la matriz sintetizada por las osteoblastos

existentes. A largo plazo se produce inhibición de la diferenciación de

los osteoblastos e inhibición de la función de los osteoclastos, dando
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lugar a una baja tasa de remodelado óseo. El resultado es un esqueleto

frágil y los pacientes a menudo tienen deformidades esqueléticas, dolor

óseo y fracturas.

3) Enfermedad ósea adinámica.

Esta enfermedad es más común en pacientes con enfermedad

renal en estado final que no tienen hiperparatiroidismo secundario, que

han sida tratados en exceso con Ca y 1,25(OH),D o que tienen diabetes

mellitus o intoxicación con Al.

Al igual que la osteomalacia, se caracteriza por un bajo

remodelado óseo, pero en este casa la cantidad de osteoide es normal o

reducido. La presencia de enfermedad ósea adinámica en pacientes con

enfermedad renal en estado final, que tienen función paratiroidea normal,

sugiere que la producción de uno o más supresores de la formación ósea

está aumentada o que otros promotores de la formación ósea no son

producidos. La enfermedad ósea adinámica está asociada con un aumento del

grado de fractura (5).

Además del efecto producida por un aumento o un descenso del

remodelada óseo sobre los niveles séricos de los marcadores bioquímicos

del mismo, es importante destacar en este punto que, debido a la

insuficiencia de la función renal, en el suero de estos pacientes se

produce una acumulación anormal de todos aquellos marcadores cuya

principal vía catabólíca sea la renal, como es el caso de la BGP.

1.2.2 Enfermedad ósea de Paget.

La enfermedad ósea de Paget es un desorden localizado del

remodelado óseo. El proceso comienza con un aumento de la resorción ósea

mediado por los osteoclastos, y continua con un aumento compensatoria en
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la nueva formación ósea. El resultado final es un mosaico desorganizado

de hueso en los sitios del esqueleto afectados. Este cambio estructural

produce hueso que es expandido en tamaño, menos compacto, más vascular

y más susceptible a deformidad o fractura que el hueso normal.

La etiología de esta enfermedad permanece desconocida. Sin

embargo, existen datos que apoyan un componente genético significativo

y además esta enfermedad parece estar asociada a determinadas zonas

geográficas y razas. También ha sido propuesto que los cambios en el

remodelado óseo ocurren como resultado de una infección viral del

osteoclasto en el hueso pagético. Estos virus, que parecen ser de la

familia de los paramixovirus, promueven la fusión de las células

infectadas y la formación de células gigantes multinucleadas. La teoría

más apoyada actualmente es que los osteoclastos grandes y funcionalmente

hiperactivos, característicos del hueso pagético, son el producto de un

aumento, mediado por el virus, de la fusión celular entre los

osteoclastos y las células progenitoras de los osteoclastos que migran

a los sitios afectados (6,7).

Desde el punto de vista del remodelado óseo, los pacientes

afectados de enfermedad ósea de Paget presentan una tasa muy aumentada

de formación y de resorción ósea.

1.2.3 Osteoparasis postmenapáusica.

La osteoporosis es una enfermedad caracterizada por una

disminución de la masa ósea, con deterioro de la microarquitectura del

tejido óseo, que conduce a un aumento de la fragilidad ósea con el

consiguiente incremento del riesgo de fracturas (8).

Entre sus formas clínicas la más frecuente e importante es
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la osteoporosis postmenopáusica, un trastorno derivado del aumento de la

velocidad con que se produce la pérdida ósea. Tiene su inicio durante el

periodo perimenopáusico y continúa los 5 ó 10 años siguientes (9). La

causa de este fenómeno es la carencia estrogénica, lo que ha quedado bien

demostrado porque el síndrome osteoporótico es mucho más frecuente en el

sexo femenino y por la posibilidad de reproducir experimentalmente la

enfermedad induciendo la menopausia, así como el efecto protector de la

terapéutica estrogénica sustitutiva (10).

La patogénia de la osteoporosis postmenopáusica se puede

describir, en último término como el resultado de una anomalía del

proceso conocido como remodelado óseo. La osteoporosis puede

considerarse, por tanto, como una incapacidad de los osteoblastos para

sintetizar una cantidad de hueso igual a la que es resorbida por los

osteoclastos. La osteoporosis postmenopáusica es, en general, una

osteoporosis de alto remodelado óseo, o sea un trastorno en el que

numerosas unidades de remodelado trabajan simultáneamente y en cada una

de ellas hay un aumento absoluto de la fase de resorción no compensado

enteramente por un aumento de la formación. Al sumarse el déficit de cada

una de las unidades conduce a un aumento de la velocidad de pérdida ósea.

1.3 El osteablasta.

1.3.1 Características histológicas y ¡metabólicas.

El osteoblasto es la célula de recubrimiento del hueso

responsable de la producción de los constituyentes de la matriz (colágeno

y otras sustancias). Se origina a partir de una célula progenitora

mesenquimal local (célula progenitora estromal de médula ósea o célula

progenitora mesenquimal de tejido conectivo). Estos precursores
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proliferan y se diferencian a preosteoblastos y a continuación a

osteoblastos maduros. Los osteoblastos nunca aparecen o funcionan

individualmente, sino que siempre se encuentran en grupos de células

cuboidales a lo largo de la superficie del hueso (‘~ 100-400 células por

sitio donde se está formando hueso>.

A nivel microscópico, el osteoblasto se caracteriza por un

núcleo redondo en la base de la célula (opuesto a la base del hueso), un

citoplasma fuertemente basófilo y un prominente complejo de Golgi,

localizado entre el núcleo y el extremo de la célula. Los osteoblastos

siempre se encuentran recubriendo la capa de matriz ósea que están

produciendo y que aún no está calcificada (tejido osteoide). La presencia

del osteoide es debida a un retraso entre la formación de la matriz y su

posterior calcificación (el periodo de maduración del osteoide abarca

unos 10 días).

A nivel estructural, el osteoblasto se caracteriza por: 1)

la presencia de un retículo endoplásmico bien desarrollado con cisternas

dilatadas y un contenido granular denso, y 2) la presencia de un gran

complejo de Golgi. La membrana plasmática del osteoblasto es rica en

fosfatasa alcalina, y se ha descrito que tiene receptores para la hormona

paratiroidea (PTH) pero no para calcitonina; además, los osteoblastos

expresan receptores nucleares para estrógenos y 1,25(OH),D. Cuando los

osteoblastos terminan su periodo de secreción pasan a ser células de

recubrimiento o a osteocitos (11>.

Los osteoblastos poseen una regulación autocrina. Pueden

sintetizar y depositar factores de crecimiento en la matriz ósea que

cuando son liberados durante el proceso de resorción ósea estimulan la

actividad osteoblástica. Algunos de estos factores producidos por el
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hueso o aislados de la matriz ósea son el factor transformante del

crecimiento tipo 13 (TGF-B) (12), el factor de crecimiento similar a la

insulina tipo 1 (IGF-I) y II (IGF-II) (13), etc. Los osteoblastos actúan

también mediando las señales sistémicas (PTH y 1,25(OH)2D) para el

reclutamiento y actividad de los osteoclastos (14).

1.3.2 Procesas por los que el osteoblasto forma huesa.

La formación del hueso implica varios pasos: 1> síntesis y

procesamiento intracelular del colágeno tipo 1; 2) secreción y

procesamiento extracelular del colágeno; 3) formación de microfibrillas,

fibrillas y por último, fibras de colágeno; y 4) maduración de la matriz

del colágeno y posterior nucleación y crecimiento de los cristales de

hidroxiapatito (15).

Todas estas funciones están bajo el control de los

osteoblastos, dando como producto final un 35% de matriz orgánica y un

65% de material inorgánico cristalino.

1.3.3 Proteínas de la matriz ósea sintetizadas par el

osteoblasto.

1.3.321 Colágeno.

Las fibras de colágeno tipo 1 constituyen del 85 al 90% de

las proteínas totales óseas. Esta es la forma más abundante de colágeno

encontrada en el cuerpo y está distribuida ampliamente en el tejido

conectivo. Las fibras de colágeno son muy insolubles debido a sus puentes

covalentes intra e intermoleculares, tipo del que difieren del colágeno

de tejidos conectivos blandos (16).

La estructura básica de la malla de fibras de la matriz ósea
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es la molécula de colágeno tipo 1, que es una triple hélice,

superenrollada, que contiene dos cadenas a, idénticas y una a2,

estructuralmente similar pero genéticamente diferente.

1.3.3.2 Proteínas no colágerias

Las proteinas no colágenas constituyen entre el 110 y el 115%

del contenido total de proteínas óseas. Aproximadamente una cuarta parte

de estas proteínas tienen un origen exógeno y son adsorbidas o atrapadas

en el espacio de la matriz ósea. Ejemplos de estas proteínas lo

constituyen el factor de crecimiento derivado de las plaquetas y la

albúmina sérica (17).

En cuanto a las proteínas sintetizadas por el osteoblasto,

aproximadamente la mitad de la actividad biosintética de esta célula está

destinada a las proteínas no colágenas. Estas se pueden clasificar en

cuatro grupos generales: 1) proteínas de adhesión a células; 2)

proteoglicanos; 3) proteínas y-carboxiladas; y 4) proteínas relativas al

crecimiento.

1) Proteínas de adhesión a células.

La célula ósea sintetiza cuatro proteínas que afectan a la

adhesión a células: fibronectina, trombospondina, osteopontina y

sialoproteina ósea. fle estas cuatro proteinas, únicamente la última es

especifica del esqueleto (18).

Tanto la osteopontina como la sialoproteina anclan el

osteoclasto al espacio extracelular óseo y a través de su unión a

receptores específicos de la matriz extracelular (integrinas) permiten

que el osteoclasto forme el borde activo y resorba hueso (19).
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2) Proteogí ¡canos.

Son macromoléculas que contienen cadenas de polisacáridos

acídicos ancladas al núcleo central de una proteína. En el hueso se

encuentran dos tipos: condroitín sulfato y heparina sulfato. Este último

está asociado a la membrana y posiblemente facilita la interacción de los

osteoblastos con las macromoléculas extracelulares y con factores de

crecimiento de unión a la heparina. El condroitin sulfato en el hueso se

anda a tres núcleos de proteínas por separado. La forma de mayor peso

molecular parece ser importante en el mantenimiento de la integridad del

ambiente que rodea a la membrana celular. Las otras dos formas parecen

estar implicadas en la integridad de la mayoría de las matrices de los

tejidos conectivos (20).

3) Proteínas r-carboxí ladas.

La carboxilación dependiente de vitamina K se produce en

tres proteínas óseas no colágenas: la BGP, la proteína Gla de la matriz,

y la proteína 5. La proteína Gla de la matriz se encuentra en cartílago

y hueso (21) y su función fisiológica permanece desconocida. La proteína

5, además de formar parte de la via metabólica anticoagulante de la

proteína C, se ha demostrado recientemente que forma parte de la matriz

ósea y que es sintetizada por los osteoblastos (22). En cuanto a la BGP,

objeto directo de este trabajo, posteriormente se expondrán con detalle

sus características.

4) Proteínas relacionadas con el crecimiento.

Ciertas proteínas del hueso parecen estar asociadas con el

ciclo celular y la función de los osteoblastos. Estas proteínas deben ser

factores de crecimiento como el TGF-8 1-5 y el IGF-I e IGF-II, que pueden

estimular el crecimiento celular del osteoblasto de una manera autocrina
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o/y paracrina (23).

Otros productos de la célula ósea, asociados con el

crecimiento y/o diferenciación del osteoblasto de una manera indirecta

o todavía no definida, son la fosfatasa alcalina y la osteonectina. La

fosfatasa alcalina es sintetizada en cantidades elevadas por el

osteoblasto y es empleada como marcador de fenotipo osteoblástico (24).

La función de la fosfatasa alcalina en la biología celular ósea ha sido

materia de mucha especulación, y hasta el momento no está totalmente

definida, aunque se conoce que desempeña un papel fundamental en el

proceso de mineralización del hueso.

La osteonectina es una glicoproteina fosforilada no

específica de tejido óseo, que constituye aproximadamente un 2% de las

proteínas totales óseas. Tiene elevada afinidad en la unión a calcio

iónico y a hidroxiapatito, y sus funciones en el hueso deben ser

múltiples, siendo asociada con el crecimiento y/o proliferación de

osteoblastos, así como también con la mineralización de la matriz (25).

1.4 Osteocalcina.

Una de las proteínas del hueso más abundante y bien

caracterizada es la BGP, ya que constituye aproximadamente hasta un 20%

(dependiendo de las especies, edad, etc.) del componente proteico no

colágeno en el hueso adulto. Se le denomina BGP (del inglés “Bone Gla

Protein”), debido a que posee en su secuencia el ácido y-carboxiglutámico

(Gla).

Fue descubierta simultáneamente por dos grupos de

investigadores hace 20 años. En 1975 el grupo de Hauschka y cols. la

aislaron de hueso de poíío (26), y en 1976 Price y cols. caracterizaron
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una proteína similar de hueso bovino (27). Posteriormente, en 1980 fue

purificada y secuenciada de hueso humano (28) y de otras especies

animales.

1.4.1 Estructura de la osteocalcina.

Esta proteína contiene entre 46 y 50 aminoácidos (Masa

molecular = 5210 Da-5889 Da) dependiendo de las especies. La BGP

procedente de hueso humano tiene 49 aminoácidos en una única cadena

polipeptídica y una masa molecular de 5800 Da (28).

Comparando la secuencia aminoacídica de la BGP de distintas

especies (figura 2) se observa gran homología, alrededor del 90% de la

estructura primaria de la BGP humana, ovina y bovina, y 50% entre la BGP

humana y la de pez espada, lo que indica que ha habido una gran

conservación a lo largo de la evolución (29). Una característica común

es la localización de tres residuos ala en las posiciones 17, 21 y 24.

Esto ocurre en la mayoría de las especies, pero en humanos recientemente

se ha demostrado que existe una y-carboxilación incompleta (30), siendo

la posición 17 la que posee menor porcentaje de y-carboxilación. Este

trabajo ratifica el hallazgo encontrado en el momento de su aislamiento

y secuenciación, y que era atribuido a que la muestra de hueso utilizada

procedía de un individuo de 76 años. Otra característica es la existencia

de un puente disulfuro entre los residuos de Cys de las posiciones 23 y

29. Es interesante destacar que la zona amino-terminal (N-terminal) de

la BGP es la que muestra mayor variabilidad entre las distintas especies,

en contraste con la gran homología de la zona central de la molécula,

donde están situados los residuos Gla. La molécula de BGP humana a partir

de su residuo 20 es completamente idéntica en la secuencia de su extremo
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Humano
Ternera
Oveja
Pez espada

1 5 10 15
Tyr Leu Tyr Sin Trp Leu GIy Ala Pro Val Pro Tyr Pro Mp Pro

Mp His Hyp Ala
Asp Pro Slv -— Hyp Ala

Ala Thr Arg ---- SIy Mp Leu Thr -—- Leu Sin

20 25 30
Humano Leu Sia Pro Arg Arg Gla Val Cys Gla Leu Asn Pro Mp Cys Mp
Ternera Lys
Oveja
Pez espada ---- ---- Ser Leu -— Val Ala

35 40 45
Humano Síu Leu Ala Mp His líe Gly Phe SIn Síu Ala Tyr Arg Arg Phe
Ternera
Oveja
Pez espada ---- Met Thr Ala .—- líe Val Ala líe Ala Tyr

49
Humano Tyr Gly Pro Val
Ternera -—

Oveja --

Pez espada líe SIn Phe

Figura 2: Secuencia de aminoácidos de la osteocalcina humana,
bovina, ovina y de pez espada.

carboxi-terminal (C-terminal) a las moléculas de BGP bovina y ovina (28).

Debido a la homología de la secuencia entre las distintas

especies, también hay características comunes en la estructura

secundaria. Técnicas de dicroísmo circular y espectroscopia en el

ultravioleta han verificado la existencia de una conformación en a-hélice

en la BGP (31) y han mostrado que niveles milimolares de Ca2~, u otros
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cationes específicos, son necesarios para que la BGP adquiera esta

conformación aproximadamente en el 40% de la molécula. En la mayoría de

las especies se han definido dos dominios: 1) ‘Hélice Lila”, que contiene

los residuos Gla y se extiende desde la posición 18 a la posición 25 para

la BGP humana; y 2) “Hélice Asp-Glu”, entre los residuos 30 y 41. En los

extremos N-terminal <posición 1-8) y C-terminal (posición 42-41) de la

BGP humana se sitúan dos láminas 13, respectivamente.

La estructura terciaria de las proteínas globulares es

producida en parte a través de giros 13. La BGP humana presenta dos giros

13, uno entre los residuos 12 y 15, y otro, con mayor probabilidad, entre

los residuos 26 y 29, que es estabilizado por el puente disulfuro

existente entre las residuos de Cys de las posiciones 23 y 29 (31).

La característica más notable de los dominios en a-hélice es

la periodicidad de los aminoácidos, cargados e hidrofóbicos, a intervalos

de tres o cuatro residuos (ej: Gla-17, Gla-21 y Gla-24). Esto junto con

los 3.6 residuos por vuelta de la a-hélice, crea hélices anfipáticas con

superficies aniónicas e hidrofóbicas distintas. La periodicidad de la

a-hélice de 5.4 A, es similar a la distancia interatómica de los iones

de Ca2’ en el hidroxiapatito del hueso (32>. Esta característica

estructural de la BGP es muy significativa, ya que debe determinar su

interacción con iones metálicos, hidroxiapatito y otras fases sólidas de

fosfato cálcico (figura 3).

-16-



Introducción

Figura 3: Estructura de la osteocalcina inducida por Ca2 y su
posible interacción con el CC del cristal de hidroxiapat ita.
La periodicidad de los tres residuos de ácido y-
carboxiglutámico (E’) en la osteocalcina es similar a la
distancia interatómica de los iones CC (5.45 A> del
hidroxiapatito del hueso.

1.4.2 Interacción de la osteocalcina con el calcio lónica y

la fase mineral de fosfato cálcico.

Los residuos Gla de la BGP, son los determinantes de su

afinidad al CC libre, a superficies del mineral que contienen Ca y a

vesículas de fosfolípidos (33,34).

Aunque concentraciones milimolares de CC provocan que la BGP

adopte la conformación a helicoidal, la molécula descarboxilada (< 0.5
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residuos Gla/molécula), no es capaz de adoptar esta conformación en

presencia de CC (31). La descarboxilación de la BGP también disminuye

la afinidad de ésta por el hidroxiapatito (33,35). Cuando la BGP es

adsorbida al hidroxiapatito, sus residuos Lila son protegidos de la

descarboxilación térmica (33), lo que sugiere la interacción directa de

los grupos carboxilo de Lila con la red de hidroxiapatito. En resumen, los

residuos Lila deben tener una implicación intrínseca en la interacción de

BGP con el CC, tanto en solución como en la fase mineral sólida (figura

3).

1.4.3 Síntesis de la osteocalcina.

La EGP se encuentra casi exclusivamente en la matriz ósea y

es sintetizada por el osteoblasto, célula formadora de hueso (36,37) y

por el odontoblasto (38), célula formadora de dentina. Además, se ha

demostrado recientemente la presencia de ARN mensajero para BGP en

megacariocitos y plaquetas de rata y de humano, no siendo detectables los

niveles de BGP al ser medidos por un radioinmunoensayo (RíA) en el

extracto de estas células (39). Aquí su papel fisiológico es desconocido.

También se ha encontrado expresión basal baja de ARN mensajero para BGP,

unas mil veces menos que en el tejido óseo, en diversos tejidos blandos

(hígado, riñón, pulmón, cerebro, músculo> procedentes de rata, pudiendo

estar implicada en las calcificaciones patológicas de estos tejidos.

Además se ha encontrado mayor cantidad de ARN mensajero en aorta humana

calcificada (40), hecho ya descrito anteriormente en el caso de

calcificaciones ectópicas (4]). A pesar de haber encontrado expresión de

ARN mensajero para BGP en otros tejidos distintos al hueso, este órgano

sigue siendo el principal productor de esta proteína, y por tanto puede
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ser considerada específica de actividad osteoblástica.

La única copia del gen de la BGP en el genoma humano está

localizada en el cromosoma 1 (42), el cual tiene el gen para fosfatasa

alcalina, otro marcador bioquímico del metabolismo óseo. El gen de la BGP

tiene 4 exones y 3 intrones (43) y codifica para una proteína dell KDa.

Esta proteína, pre-pro-BGP incluye un péptido señal hidrofóbico de 23

residuos (exón 1), un propéptido de 26 residuos (exón 2) y la proteína

madura de 49 aminoácidos (exones 3 y 4) (44). La región hidrofóbica

dirige a la proteína para su procesamiento en el lumen del retículo

endoplásmico y la región pro, que es homóloga a las regiones

correspondientes en los factores de coagulación sanguínea dependientes

de vitamina 1<, contiene los sitios de reconocimiento de la r

carboxilación (45). Después de que la región hidrofóbica es eliminada por

una peptidasa señal, la pro-BGP sufre la y-carboxilación. Posteriormente

el propéptido es eliminado y la proteína madura secretada al exterior de

la célula. La mayor parte de esta proteína se une a la matriz ósea

mineralizada y el resto pasa a la circulación, pudiendo ser detectada en

el suero por RíA (figura 4) (46).
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Pre- pro- osteocalcina
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Figura 4: Bios intesis de osteocalcina en el osteoblasto.
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La formación de Gla, por y-carboxilación de los residuos de

Glu de la BGP, es un proceso postraduccional llevado a cabo por una

carboxilasa microsomal que utiliza vitamina K como cofactor (47) (figura

5). Estos residuos Gla son responsables de la elevada afinidad de la BGP

por el hidroxiapatito del hueso. Cuando la acción de la vitamina K es

antagonizada por la administración de warfarina (anticoagulante de tipo

dicumarinico), la conversión de los restos Glu a Lila no puede ocurrir,

por lo que no se produce el procesamiento del péptido maduro y su

precursor se acumula intracelularmente (48,49), o la BGP sintetizada, al

no poseer Lila, no se une al mineral y es liberada a la circulación

(50,51). El resultado en ambos casos será unos huesos deficientes en BGP.

Ca
¡

001\
1fl00

CH
Vitamina K + *002

Protein-carboxilasa

Warfarina
Residuo Glu de Residuo Gla de

osteocalcina osteocalcijia

Figura 5: Gamma-carboxilación dependiente de vitamina K de la
osteocalcina. La estructura del ácido y-carboxiglutámico (Gla),
resultante de la y-carboxilación del ácido glutámico (Glu>, es la de
un ligando bídentado con gran capacidad de unión al Ca. Para la
síntesis de Gla son requeridos vitamina K y CO2, siendo inhibida
dicha síntesis por warfarina.
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El destino que sigue el propéptido una vez desligado de la

proteína madura es controvertido. Por una parte experiencias realizadas

con cultivos de una línea celular humana de osteosarcoma, ~‘tG-63,y en

suero humano de adultos controles e individuos con varias patologías,

ponen de manifiesto que el propéptido no es secretado, ni in vivo ni in

vitro (52). Por otra parte, Hosoda y cols. (53), al realizar experimentos

con cultivos de células osteoblásticas humanas normales, demuestran que

el propéptido, al igual que la BGP, es secretado al exterior de la

célula. También encuentran niveles circulantes de este propéptido en

adolescentes normales pero no en adultos sanos. La discrepancia en estos

resultados parece ser debido a que la primera línea celular, MG-63, no

mantiene tantas características de fenotipo osteoblástico como las

células empleadas en el segundo estudio. El grupo de Kanzaki y cols. han

desarrollado un enzimoinmunoensayo (EJA) en fase sólida para la

determinación del propéptido y ponen de manifiesto su utilidad como

marcador de formación ósea del crecimiento óseo en adolescentes y en el

seguimiento del tratamiento con hormona de crecimiento <54).

¡.4.4 Regulación de la síntesis de la osteocalcina.

El principal factor que estimula la síntesis de BGP es la

1,25<OH)2D, hecho demostrado tanto in vitro, en cultivo primario de

células óseas humanas y células de fenotipo osteoblástico (55>, como in

vivo, al comprobarse importantes subidas de los niveles séricos de BGP

en pacientes urémicos (56> y en pacientes con osteoporosis u

osteoartritis (57) tras el tratamiento con 1,25(OH)2D.

También se ha demostrado en experiencias realizadas en

cultivos primarios de osteoblastos humanos que el ácido retinoico activa
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la expresión del gen de la BGP (58).

En cultivos de células de calvaria de rata las hormonas

tiroideas provocan un aumento tanto de los niveles de ARN mensajero de

BGP como de su producción (59).

Experiencias realizadas en células de osteosarcoma humano

muestran como el 1713-estradiol regula la secreción de BGP inducida por

la I,25(OH)2fl provocando un aumento en ésta (60).

El factor de crecimiento de fibroblastos es otro modulador

de la síntesis de BGP, activando la transcripción del gen de la BGP

humana transfectado a células de osteosarcoma de rata <61).

Otros factores estimuladores de la síntesis de BGP son el

IGF-I y el IGF-Ií, como lo demuestran experiencias tanto in vitro (62),

como in vivo (63).

Por el contrario, en células de osteosarcoma humano y de rata

el TGF-B1 provoca una reducción de la síntesis estimulada por i,25(OH)2D

de una manera dosis-dependiente, tanto a nivel de ARN mensajero de BGP

como de su producción (64,65). En cultivos primarios de osteoblastos

humanos también produce una reducción en la secreción estimulada por la

1,25(0)1)» (66).

En una línea de osteosarcoma humano se ha observado cómo la

PTH y la prostaglandina E2 inhiben significativamente la secreción de BGP

estimulada por la 1,25(OH)2D (55).

Los glucocorticoides también descienden la síntesis de BGP

tanto in vitro (67), como in vivo (68).
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1.4.5 Metabolismo de la asteocalcina.

Aunque la BGP se une fuertemente al hidroxiapatito del hueso,

una fracción de la molécula recién sintetizada es liberada a la sangre,

donde puede ser detectada por RíA (69). De la BGP total corporal, en

circulación sólo se encuentra menos de un 0.01%, lo que indica el gran

reservorio de BGP que constituye el esqueleto (70). Los niveles

circulantes de BGP se elevan en enfermedades metabólicas óseas

caracterizadas por aumento del remodelado óseo (71), y su medida es

empleada como marcador de formación ósea. La vida media de la BGP en el

suero es muy corta (15-70 mm) (72) ya que es rápidamente metabolizada,

principalmente por el riñón y en menor medida por el hígado y por el

hueso (46,73,74). Las enzimas presentes en el riñón degradan rápidamente

la BGP a componentes de peso molecular más pequeño que serán fácilmente

eliminados en la orina. En el hígado la degradación es más lenta. En

pacientes con insuficiencia renal crónica, los niveles elevados de BGP

podrían indicar mayor producción de BGP, descenso en el aclaramiento

renal o ambos (15,76).

Es interesante destacar que los posibles fragmentos

circulantes de BGP, descritos en diversos trabajos (77,78,79), no sólo

proceden del metabolismo extraóseo de la molécula, sino que también

pueden proceder de la destrucción del hueso durante el proceso de

remodelado óseo. Así lo describieron Gundberg y cols. (77) al estudiar

las distintas formas inmunorreactivas de BGP en el suero de pacientes

urémicos. Teniendo en cuenta la estructura primaria de la BGP (figura

2), existen dos puntos susceptibles de hidrólisis proteolítica (Arg 19-

Arg 20 y Arg 43-Arg 44), por lo que los posibles péptidos resultantes de

la rotura de BGP serían: 1-19, 20-43, 45-49, 1-43 y 20-49, no pudiendo
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descartarse la presencia de otros (77,80).

1.4.6 Papel fisiológico de la osteocalcina.

La función precisa de la BGP como un componente de la matriz

ósea ha sido motivo de gran especulación y aún en la actualidad no es del

todo conocida.

Dos características estructurales van a determinar

fundamentalmente sus funciones en la dinámica del hueso. Por una parte,

su dominio denominado “hélice Lila”, y por otra, un dominio con

conformación en lámina B en el extremo C-terminal de la molécula. Por el

dominio “hélice Lila” se adsorbe a la matriz ósea mineralizada con una

orientación tal que el extremo C-terminal queda accesible para su

interacción con células adyacentes. Además este extremo es muy lábil a

la acción proteolítica, y es el primer epítopo hacia el cual se dirigen

la mayoría de los anticuerpos policlonales, lo que da mayor evidencia de

su situación in vivo (81).

Estudios realizados por Price y cols. (27) indican que la BGP

inhibe in vitro el depósito de hidroxiapatito de novo. De modo similar,

extractos de hueso que contienen BGP inhiben in vitro tanto la

transformación de brusita a hidroxiapatito (82), como el crecimiento de

hidroxiapatito (83). Otro trabajo realizado por Romberg y cols. (84) pone

de manifiesto que el Lila es el responsable de esta acción inhibitoria de

la BGP ya que la molécula descarboxilada presenta menor poder de

inhibición que la carboxilada. Es posible que esta inhibición de la

cristalización por la BLiP sea únicamente resultado de su capacidad de

unión al hidroxiapatito, más que su acción fisiológica fundamental.

Además, al estudiar la localización de ésta y otras proteínas no
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colágenas por inmunohistoquimica, durante la mineralización de novo (85),

se observa que la BGP no está presente en áreas de formación del primer

cristal, sino en la matriz completamente mineralizada, por lo que la BLiP

podría estar implicada en el control del tamaño y velocidad de formación

de los cristales. Este papel de la BGP sobre el control de la

mineralización está apoyado por otros experimentos realizados en ratas

tratadas con warfarina, en las que se observa, en ausencia de la BGP, una

fusión completa de la placa de crecimiento óseo con el cese asociado de

todo crecimiento longitudinal, es decir, se produce un exceso de

mineralización (86).

La resorción ósea es un componente esencial del crecimiento

del hueso y su remodelado, que implica la activación de osteoclastos

multinucleados adyacentes al punto de resorción, así como el

reclutamiento de células precursoras mononucleares (monocitos o

macrófagos), que se pueden fusionar en el ambiente adecuado para aumentar

la población osteoclástica (87). A la BGP se le ha asignado un papel

fisiológico en el proceso de resorción ósea. En un trabajo realizado por

Mundy y cols. (88) se demuestra que, in vitro, la BLiP tiene actividad

quimiotáctica para diversas células que se encuentran adyacentes a las

superficies óseas endosteales in vivo (monocitos). Además de la molécula

intacta, también presenta actividad quimiotáctica el pentapéptido C-

terminal procedente de la rotura de la BGP. Ya que la BGP es liberada del

hueso durante situaciones caracterizadas por el incremento del remodelado

óseo, es posible que este efecto quimiotáctico de la proteína sea un

mecanismo para el reclutamiento de esas células a los lugares activos de

remodelado óseo. En este sentido, Lian y cols. (89) han demostrado que

cuando se implantan subcutáneamente a ratas normales partículas de hueso
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de rata deficientes en BGP (procedentes de ratas tratadas con warfarina

durante seis semanas), ese implante se resorbe un 40% menos que el de

partículas óseas procedentes de ratas normales. Estos mismos autores, en

trabajos posteriores, ponen de manifiesto que esta disminución de la

resorción ósea es debida a que en ausencia de BGP se produce una

alteración en el reclutamiento y diferenciación de los precursores de los

osteoclastos, suponiendo que la BGP debe funcionar como una señal en la

matriz para el reclutamiento y diferenciación de estas células

resorbedoras de hueso <90,91).

Recientemente se han realizado experimentos en células

osteoclásticas humanas, derivadas de células gigantes de tumores óseos,

proporcionando más evidencias de que la BGP ejerce un papel en el proceso

de resorción, induciendo una señal intracelular mediada por calcio,

migración y adhesión, seguido por síntesis y secreción de proteínas

endógenas tales como sialoproteina, osteopontina y fibronectina (92).

Todo lo expuesto anteriormente, junto con el hecho de que la

síntesis de BGP es estimulada por la 1,25(OH)2D (55>, hormona que promueve

la resorción ósea, implican a la BGP como un mediador fisiológico de la

resorción ósea.

1.4.1 Utilidad clínica de la osteocalcina: Estado actual.

Un marcador bioquímico ideal de formación ósea seria un

constituyente de la matriz del hueso sintetizado específicamente por los

osteoblastos de una manera proporcional a la síntesis de colágeno, y con

una fracción liberada a la circulación proporcional a la incorporada a

la matriz. Ninguno de los marcadores de formación ósea disponibles reúnen

todos estos criterios, pero la BLiP es uno de los más satisfactorios. El
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hecho de que la BGP sea sintetizada prácticamente en exclusiva por los

osteoblastos, su característica estructural que le permite unirse al

hidroxiapatito, y su función posiblemente crucial para la resorción ósea,

han hecho que la medida de la BGP circulante sea útil en la evaluación

del remodelado óseo. Dado el interés de los investigadores clínicos en

poseer nuevos y específicos marcadores óseos, han sido numerosos los

estudios analizando la medida de la BGP sérica en diferentes enfermedades

metabólicas óseas. Trabajos en los que se ha correlacionado la BGP sérica

con la evaluación cinética e histomorfométrica de resorción y formación

ósea, han mostrado que la BGP sérica es un índice específico de formación

ósea siempre que la resorción y la formación no estén acopladas (93-96).

Numerosos estudios han mostrado que la BGP sérica es un marcador sensible

del metabolismo del hueso en varias enfermedades metabólicas óseas como

osteoporosis (97), hiperparatiroidismo primario (98), hipertiroidismo

(99) y osteodistrofia renal (100). Otras investigaciones clínicas

realizadas en adolescentes han llevado a la conclusión de que la BLiP

circulante es un marcador de crecimiento esquelético en condiciones

normales y anormales (101,102). También otros estudios han comprobado el

valor de la medida de BGP para monitorizar los efectos del tratamiento

de enfermedades metabólicas óseas (103,104).

Las primeras determinaciones de BGP se realizaron por RíA.

La mayoría de los ensayos se establecieron con BGP bovina como trazador

y estándar, y con antisueros policlonales de conejo anti-BGP bovina. A

pesar de esas semejanzas metodológicas, se han publicado numerosas

discrepancias en cuanto al rango de valores normales en adultos sanos y

para los valores medios obtenidos en enfermedades óseas como

osteoporosis, hiperparatiroidismo, enfermedad ósea de Paget e
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hipercalcemia maligna (105). En pacientes con metástasis esqueléticas,

las concentraciones de BGP séricas no están consistentemente elevadas

(106), y en la enfermedad ósea de Paget a menudo no hay correlación entre

la BGP sérica y la fosfatasa alcalina, otro marcador de formación ósea

(107). También se han descrito resultados variables en pacientes con

osteoporosis y en las variaciones de los niveles circulantes de BLiP con

la edad (108-111). Algunos investigadores han observado un ritmo

circadiano para la BGP sérica, mientras que otros no (112-114). De manera

similar, se han descrito datos poco coincidentes para la BGP a lo largo

de la menopausia, del ciclo menstrual y durante el embarazo (115-116).

Aunque algunas de las discrepancias publicadas implican

diferencias clínicas, otras representan diferencias técnicas entre los

ensayos. Como ya se ha mencionado anteriormente, los primeros métodos

empleados para la medida de la BGP circulante, estaban basados en el

procedimiento de Price y Nishimoto, investigadores que desarrollaron el

primer RíA para la BGP (69). Estos métodos empleaban BGP bovina como

estándar e inmunógeno, preparaciones y antisueros que se realizaban en

los laboratorios donde los ensayos eran llevados a cabo. Los

determinantes antigénicos precisos de la molécula de BGP no han sido

claramente identificados, pero la mayoría de esos antisueros reconocen

la región C-terminal de la molécula, la cual es idéntica en la BGP humana

y en la bovina (28) (figura 2). Cualquiera que sea el epitopo reconocido

por esos antisueros, la mayoría de ellos no muestran una reactividad

cruzada del 100% con la BGP humana (105). En 1988, Taylor y cols. (117)

desarrollaron el primer RíA con un antisuero dirigido contra un epitopo

de la zona media de la molécula de BGP humana, región que difiere entre

la BGP humana y la bovina. Resultados preliminares sugirieron que este
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ensayo era más sensible que los ensayos bovinos convencionales para

valorar el remodelado óseo en enfermedades como la enfermedad ósea de

Paget y el hiperparatiroidismo.

Con la finalidad de intentar clarificar las discrepancias

interlaboratorio en los valores de BLiP, en 1987 flelmas, Mann y Price

diseñaron un estudio multicéntrico (105,118). El protocolo de

investigación incluía 12 ensayos diferentes de BLiP, sólo dos de ellos

comerciales, y únicamente uno con BGP humana como inmunógeno y estándar.

Estos ensayos se aplicaron a muestras de suero seleccionadas y se empleó

como estándar, el propio de cada uno de los ensayos, y un estándar de BGP

bovina proporcionado por el comité. Con la utilización de este estándar

de referencia, se pretendía ver si las diferencias en las concentraciones

de RGP en una muestra de suero dada, medida por distintos ensayos, podían

ser artefactos, eran relativas al uso de diferentes estándares de

calibración o podían reflejar diferencias entre los ensayos en cuanto al

epitopo de reconocimiento por el antisuero. A este respecto, Delmas y

cols. concluían de este estudio que las concentraciones absolutas de BGP

no podían ser comparadas entre los laboratorios, incluso cuando la misma

preparación de estándar era usada para la calibración. Otro aspecto muy

importante de este protocolo era comprobar si los diferentes ensayos

proporcionaban información similar con respecto a las distintas

enfermedades metabólicas óseas. Como las diferencias interlaboratorios

en los niveles de BGP sérica afectan también los estados de enfermedad,

la BLiP para cada muestra patológica analizada se expresó como porcentaje

de aumento o descenso en relación a los valores controles de BGP

determinados por el mismo ensayo. Los resultados indicaban claramente que

para cada muestra de suero patológica la desviación de los valores
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normales era similar con todos los ensayos, es decir, el perfil general

de la BGP en términos de elevación o supresión era consistente de ensayo

a ensayo. Con respecto al primer punto de este estudio, teniendo en

cuenta que en 1986 Gundberg y cols. (77) describieron por primera vez

que, además de la proteína intacta, en circulación existían diferentes

fragmentos de BLiP inmunorreactivos en pacientes con fallo renal crónico

e hiperparatiroidismo secundario, era lógico pensar que esta variabilidad

podía ser debida a la variabilidad en el epítopo de reconocimiento por

los distintos antisueros. Además, en este mismo trabajo ponían de

manifiesto que algunos de estos fragmentos procedían de la resorción del

hueso y no sólo del metabolismo de la BGP en hígado y riñón, y su

posterior acumulación en circulación debido a la insuficiencia renal. En

el estudio de Delmas y cols. (105,118) no dan explicación a las

diferencias entre los ensayos, pero sí ponen de manifiesto que esta

evaluación requiere un amplio análisis del epítopo de reconocimiento de

cada antisuero y un análisis químico del material inmunorreactivo

presente en el suero.

Durante la realización del estudio multicéntrico diversos

grupos de investigadores (119,120,121) desarrollaron nuevos ensayos, RíAs

o EIAs, en los que introducían como novedad la utilización de anticuerpos

monoclonales, pero seguían utilizando como inmunógeno la molécula de BGP

bovina. En diversos trabajos se realizó la comparación de estos nuevos

métodos con los RíAs ya establecidos, que empleaban anticuerpos

policlonales. En general, se obtenía buena correlación entre los niveles

de BGP en sueros normales y patológicos medidos por los métodos que se

comparaban, pero en valor absoluto se obtenían niveles diferentes. En el

caso del EIA desarrollado por Power y cols. (119), la naturaleza del
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epitopo que reconoce el anticuerpo monoclonal empleado no fue bien

determinada, pero los niveles medidos en una población de mujeres

coincidían con otros anteriormente publicados. En otro trabajo publicado

por los mismos autores (120), comparan dos RíAs con anticuerpos

policlonales y un RíA con anticuerpo monoclonal, obteniendo diferentes

resultados al medir muestras de suero y plasma. Estos autores

justificaban esta variación en los resultados por la existencia de una

serie de proteínas relacionadas con la BGP y con peso molecular cercano

a ésta, en suero normal y no sólo en urémico, y porque los diferentes

anticuerpos detectaban muchas o algunas de esas formas. Tracy y cols.

(121) realizaron otro trabajo de comparación de dos RíAs con anticuerpos

monoclonal y policlonal, respectivamente, e intentaron estudiar el origen

de la variación de los resultados, ya que una vez más obtuvieron buena

correlación entre los niveles de BLiP en el suero de sujetos sanos medidos

por los dos ensayos, pero los valores eran más altos cuando el RíA

empleado era el del anticuerpo monoclonal. Estos investigadores

recomendaron que, antes de estandarizar los ensayos de BGP, se tengan en

cuenta una serie de aspectos: la cuantificación del estándar de BGP se

debe realizar con el coeficiente de extinción molar adecuado; el efecto

de varios ciclos de congelación y descongelación, ya que se produce una

ligera pérdida en la inmunorreactividad; el efecto de la hemólisis, ya

que un componente soluble de los eritrocitos puede dar lugar a

proteolisis de la BGP; y por último, la presencia de múltiples formas de

BLiP inmunorreactivas en suero que se aprecian en una cromatografía de

filtración en gel, además de la forma intacta de 49 aminoácidos.

La presencia de distintas formas inmunorreactivas de BLiP en

suero, no sólo de pacientes con insuficiencia renal crónica, sino también
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en sujetos sanos y en pacientes con enfermedad ósea de Paget, se pone de

manifiesto en un trabajo de Taylor y cols. (78) publicado en 1990. Estos

autores, empleando un antisuero dirigido contra la zona media de la

molécula de BLiP humana, identificaron en muestras de suero mediante

cromatografía líquida de alta presión (HPLC), además de la molécula

intacta, otros fragmentos inmunorreactivos de BLiP, y curiosamente, en el

suero de pacientes con enfermedad ósea de Paget, un fragmento de BGP que

parecía ser característico de esta patología.

Hasta entonces, no se conocía la especificidad de los ensayos

desarrollados para la medida de la BGP en cuanto al reconocimiento de la

molécula y-carboxilada o descarboxilada. A este respecto, en 1991 Koyama

y cols. (122) publicaron un EIA tipo “sandwich” con un anticuerpo

monoclonal de captura específico para la zona y-carboxilada de la

molécula de BGP bovina. Al medir los niveles de BGP en sujetos sanos y

con diferentes patologías con este FíA y un RíA tradicional, se obtenía

una buena correlación entre ambos, pero los valores en el FíA eran un 24%

menores que los del RíA. Esta diferencia era debida a que el nuevo método

detectaba sólo la BGP y-carboxilada y el RíA la BLiP total, es decir, la

BGP y-carboxilada más la parcialmente degradada y/o descarboxilada. Este

EJA podría suponer un avance ya que la forma y-carboxilada es

posiblemente la forma activa y su medida podría suponer una mejor

información clínica.

Teniendo en cuenta la heterogeneidad inmunoquimica de la

molécula de BGP, los siguientes ensayos desarrollados se encaminaron a

la detección únicamente de la molécula de BGP intacta y además, en

algunos casos, con especificidad para la BLiP humana. En este sentido,

liJeftos y cols. (123) desarrollaron dos ensayos inmunorradiométricos
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(IRMA) para la molécula de BGP humana intacta combinando cuatro

anticuerpos monoclonales, dos dirigidos contra un péptido sintético N-

terminal y otros dos contra un péptido C-terminal de la molécula de BGP

humana. Curiosamente también había diferencias cuantitativas para la BGP

sérica con anticuerpos dirigidos contra el mismo fragmento de BLiP.

Algunas de las diferencias observadas son posiblemente atribuibles a

componentes de la matriz del ensayo y a un reconocimiento diferente entre

el péptido sintético y el correspondiente péptido en la molécula intacta.

Sin embargo, estos autores ponían de manifiesto que, con la

interpretación adecuada, la medida de la BGP sérica sigue siendo una

herramienta útil en el estudio del remodelado óseo, a pesar de la

heterogeneidad de la molécula en suero. Además, la disponibilidad de

anticuerpos específicos de determinadas regiones ayudaría a dilucidar las

bases estructurales para la heterogeneidad inmunoquimica de esta proteína

en suero.

En 1992, Hosoda y cols. (124) publicaron un trabajo en el que

desarrollaron un nuevo EIA tipo “sandwich”, específico para la molécula

intacta, con BGP humana purificada como estándar y con antisueros de

conejo dirigidos contra péptidos sintéticos de las zonas N- y C-

terminales. Este EIA presentaba especificidad para la molécula intacta,

como se demostraba al detectar un único pico correspondiente a la

molécula de BGP 1-49, tras la purificación por HPLC de un suero de un

paciente con insuficiencia renal. Garnero y cols. (125), en otro estudio

publicado también en 1992, describen un IRMA con dos anticuerpos

monoclonales dirigidos contra las zonas N-terminal y media,

respectivamente, de la BGP humana. En este caso el IRMA detecta, además

de la molécula intacta, un gran fragmento N-terminal, tanto en el suero
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de sujetos normales como en el suero de pacientes con diversas patologías

óseas. A pesar de ésto, este ensayo es más sensible que un RíA

convencional para detectar los cambios en el remodelado óseo, como se

puede observar por los niveles aumentados obtenidos en condiciones de

elevado remodelado óseo (hiperparatiroidismo, enfermedad ósea de Paget

y fallo renal) y descendidos en pacientes tratados con glucocorticoides,

siendo la z-score media utilizando el IRMA más elevada significativamente

que utilizando el RíA.

Como se puede deducir de todo lo expuesto anteriormente, se

han desarrollado y se están utilizando actualmente en estudios clínicos,

multitud de ensayos para la medida de la BGP circulante, tanto ensayos

propios de los diferentes laboratorios como disponibles comercialmente.

Masters y cols. (126) han publicado recientemente un estudio, similar al

realizado por Delmas y cols. (105,118), en el que valoran el uso de

diversos ensayos disponibles comercialmente en varios estados

patológicos. Utilizan métodos parecidos a los de Delmas y cols., ya que

comparan dichos ensayos en términos de múltiplos del valor medio para

controles sanos. Dadas las diferencias en los tipos de ensayos (IRMA,

RíA), estandarización (bovina, humana), tipo de anticuerpo (monoclonal,

policlonal) y especificidad (humana, bovina, molécula intacta, C-

terminal), es poco sorprendente que haya tan amplia variación en los

valores absolutos de BGP determinados por los diferentes métodos. Como

ocurría en el protocolo diseñado por Delmas y cols., los resultados no

podían ser intercambiables entre los diferentes ensayos. Además, las

diferencias sólo podían ser parcialmente normalizadas al ser expresadas

como porcentaje de desviación del valor normal o como z-score.
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Estos hallazgos sugieren una vez más que los diferentes

ensayos miden diferentes especies moleculares, incluso en la ausencia de

fallo renal. Es poco probable que este problema pueda ser resuelto con

el uso de un estándar de BGP de referencia común, como ya ha sido

demostrado por Delmas y cols. (105,118). Lo que sí parece claro es que

los ensayos para la medida de la E3GP no pueden ser estandarizados hasta

que la naturaleza de los anticuerpos, en términos de especificidad del

epítopo y reactividad con las múltiples formas de BLiP en suero, esté

establecida. Otra cuestión pendiente y fundamental es el conocimiento de

las diferentes formas de BLiP circulantes en el suero, tanto en

condiciones fisiológicas normales como en diferentes patologías, para su

posible utilidad diagnóstica.
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Objetivos

1. Estudio comparativo de las características técnicas de seis ensayos

comerciales para la cuantificación de BGP: RíA OSTEOCALCINA, RIA

OSTK-PR, RíA OSCAtest, IRMA ELSA-OST-NAT, IRMA ELSA-OSTEO e IRMA

OSTEOCALCINA.

Li Sensibilidad, linealidad, recuperación, estandarización,

precisión y reproducibilidad.

1.2 Estabilidad de la BLiP contenida en muestras de suero.

L3 Reactividad cruzada del ensayo con respecto a la BLiP intacta

y a diferentes fragmentos de la misma.

1.4 Correlación de los resultados obtenidos mediante los

diferentes ensayos en sueros procedentes de sujetos sanos y

pacientes con diversas patologías óseas.

2. Estudio de las diferentes formas inmunorreactivas de BGP presentes

en el medio condicionado del cultivo de osteoblastos humanos.

3. Estudio de las diferentes formas inmunorreactivas de BLiP presentes

en el suero de sujetos adultos sanos y de pacientes con

insuficiencia renal crónica, enfermedad ósea de Paget y

osteoporosis postmenopáusica.

4. Comparación de las diferentes formas inmunorreactivas de BLiP

encontradas en el medio de cultivo de osteoblastos humanos y en el

suero de sujetos adultos sanos y de pacientes con las patologías

óseas anteriormente citadas.
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Materia les y Métodos

3.1 Estudio comparativo de seis ensayos para la determinación de

osteocalcina.

3.1.1 Ensayos para la determinación de osteocalcina.

En este trabajo se han estudiado seis técnicas comerciales

para la cuantificación de BGP: tres RíAs y tres IRMAs. A continuación se

describen las características principales de estos ensayos.

1. RíA OSTEOCALCINA (Nichols Institute Diagnostics,

EEUU).

El trazador de este ensayo es BGP humana marcada con ‘~í y el

antisuero se obtiene de conejos inmunizados con BGP humana. Los epítopos

a los que se une el antisuero no se describen. El estándar empleado en

este RíA es la molécula de BLiP humana 1-49, y el rango de concentración

va desde 0.6 a 61 pg/L.

Las muestras de suero o los estándares (25 uL/tubo>, junto

con el anticuerpo y el trazador se incuban durante 3 h a temperatura

ambiente. Pasado este tiempo se adiciona el segundo anticuerpo (y-

globulinas de burro antí-conejo) y se incuba durante 30 mm a temperatura

ambiente. Las fracciones libre y unida se separan mediante centrifugación

a 1300-1500 g durante 20 mm y a 2-8 C.

II. RíA 057K-PR (GIS bio international, Francia).

En este RíA se emplean BGP bovina como estándar (rango de

concentración 1.25-56 gg/L), y la misma molécula marcada con 17S
1 como

trazador. El antisuero se obtiene de conejos inmunizados con BGP bovina,

no siendo descrita su especificidad de unión al epitopo.

Las muestras o estándares (50 uL/tubo), anticuerpo y trazador

se incuban durante 20-24 h a 2-8 C. Las fracciones unida y libre se

separan mediante un complejo insoluble de y-globulinas de oveja anti-
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conejo y y-globulinas de conejo no inmunizado. Después de una incubación

durante 15 mm a 2-81, las muestras se centrifugan a 1500-2000 g (15

mm, 2-80C).

III. RíA OSCAtest Osteocalcin (BGP) (BRAHMS Diagnostica

GMBH, Alemania).

El trazador es el fragmento 38-49 de BGP humana marcado con
1251 Un anticuerpo policlonal de oveja dirigido contra los aminoácidos 37-

49 de BGP humana se encuentra recubriendo la parte interior de los tubos

de reacción. El estándar empleado en este ensayo es BGP humana intacta,

con un rango de concentración entre 2.0 y 78 gg/L.

Cincuenta pL de las muestras de suero o estándares se incuban

con el trazador durante 20-24 h a 4-81, en los tubos que llevan fijado

el anticuerpo. Pasado este tiempo, el trazador que no se ha unido al

anticuerpo se elimina por aspiración, y los tubos se lavan dos veces con

una disolución, cuya composición no especifica la casa comercial

fabricante.

Recientemente, han sido comercializados para ser utilizados

junto con el ensayo unos tubos que contienen un reactivo estabilízante

(OSCAstabil). El suero debe ser colocado en estos tubos dentro de la

primera hora desde la extracción. En este estudio, únicamente empleamos

estos tubos en la evaluación de la estabilidad de la BGP en las muestras

de suero (ver más adelante).

IV. IRMA ELSA-OST-NAT (GIS bio international).

En este IRMA se utilizan dos anticuerpos monoclonales anti-

BLiP diferentes. Uno dirigido contra los aminoácidos 5-13 de la molécula

de BGP humana marcado con ‘~í. El otro, dirigido contra los aminoácidos

43-49 de la BGP humana, va unido a una fase sólida situada en el fondo
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de los tubos de reacción. El estándar de este IRMA es BGP humana intacta

(rango de concentración 4.7-160 gg/L).

La muestra o estándar (50 ¡¿U y el trazador (primer

anticuerpo) se adicionan a los tubos que llevan fijado el segundo

anticuerpo, y después de 2 h de incubación a 18-25 C, la radiactividad

no unida se elimina mediante aspiración y varios lavados con una

disolución de Tween 20.

V. IRMA ELSA-OSTEO <GIS bio international).

El trazador de este IRMA es el mismo anticuerpo monoclonal

que el utilizado en el ensayo IV. Los tubos de reacción llevan, fijado

a una fase sólida situada en su interior, otro anticuerpo monoclonal

dirigido contra la zona 25-37 de BGP humana. El estándar, con un rango

de concentración entre 5.5 y 280 gg/L, es la molécula intacta de BGP

humana.

Después de adicionar 50 pL de muestra o problema y trazador

(primer anticuerpo) al tubo que lleva fijado el segundo anticuerpo, los

tubos se incuban durante 2 h a 18-251. El exceso de trazador se elimina

mediante aspiración y varios lavados, con una disolución de Tween 20.

VI. IRMA OSTEOCALCINA (Nichols Institute Diagnostícs).

En este IRMA se emplean dos anticuerpos diferentes de cabra

anti-BGP humana purificados por cromatografía de afinidad. Los epítopos

reconocidos por los anticuerpos no se describen en las especificaciones

del IRMA. Uno de los anticuerpos se encuentra recubriendo una fase sólida

en forma de bola de plástico y el otro es marcado con 1251 El estándar es

BGP humana intacta (rango de concentración 0.6-61 ¡¿gIL).

Después de adicionar 25 pL de suero o estándar a cada tubo,

la muestra es incubada simultáneamente con el anticuerpo fijado a la fase
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sólida y con el anticuerpo marcado con ‘~I durante 18-24 h a temperatura

ambiente. Después, la fase sólida (bola de plástico) es lavada con una

disolución que contiene un detergente para eliminar el trazador no unido

y otros componentes.

3.1.2 Pacientes y controles.

Para la obtención de las muestras se cumplieron los

requerimientos del Comité de Etica de la Fundación Jiménez Díaz.

Para realizar el estudio comparativo sobre los ensayos de

determinación de BGP, se incluyeron 32 sujetos adultos sanos (controles)

y 49 pacientes con diversas enfermedades metabólicas óseas.

Ninguno de los sujetos controles (14 hombres y 18 mujeres,

edad media ±DE = 33.7 ± 8.5 años, rango 20-53) tenía antecedentes de

alguna enfermedad o se encontraba tomando algún medicamento que afectara

al metabolismo óseo.

También se incluyeran en el estudio, 20 pacientes con

insuficiencia renal crónica en hemodiálisis (13 hombres y 7 mujeres, edad

65.8 ±7.6 años, rango 47-77) y 10 pacientes con enfermedad ósea de Paget

(3 hombres y 7 mujeres, edad 70.6 ±4.8 años, rango 65-76). Las pacientes

con osteoporosis postmenopáusica (19 mujeres, edad 56.1 ±5.7 años, rango

44-69) presentaban evidencia radiológica de una o más fracturas

vertebrales no-traumáticas. El diagnóstico de los pacientes se confirmó

por parámetros clínicos, bioquímicos y radiológicos.

En todos los pacientes y controles se determinó la BGP

sérica. El suero se obtuvo por centrifugación de la sangre a 41 dentro

de la primera hora después de la extracción. Inmediatamente se hicieron

alícuotas que se congelaron a -600C hasta su utilización.
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3.1.3 Variables analíticas estudiadas en cada uno de los

ensayos.

321.3.1 Sensibilidad <Límite de detección).

Para calcular el límite de detección de cada técnica se

determinaron en un mismo ensayo seis tubos correspondientes al estándar

cero. La sensibilidad o límite de detección del método, con un límite de

confianza del 95% viene definida por la concentración hallada al

interpolar sobre la curva estándar el valor de la media de los contajes

de los seis tubos correspondientes al estándar cero menos dos

desviaciones estándar en el caso que sea descendente (RIA), o más dos

desviaciones estándar si la curva es de tipo ascendente (IRMA) (127,128).

3.1.3.2 Línealidad de las diluciones.

La linealidad del método se evaluó haciendo diluciones

seriadas de una mezcla de sueros de pacientes can insuficiencia renal

crónica (sueros con elevada concentración de BGP). Se hicieron diluciones

1/2, 1/4 y 1/8 de la mezcla de sueros con el estándar cero de cada

técnica (127,128). Cada muestra fue ensayada por triplicada.

3.1.3.3 Recuperación analítica y estandarización.

Con el fin de calcular la recuperación de cada método, se

añadieron a muestras de suero humano, procedentes de sujetos controles,

cantidades conocidas de BGP (concretamente, cada concentración estándar

del ensayo correspondiente). La recuperación se calculó teniendo en

cuenta la diferencia de concentración obtenida entre la muestra de suero

y la muestra más el estándar (127,128). Cada muestra fue analizada por

triplicado.
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Por otra parte, se estudió comparativamente la

estandarización de cada método. Para ello, se cuantificaron por todos los

ensayos cantidades conocidas de BGP purificada de una muestra hueso

humano, cedida amablemente por CIS bio international (Marcaule, Centre

de Recherches, Francia). La BLiP fue diluida con el estándar cero de cada

ensayo, resultando unas concentraciones finales de 108, 54, 27, 13.5 y

6.75 ¡¿gIL, que fueron analizadas por triplicado por las seis ensayos.

3.1.3.4 Precisión y reproducibilidad.

Para evaluar la precisión de los distintos ensayos, se

determinó el coeficiente de variación intraensayo, y para evaluar la

reproducibilidad el coeficiente de variación interensayo (127,128).

Para determinar el coeficiente de variación intraensayo, una

misma muestra de suero se procesó seis veces en el mismo ensayo. Se

emplearon dos muestras diferentes, can concentración de BGP elevada y

normal, procedentes de un paciente con insuficiencia renal crónica y de

un sujeto control, respectivamente.

El coeficiente de variación interensayo se determinó mediante

la medida de una misma muestra de suero, por triplicado, en tres ensayos

diferentes. Se cuantificaron dos muestras, una de un paciente con

insuficiencia renal crónica (niveles elevados de BLiP) y otra de un sujeto

control (niveles normales de BLiP).

3.1.3.5 Estabilidad de la muestra.

Se realizó un estudio de la estabilidad de los niveles de BGP

en el suero, en función del tiempo y de la temperatura de canservación

de la muestra.
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Para realizar este estudio se utilizaron tres mezclas de

sueros procedentes de sujetos adultos sanos y dos procedentes de

pacientes con insuficiencia renal crónica. El suero se obtuvo por

centrifugación de la sangre a CC dentro de la primera hora después de

la extracción. Se recogieron varias alícuotas que se congelaron a -601

inmediatamente. Otras alícuotas se mantuvieron a temperatura ambiente

durante 2 h y 24 h, y a 41 durante 24 h. Finalmente todas fueron

congeladas a -60 C.

Cada muestra fue ensayada por triplicado en cada uno de los

ensayos.

En el caso del RíA OSCAtest, alícuotas de 1 mL de suero de

las mismas muestras se añadieron a unos tubos especiales del kit

denominados OSCAstabil (ver apartado 3.1.1). El suero así tratado, se

mantuvo en las mismas condiciones que las descritas anteriormente antes

de su congelación a -60 C.

3.1.3.6 Especificidad de los anticuerpos

uttlizados para la cuantificación de

osteocalcina.

Este estudio se llevó a cabo para determinar la especificidad

de los anticuerpos empleados en cada ensayo frente a los distintos

fragmentos de la molécula de BGP. Para ello, las muestras de suero fueron

tratadas con un anticuerpo monoclonal dirigido contra los aminoácidos 43-

49 de la BGP humana. Dicho anticuerpo se encontraba recubriendo una fase

sólida situada en el fondo de unos tubos especiales (ELSA-OST-NAT, CIS

bio international).

Se emplearon para el estudio cuatro mezclas de sueros, dos
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de sujetos controles y dos de pacientes con insuficiencia renal crónica.

Doscientos gL de cada mezcla de suero fueron incubados en el tubo que
4

contenía el anticuerpo durante 1 h a 18-25 C con agitación. Pasado este

tiempo, la muestra fue pasada a otro tubo con anticuerpo y se mantuvo

durante otra hora en las mismas condiciones. Este paso se repitió una vez

más. Una alícuota de 200 ¡¿L de cada una de las mezclas de sueros se

incubó durante 3 h en las mismas condiciones en un tubo sin anticuerpo.

Dicha muestra se empleó para determinar los niveles basales de BGP.

Tras el tratamiento de las muestras de suero con el

anticuerpo anti-BGP, los niveles de BLiP de las mismas se determinaron por

los seis ensayos descritos. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

3.1.3.7 Correlación de los niveles de osteocalcina

sérica entre los distintos ensayos.

Se realizó un estudio de correlación (coeficiente de Pearson)

y regresión lineal (mínimos cuadrados) entre los valores de BGP

determinados por los seis ensayos de BGP.

Se emplearon muestras de suero de sujetos controles,

pacientes con insuficiencia renal crónica, pacientes con enfermedad ósea

de Paget y mujeres con osteoporosis postmenopáusica, descritos

anteriormente en el apartado de pacientes y controles (3.1.2).

Las correlaciones entre los distintos ensayos se realizaron

dentro de un mismo grupo de sujetos (controles, osteoporosis

postmenopáusica, etc.), con el fin de eliminar las posibles diferencias

en los resultados, debido a la existencia de distintos fragmentos de BGP

circulantes en el suero de pacientes con diferentes patologías.
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3.1.4 Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-

osteocalcina utilizados en los ensayos ELSA-OST-NAT,

ELSA-OSTEO y OSCAtest con respecto a diversos

fragmentos de osteocalcina.

Como se explica en el capítulo de Discusión de este trabajo,

las técnicas ELSA-OST-NAT, ELSA-OSTEO y OSCAtest fueron elegidas para

realizar el estudio de las formas inmunorreactivas circulantes de BLiP en

el medio de cultivo de osteoblastos humanos y en suero. Por ello, se

estudió de manera más detallada la reactividad cruzada de los anticuerpos

de dichas técnicas con distintos fragmentos de BGP, así como con BLiP

humana o bovina intacta.

Los fragmentos sintéticos de BGP humana analizados fueron:

* BGP (1-14) (Takara Biomedicals, Japón)

* BGP (7-19) (Bachem Feinchemikalien AG, Suiza)

* BGP (14-28>

intacta (In

diluciones

(Cedido amablemente por C. Gundberg, Yale

University, School of Medicine, EEUU)

* BGP (37-49) (Bachem Feinchemikalien AG)

* BGP (45-49> (Peninsula Lab. Inc., EEUU>

* BGP intacta (1-49) (Nichols Institute Diagnostics)

Sólo en el caso del IRMA ELSA-OST-NAT se ensayó BGP bovina

cstar, EEUU) y no se ensayó el fragmento 45-49 de BGP humana.

Se ensayaron por los tres métodos descritos distintas

de BGP intacta o fragmentos de BGP. Para cada técnica, las

diluciones se realizaron con su correspondiente estándar cero.
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3.2 Estudio de las diferentes formas inmunorreactivas de

osteocalcina presentes en el medio condicionado del cultivo

de osteoblastos humanos y en el suero de sujetos controles

y de pacientes con diversas patologías óseas.

3.2.1 Protocolo experimental.

En la figura 6 se muestra un esquema del protocolo

experimental seguido en el desarrollo de esta parte del trabajo.

3.2.2 Cultivo de osteoblastos humanos.

Las muestras de hueso se obtuvieron de pacientes sin

alteraciones metabólicas sometidos a operaciones quirúrgicas ortopédicas.

Las edades de estos pacientes estaban comprendidas entre 55 y 60 años.

El protocolo utilizado está basado en una metodología

aplicada por Marie y cols. (129), con algunas modificaciones (130). De

las muestras se separó el hueso trabecular y se cortó en pequeños

fragmentos (1-2 mm>, que se depositaron sobre una malla de nylon de 80

gm de poro, sujeta entre dos anillas de vidrio y a su vez depositada en

una placa de Petri, donde se incubaron a 37½ con 5% de CO, y atmósfera

húmeda. Se utilizó Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco,

EEUU>, suplementado con 100 UI/mL y 100 gg/mL de penicilina/

estreptomicina, respectivamente (Biological Industries, Israel>, así como

con un 20% de suero de ternera fetal (Gibco), que se cambió dos veces a

la semana. Las células osteoblásticas migraron de los explantes de hueso

y crecieron adheridas a la malla de nylon. Cuando las células habían

tapizado la superficie de la malla que queda alrededor del explante, los

soportes de vidrio se eliminaron y la malla se situó sobre la placa de

Petri directamente. Posteriormente, las células se trataron con tripsina

-49-



Materiales y Métodos

CULTIVO
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Medio condicionado
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Figura 6: Protocolo experimental seguido en el estudio de las
diferentes formas inmunorreactivas de osteocalcina presentes en
el medio condicionado del cultivo de osteoblastos humanos y en
el suero de sujetos controles y de pacientes con diversas
patologías óseas.

CONTROLES Y
PACIENTES CON

DIVERSAS PATOLOGíAS
OSEAS

1
Suero

Purificación por
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al 0.25% (Biological Industries) durante unos minutos a 37½, y se

subcultivaron en frascos de 75 cm2 con DMEMsuplementado con antibióticos

y suero de ternera fetal al 20%, hasta que el cultivo era confluente.

Los subcultivos siguientes se realizaron en una proporción

1:3 cuando las células habían alcanzado la confluencia.

Los osteoblastos, cuando no están en confluencia, tienen un

aspecto morfológico muy parecido al de los fibroblastos, pero en

confluencia su aspecto difiere, adquiriendo una forma más redondeada

característica de los osteoblastos, como puede observarse en la figura

7.

Figura 1: Cultivo de osteoblastos humanos en subconfluencia
(x200). Las células van adoptando una forma cuboidal a medida
que confluyen.
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Las células fueron caracterizadas por su actividad fosfatasa

alcalina tanto histológica como bioquimicamente, y por la estimulación

de la síntesis de BGP en respuesta a la 1,25(OH>2D, (130>.

Para realizar el estudio de las diferentes formas

inmunorreactivas de BLiP en el medio condicionado de los osteoblastos

humanos, se emplearon los osteoblastos en confluencia del primer o

segundo subcultivo. Los cultivos fueron lavados dos veces con solución

salina tamponada con fosfato (pH = 7.4) e incubados con 10 mL de DMEM

suplementado con 1% de suero de ternera fetal, 10’ M de 1,25(OH)2D3

(Roche, Suiza), 106 M de vitamina K (Roche) y 100 pg/mL de ácido

ascórbico (Sigma Chemical Co., EEUU). Después de 72 h, se recogió el

medio condicionado de los osteoblastos humanos, del que se tomaron tres

alícuotas para la cuantificación de la BGP por los tres ensayos empleados

en esta parte del estudio. El volumen restante del medio condicionado se

congeló inmediatamente a -601 hasta su posterior utilización.

3.1.3 Pacientes y controles.

Para la obtención de las muestras se cumplieron los

requerimientos del Comité de Etica de la Fundación Jiménez Díaz.

En este estudio se utilizaron sueros de individuos adultos

sanos (controles>, 16 mujeres y 16 hombres de edades comprendidas entre

24 y 53 años (38.3 ±9.4), sin patología ósea aparente y sin tratamiento

que pudiera afectar el metabolismo mineral.

El segundo grupo utilizado estaba formado por 20 enfermos con

insuficiencia renal crónica en hemodiálisis. El grupo estaba compuesto

por 12 mujeres y 8 hombres con una media de edad de 63.1 ± 12.0 años

(rango 34-79). Llevaban en programa de diálisis 68 ±71 meses.
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También se incluyeron 19 pacientes con enfermedad ósea de

Paget activa, 12 mujeres y 7 hombres con un rango de edad entre 56 y 79

años (68.6 ± 6.5>.

Por último, se estudiaron 16 mujeres diagnosticadas de

osteoporosis postmenopáusica, con una media de edad de 56.6 ± 8.1 años

y un rango entre 44 y 69 años. La densitometría mineral ósea de estas

mujeres era inferior a dos desviaciones estándar del valor normal de un

grupo de la misma edad y sexo.

En todos los grupos de pacientes, el diagnóstico fue

confirmado por parámetros clínicos, bioquímicos y radiológicos. En ningún

caso estaban recibiendo medicación que afectara el metabolismo minera]

y en todos los grupos, a excepción de los pacientes con insuficiencia

renal crónica, la función renal era normal.

A todos los sujetos (controles y pacientes> se les extrajo

sangre a primera hora de la mañana tras un ayuno de 12 horas. El suero

fue obtenido por centrifugación de la sangre a 4½. Posteriormente se

hicieron alícuotas, que se congelaron a -60½, siempre dentro de la

primera hora después de la extracción.

Una alícuota de suero fue utilizada para la determinación de

los niveles de BGP por los tres ensayos descritos en el apartado 3.2.4.

El resto se empleó para la purificación y separación de los distintos

fragmentos de BGP circulantes.

3.2.4 Ensayos de medida de la osteocalcina.

Para realizar la caracterización de las formas

inmunorreactivas de BGP presentes en el medio condicionado del cultivo

de osteoblastos humanos y circulantes en suero, se seleccionaron los
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siguientes métodos, entre los seis ensayos estudiados en la primera parte

de esta tesis:

1) IRMA ELSA-OST-NAT

2) IRMA ELSA-OSTEO

3) RíA OSCAtest

Estas técnicas han sido descritas con detalle en el apartado

3.1.1.

El contenido de BLiP de todas las muestras, medios

condicionados del cultivo de osteoblastos o sueros humanos, utilizados

en esta parte del trabajo, se analizaron mediante estos tres ensayos de

cuantificación de BGP. Lo mismo sucedió con las muestras resultantes de

la purificación de los medios condicionados o sueros a través de Sephadex

Li-SO medium o HPLC.

3.2.5 Purificación de la osteocalcina del medio condicionado

del cultivo de osteoblastos humanos y del suero humano

por filtración en gel Sephadex G-50 medium-

3.2.5.1 Preparación del gel Sephadex G-50 medium

y relleno de la columna.

Cincuenta gramos de Sephadex Li—SO medium (Pharmacia LKB,

Suecia), con un tamaño de partícula seca de 50-150 jan y un rango de

separación para péptidos y proteínas globulares de 1500 a 30000 Da de

masa molecular, se mantuvieron en agua ultrapura durante 3 días y a 4½.

Durante este tiempo, se decantó varias veces el agua para eliminar las

partículas del gel de menor tamaño que quedaban flotando en la

superficie. A continuación, la suspensión del gel en agua se calentó en

baño de agua hirviente durante 4 h, con el fin de terminar de hinchar la
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malla y eliminar las burbujas de aire del gel. Después se dejó enfriar

y se desgasificó al vacio.

Una vez preparado y desgasificado, el gel se vertió

cuidadosamente en una columna de vidrio (2.6 x 100 cm> (Pharmacia,

Laboratory Separation Division, Suecia), sobre una varilla para evitar

la rotura de la malla. Se dejó compactar durante 2 días a CC, y a

continuación se aplicaron aproximadamente 2.5 L de HCO,N¡-I, 5 mMcon azida

sódica (0.01%), para evitar el crecimiento bacteriano, a un flujo de 0.5

mL/mm (Bomba Tris) (Isco Inc., EEUU).

Una vez compactado, la altura final del gel fue de 94 cm.

Para saturar los sitios de unión del gel y prepararlo para las eluciones

sucesivas, se pasaron por la columna 5 mL de una mezcla de sueros humanos

a un flujo de 0.5 mL/mm, equilibrándola a continuación con HCO,NH, 5 mM

al mismo flujo.

3.2.5.2 Calibración de la columna de Sephadex G-50

med i um.

Para la calibración de la columna se utilizaron: albúmina

sérica bovina (Masa molecular = 66000 Da, Sigma Chemical Co.), inhibidor

de tripsina (Masa molecular = 21500 Da, Sigma Chemical Co.), ribonucleasa

A (Masa molecular = 13000 Da, Sigma Chemical Co.>, insulina bovina (Masa

molecular = 5700 Da, Sigma Chemical Co.) y rojo de fenol (Masa molecular

= 350 Da, Sigma Chemical Co.>.

Se aplicaron 5 mg de albúmina sérica bovina, 7 mg de

inhibidor de tripsina, 9 mg de ribonucleasa A, 5 mg de insulina y una

punta de espátula de rojo de fenol, disueltos en 9 mL de HCO,NH, 5 mM. Las

muestras se eluyeron con HCO,NH4 5 mM a un flujo de 0.5 mL/mm y a 4½.
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Se recogieron 110 fracciones de 6 mL cada una, empleando un colector

Retriever II (Isco Inc.>.

El método de detección empleado para la obtención de los

correspondientes picos del cromatograma fue la absorbancia en el

ultravioleta. Se empleó un detector de ultravioleta U-A 5 (Isco Inc.),

a una sensibilidad de 0.1 AUFS y a una longitud de onda de 340 nm.

A partir del cromatograma obtenido se calculó el volumen de

elución (Ve) de cada estándar. Este Ve se midió desde el comienzo de la

aplicación de la muestra hasta el centro del pico de elución.

El volumen de exclusión (yo) de la columna corresponde al Ve

de la albúmina sérica bovina, ya que su masa molecular (66000 Da) es

mayor que el rango superior de separación del gel (30000 Da>. El volumen

total (Vt) corresponde al Ve del rojo de fenol, ya que su masa molecular

(550 Da) es menor que el rango inferior de separación del gel (1500 Da).

La curva de calibración de la columna se obtuvo representando

el coeficiente de partición entre la fase líquida y la fase del gel (Kav>

de las tres proteínas aplicadas (inhibidor de tripsina, ribonucleasa A

e insulina) frente al logaritmo de su masa molecular.

El Kav para cada proteína se obtuvo aplicando la fórmula

matemática: Kav = (Ve - Vo>/(Vt - yo).

3253 Determinación de la msa molecular

aparente de osteocalcina intacta humana y

del fragmento 38-49 de osteocalcina

humana -

Quinientos gL (aproximadamente 80000 cpm> de BGP humana

marcada con USj (Nichols Institute Diagnostics), disueltos en 9 mL de una
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mezcla de sueros humanos, se aplicaron a la columna de Sephadex Li-SO

medium y se eluyeron con HCO3NH, 5 mM a un flujo de 0.5 mL/mm y a 4
0C,

recogiendo 110 fracciones de 6 mL. En una alícuota de 2 mL de cada

fracción se midió la radiactividad en un contador y Cobra (Packard,

EEUU>.

Una alícuota de 500 pL (aproximadamente 40000 cpm> del

trazador del RíA OSCAtest, fragmento 38-49 de BLiP humana marcado con 125¡

disuelta en 9 mL de suero humano se aplicó a la columna de Sephadex y se

eluyó con HCO,NH, 5 mM a un flujo de 0.5 mL/mm y a 40C. Se recogieron 110

fracciones de 6 mL. De cada una de las fracciones se tomaron alícuotas

de 2 mL en las que se determinó su radiactividad.

3.2.5.4 Purificación de la osteocalcina del medio

condicionado del cultivo de osteoblastos

humanos a través de Sephadex G-50 medium.

Previamente a la purificación por Sephadex se midieron los

niveles de BGP de las muestras del medio de osteoblastos humanos por los

tres ensayos de BGP incluidos en este estudio.

Tres alícuotas consecutivas de 9 mL de una mezcla de medio

condicionado de osteoblastos humanos, cultivados como se ha descrito

anteriormente (apartado 3.2.2>, se aplicaron a la columna de Sephadex G-

50 medium, previamente equilibrada con HCO,NH
4 5 mM. Se eluyeron con el

mismo solvente a un flujo de 0.5 mL/mm y a 4 C. Se recogieron 110

fracciones de 6 mL cada una, y una alícuota de 1.5 mL de cada fracción

(agrupadas de dos en dos) se liofilizó y se empleó para la determinación

de la BLiP inmunorreactiva por los tres ensayos descritos en el apartado

3.2.4. Para ello, el liofilizado se resuspendió en ]50 pL del estándar
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cero del ensayo correspondiente. El volumen restante de cada fracción se

congeló hasta su posterior utilización. Las fracciones que presentaban

inmunorreactividad por alguno de los tres ensayos se agruparon y se

liofilizaron para su posterior purificación por HPLC. No se incluyeron

las fracciones inmunorreactivas correspondientes al Vo de la columna.

Todo el proceso se repitió una vez más con otras tres mezclas de medios

condicionados de osteoblastos humanos purificadas a través de Sephadex.

3.2.5.5 Purificación de la osteocalcina del suero

de sujetos controles y de pacientes con

diversas patologías óseas a través de

Sephadex ti-SO medium.

Previamente a la purificación por filtración en gel, se

midieron los niveles de BGP de las muestras de suero, tanto de los

sujetos controles como de los pacientes con diversas patologias óseas,

por los tres ensayos de BGP descritos en el apartado 3.2.4.

Aproximadamente 9 mL de una mezcla de sueros, procedentes de

cinco o seis sujetos diferentes, se aplicaron a la columna de Sephadex

Li-SO medium y se eluyeron con HCO,NH, 5 Mm a un flujo de 0.5 mL/mm y a

40C. Se recolectaron 110 fracciones de 6 mL cada una y se hicieron

alícuotas de 1.5 mL de cada una de las fracciones, que se liofilizaron

para su posterior determinación de los niveles de BGP por los tres

ensayos de BGP empleados en este estudio. Cada alícuota liofilizada se

reconstituyó en 150 gL del estándar cero del correspondiente ensayo.

Las fracciones inmunorreactivas por alguno de los tres

ensayos, procedentes de tres cromatografías diferentes, se agruparon y

se liofilizaron hasta su posterior purificación por HPLC. Las fracciones
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inmunorreactivas correspondientes al Yo de la columna no se incluyeron

en el estudio.

De esta manera se procesaron seis mezclas de sueros de

sujetos controles, seis de pacientes con insuficiencia renal crónica,

seis de pacientes con enfermedad ósea de Paget y seis de pacientes con

osteoporosis postmenopáusica.

El cálculo de la recuperación de BGP en el proceso de

filtración en gel se realizó sumando la cantidad de BGP inmunorreactiva

de todas las fracciones y obteniendo el porcentaje con respecto al total

de la BGP aplicada en la columna.

3.2.5 Purificación por cromatografía líquida de alta presión

de la osteocalcina procedente de Sephadex G-50 medium.

3.2.6.1 Condiciones de la purificación por

cromatografía líquida de alta presión.

Para la técnica del HPLC se empleó un equipo compuesto por:

inyector modelo U6K, dos bombas modelos M-45 y 6000 A y un controlador

de gradiente automático modelo 680 (Waters, EEUU).

Para la purificación por HPLC se empleó una columna de fase

reversa C-4 (Hi-Pore RP-304, 250 x 4.6 —, 5 pm de tamaño de partícula

y 300 A de tamaño de poro) (BIO-RAD, EEUU), utilizando un gradiente

lineal del 25% al 40% de acetonitrilo (AcN> en lizo con 0.1% de ácido

trifluoroacético (TFA> en 150 mm, a un flujo de 1 mL/mm y a temperatura

ambiente.
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Las condiciones del gradiente empleado se especifican

continuación:

TIEMPO
(mm)

FLUJO
(mL/mm)

% Fi»
(0.1% IFA>

% AcN
(0.1% IFA>

Inicial 1 75 25

10 1 75 25

160 1 60 40

180 1 60 40

Se recogieron 90 fracciones de 2 mL

colector Retriever (Isco Inc.).

Todos los solventes empleados fueron

cada una empleando un

de grado HPLC.

3.2.6.2 Purificación por cromatografía líquida de

alta presión de osteocalctna intacta

procedente de hueso humano.

Una alícuota liofilizada de BGP purificada de hueso humano

(aproximadamente 70 ng) (cedida amablemente por CIS bio international>

se resuspendió en 1.5 mL de la mezcla 25% AcN, 75% II» (0.1% IFA> y se

inyectó en el cromatógrafo según las condiciones descritas anteriormente.

Se recogieron 90 fracciones, una cada 2 minutos, que se liofilizaron para

su posterior empleo en la determinación de BGP por el IRMA ELSA-OST-NAT,

resuspendiéndose en 150 pL del estándar cero del ensayo.
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326.3 Purificación por cromatografía líquida de

alta presión de la osteocalcina del medio

condicionado del cultivo de osteoblastos

humanos y del suero de sujetos controles

y pacientes con diversas patologías óseas,

tras filtración a través de Sephadex G-50

medi um -

El liofilizado de las fracciones agrupadas procedentes de la

filtración en gel, que presentaban inmunorreactividad por alguno de los

tres ensayos de BLiP empleados, se resuspendió en aproximadamente 1.5 mL

de la mezcla 25% AcM, 75% H20 (0.1% TFA), y se filtró a través de un

filtro durapore de 0.45 gm (Millipore, EEUU). Tres alícuotas de 60 gL de

esta resuspensión se congelaron a -60
0C para la determinación posterior

de la concentración de BGP por los tres ensayos descritos en el apartado

3.2.4, y con el fin de realizar el correspondiente cálculo de la

recuperación de la BGP a través del proceso de purificación por HPLC. El

volumen restante se inyectó en el cromatógrafo en las condiciones

reseñadas anteriormente.

También en este caso se recogieron 90 fracciones de 2 mL cada

una, que se dividieron en tres alícuotas de 0.6 mL. Estas alícuotas se

liofilizaron y se destinaron para la determinación de los niveles de BGP

por los ensayos ELSA-OST-NAT, ELSA-OSTEO y OSCAtest, resuspendiendo cada

alícuota en 150 pL del estándar cero del ensayo correspondiente.
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421 Estudio comparativo de seis ensayos para la determinación de

osteocalcina.

4.1.1 Variables analíticas estudiadas

ensayos.

421.1.1 Sensibilidad (Limite

La tabla 1 muestra los valores de los

obtenidos para cada una de los ensayos estudiados.

Los límites de detección varían entre O

OSTEOCALCINA y 1.2 ¡¿gIL para el IRMA ELSA-OSTEO.

Ensayo Sensibi 1 ida&
(¡¿gIL)

en cada uno de los

de detección).

límites de detección

.04 gg/L para el IRMA

RíA OSTEOCALCINA

RíA OSTK-PR

RíA OSCAtest

IRMA ELSA-OST-NAT

IRMA ELSA-OSTEO

IRMA OSTEOCALCINA

a Dos

cero

0.18

0.38

0.50

1 .00

1.20

0.04

del estándar

Tabla 1: Limite de detección.

desviaciones estándar de seis determinaciones
de cada ensayo.
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421.1.2 Linealidad de las diluciones.

En la tabla II aparecen reflejados los tantos por ciento de

recuperación obtenidos al ensayar diluciones seriadas de una mezcla de

sueros de pacientes con insuficiencia renal crónica por cada una de las

técnicas. Como puede observarse, las recuperaciones obtenidas en los

IRMAs son más cercanas al 100% que en los RíAs.

En general, la proporcionalidad entre las diluciones

(paralelismo con respecto a la curva de calibración) puede ser

considerada aceptable para todas las técnicas estudiadas, a excelpción del

RíA 051K-PR. En este caso, la recuperación en alguna de las diluciones

es cercana al 150%.

4.1.1.3 Recuperación analítica y estandarizacion.

La tabla III muestra la recuperación obtenida en cada método.

En todos los casos los valores de recuperación se encuentran en un rango

aceptable, aunque las peores recuperaciones se obtienen en el RíA

OSTEOCALCINAy en el RíA OSCAtest.

En cuanto al estudio de estandarización (tabla IV>, los

resultados indican importantes diferencias entre las diferentes técnicas.

Sólo en el RíA OSCAtest y en los IRMAs ELSA-OST-NAT y ELSA-OSTEO, las

recuperaciones obtenidas fueron cercanas a las esperadas. En los

restantes métodos, las recuperaciones fueron más bajas en todo el rango

de diluciones utilizado.
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4.1.1.4

Los coeficientes

y 8.9%. En el caso de los

encuentran en un rango entre

se pueden considerar aceptab

Precisión y

de variación

coeficientes

1.4% y 10.6%

les en todos

reproducibi 1 idad.

intraensayo oscilan entre 2.1%

de variación interensayo, se

(tabla V>. Dichos coeficientes

los casos.

Tabla V: Precisión y reproducibilidad.

Intraensayo
<n~6)

Interensayo
(n=3)

Ensayo Media
(¡¿g/L)

CV
(1)

Media
(¡¿9/1)

CV
(%)

RíA
OSTEOCALCINA

26.3
2.2

8.9
6.4

25.5
2.2

4.]
7.0

RíA
OSTK-PR

70.2
3.2

7.2
3.4

64.4
3.1

8.5
3.6

RíA
OSCAtest

84.1
7.9

3.1
4.5

77.9
8.0

6.9
3.3

IRMA
ELSA-OST-NAT

34.5
10.0

4.8
3.9

102.8
7.9

2.1
8.9

IRMA
ELSA-OSTEO

442.5
16.1

2.1
6.1

412.0
16.4

6.5
1.4

IRMA
OSTEOCAICINA

56.3
6.8

3.4
4.6

42.2
6.1

5.7
10.6

CV = Coeficiente de variación.

4.1.1.5 Estabilidad de la muestra.

La tabla VI muestra la estabilidad de las muestras en todos

los ensayos, después de su mantenimiento en diferentes condiciones (2 h

y 24 h a temperatura ambiente, y 24 h a 40C>. Los resultados se han
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expresado en forma de porcentaje con respecto al valor basal (alícuota

congelada inmediatamente después de la separación del suero>.

En la mayoría de los ensayos, los valores de BGP sérica para

las muestras mantenidas 2 h y 24 h a temperatura ambiente fueron menores

que cuando el suero se congeló inmediatamente después de la separación.

El descenso medio en los niveles de BGP medidos por los RíAs

en los sueros procedentes de sujetos controles mantenidos durante 24 h

a temperatura ambiente fue del 50%, mayor que el observado en los sueros

de pacientes con insuficiencia renal crónica, que fue del 25%. En

general, el mantenimiento de las muestras durante 24 h a 4 C no aportó

mejoría significativa en la estabilidad de la medida sobre la

conservación a temperatura ambiente. Después de 2 h a temperatura

ambiente (tiempo normal antes de poder congelar la muestra en un

laboratorio), las concentraciones de BGP descendieron entre un 10% y 15%

con respecto a los valores iniciales, tanto en los sueros procedentes de

sujetos controles como en los sueros procedentes de pacientes con

insuficiencia renal crónica. Sin embargo, en el caso del RíA OSCAtest,

la adición del suero a los tubos OSCAstabil (con estabilizante) mantuvo

estables los valores de BGP incluso después de 24 h a temperatura

ambiente.

La estabilidad de los valores de BGP en el caso del IRMA

ELSA-OST-NAT fue parecida a la obtenida en el caso de los RíAs

estudiados. Dicha estabilidad fue peor en las muestras de individuos

controles que en las muestras de pacientes con insuficiencia renal

crónica.

-69-



Resultados

Jable VI: Estabilidad de la osteocalcina en el suero después

del mantenimiento de las muestras a temperatura atiente, y a

4 C.

Za de valores basales después de

Ensayo
RIA
OSTEOCALCINA

RíA
OSTK-PR

RíA
OSCAtest

IRMA
ELSA-OST-NAT

IRMA
ELSA-OSTEO

IRMA
OSTEOCALCINA

Muestra?
e

1 RC

e
1 RC

C
1 RC

C-stab
IRC-stab

C
1 RC

C
1 RC

C
1 RC

2 h, JA

84
98
89
86
90
94
100
101

90
88

97
97
96
96

24 Ii, JA

40
72
49
70

48
80
94
104

41
62

81
96
81
93

24 h, 4

46
92

56
74

54
86
100
105

53
75
98
100
96
99

C

• 100% corresponde a sueros congelados inmediatamente tras su
separacion.

Los valores son media de tres sueros procedentes de sujetos
controles (C) y de dos sueros procedentes de pacientes con
insuficiencia renal crónica (IRC). C-stab e IRC-stab
corresponden a muestras de suero mantenidas en tubos que
contienen un estabilizador <ver Materiales y Métodos).
TA = Temperatura ambiente

La estabilidad de los valores de BGP medida por los IRMAs

ELSA-OSTEO y OSTEOCALCINA fue muy buena. En las muestras mantenidas

durante 24 h a temperatura ambiente se detectaban valores de BGP sólo un

20% más bajos que los valores basales; mientras que las muestras

mantenidas a temperatura ambiente durante 2 h tenían valores similares

a los basales (97%). Estos resultados fueron semejantes tanto en sueros
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procedentes de sujetos controles como en sueros procedentes de pacientes

con insuficiencia renal crónica.

4.1.1.6 Especificidad de los anticuerpos

utilizados para la cuantificación de la

osteocalcina.

La tabla VII muestra las concentraciones de BGP obtenidas por

los diferentes ensayos en dos mezclas de sueros procedentes de sujetos

controles y dos de pacientes con insuficiencia renal crónica, antes y

después del tratamiento con un anticuerpo monoclonal dirigido contra los

aminoácidos 43-49 de BGP humana.

Tras el tratamiento con el anticuerpo, en los sueros

analizados por los RIAs se detectaron unas concentraciones de BGP medias

residuales de 22.1% (RíA OSTEOCALCINA), 25.9% (RíA OSTK-PR) y 20.4% (RíA

OSCAtest> con respecto a los valores de las muestras de suero no tratadas

con el anticuerpo. En los RíAs OSTEOCALCINAy OSTK-PR el porcentaje de

BGP residual fue mayor en las muestras procedentes de pacientes con

insuficiencia renal crónica que en las procedentes de sujetos controles.

Unicamente el IRMA ELSA-OST-NAT no detectó BGP residual en

el suero después del tratamiento con el anticuerpo. Los otros dos IRMAs,

ELSA-OSTEO y OSTEOCALCINA detectaron unas concentraciones de BGP medias

residuales del 67.5% y del 48.2% de los valores basales, respectivamente.

En el caso del IRMA ELSA-OSTEO el porcentaje de BGP residual Fue mayor

en los pacientes con insuficiencia renal crónica que en los controles.
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labia VII: Concentraciones de osteocalcina sérica medidas antes

y después del tratamiento con un anticuerpo monoclonal contra

los aminoácidos 43-49 de osteocalcina humana.

Osteocalcina (¡¿g/L)

Ensayo

RíA
OSTEOCALCINA

RíA
OSTIC - PR

RíA
OSCAtest

IRMA
ELSA-OST-NAJ

IRMA
ELSA-OSTEO

IRMA
OSTEOCALCINA

Muestrasa

e2
IRC1
IRC2

Cl

e,
1 RC,
IRC,

1 RC,
1 RC2

e,
WC,
1 RC,

e,
e?

1 RC,
IRC2

IRC,
IRC,

Muestra
no tratada

3.3
1.7
15.2
25.1

5.0
2.2

12.9
22.6

7.4
4.8
18.6
23.3

5.8
4.0
10.0
18.3

15.0
11.7
61.0
110.2

5.6
3.6

12.1
17.3

Muestra Osteocalcír¡a
tratada residual (1)

0.6
0.3
3.4
7.7
0.8
0.5
4.2
7.3
1.2
1.1
3.2
5.9

NIJ
MD
ND
NO

8.3
7.5

45.7
83.5
2.3
2.0
5.6
8.6

18.0
17.6
22.4
30.5

16.0
23.0
32.5
32.3

16.2
23.0
17.2
25.3

o
o
o
o

55.3
64.1
74.9
75.8

41.1
55.6
46.3
49.7

Dos mezclas de
dos procedentes
(IRC).
MD = No detectable.

sueros procedentes
de pacientes con

(Ver Materiales y Métodos).

de sujetos controles (C> y
insuficiencia renal crónica

-72-



Resul tados

Correlación de los niveles de osteocalcina

sérica entre los distintos ensayos.

La tabla VIII muestra las concentraciones séricas de BGP

medidas por las seis técnicas en los cuatro grupos de sujetos incluidos

en el estudio. En todos los grupos, tanto controles como patológicos, el

IRMA ELSA-OSTEO es el ensayo que mostró los valores más elevados.

Tabla VIII: Concentraciones de osteocalcina sérica determinadas por

diferentes ensayos en sujetos controles y en pacientes con

insuficiencia renal crónica, enfermedad ósea de Paget y osteoporosis

postmenopáusica.

Osteocalcina (¡¿g/L)

Control
(n = 32)

IRC
(n = 20)

Paget
(n = 10)

OSP
= 19)

RíA
OSTEOCALCINA

5.4 ± 2.5
(1.7-11.0>

25.6 ± 15.6
(6.5-73.8)

20.5 ±7.7
(4.7-28.5>

5.4 ±2.7
(1. 4.- 12 .7

6.0 ± 2.2
(2.2-10.0)

9.1 ± 2.9
(4.4-15.0)

26.0 ± 13.9
(8.4-64.4>

28.2 ±17.8
(8.4-77.9>

16.7 ±5.4
(5.4-24.0>

26.2 ± 9.5
(7.0-38.8>

6.0 ± 1.8
(3.3-10.4>

8.3 ±3.0
(4.1-15.0)

IRMA
ELSA-OST-NAT

IRMA
ELSA- OSTEO

IRMA
OSTEOCALCINA

8.8 ±3.4
(4.0-17.4)

16.9 ±7.4
(6.8-34.3>

5.7 ± 1.9
(3.0-11.0)

18.6 ±21.3
(2. 6-93. 5)

102.7 ± 97.6
(5.7-412.0)

21.7 ± 11.5
(4.5-46.9)

26.4 ± 9.4
(7.8-38.4>

65.5 ± 28.2
(12.6-95.1)
13.2 ± 5.4
(4.8-23.5)

7.5 ±2.9
(4.4-14.7)
17.1 ±6.7
(6.1-33.6)

5.8 ± 1.7
(3.0-9.5)

Los resultados expresan media ± desviación estándar,
paréntesis el rango.
IRC = Insuficiencia renal crónica.
OSP = Osteoporosis postmenopáusica.

4.1.1.1

Ensayo

RíA
OSTK- PR

RíA
OSCAtest

y entre
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Como se ha mencionado en el capitulo de Materiales y Métodos,

se ha realizado la correlación entre los valores de BGP obtenidos en los

diferentes ensayos, dentro de cada grupo de pacientes (controles o con

una determinada patología ósea). Debido a que en la mayoría de los casos

la correlación entre los seis métodos fue muy significativa (p< 0.001),

en la tabla IX sólo se muestran las correlaciones para las cuales p fue

mayor de 0.001. En el caso de los pacientes con insuficiencia renal

crónica, sólo los ensayos IRMA ELSA-OST-NAT y RíA OSTEOCALCINA no

mostraron una correlación significativa. En el grupo de pacientes con

enfermedad ósea de Paget no se encontró una correlación significativa

entre el IRMA ELSA-OSTEO y el IRMA OSTEOCALCINA, y entre el IRMA

OSTEOCALCINAy los RíAs.

Tabla IX: Correlación entre diferentes ensayos de osteocalcina.

Ensayos a

comparados Grupo n r p
1V vs 1 IRC 20 0.341 NS

IV vs VI Paget 10 0.710 <0.05

V Vs 1 IRC 20 0.649 <0.01

y vs VI Paget 10 0.567 NS
VI vs 1 Paget 10 0.353 NS

VI vs II Paget 10 0.597 NS
VI vs III Paget 10 0.557 NS

• Para el resto de las correlaciones no mostradas p < 0.001.

1 = RíA OSTEOCALCINA; II = RíA OSTK-PR; III = RíA OSCAtest;
IV = IRMA ELSA-OST-NAT; y = IRMA ELSA-OSTED; VI = IRMA
OSTEOCALCINA.
IRC = Insuficiencia renal crónica.
NS = No significativo.
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Resultados

La figura 8 muestra un ejemplo en el que las técnicas se

correlacionaron de modo muy significativo (RíA OSCAtest vs IRMA ELSA-OST-

NAT en el suero de sujetos controles> (serían intercambiables desde el

punto de vista diagnóstico>. Sin embargo, la figura 9 muestra un caso en

el que la correlación entre los valores de BGP obtenidos por dos técnicas

diferentes no fue significativa (RíA OSTK-PR vs IRMA OSTEOCALCIIMA en el

suero de pacientes con enfermedad ósea de Paget).

20

15

10

5

o

OSTEOCALCINA~gIL) AlA OSCAtest

0 5 10 15

OSTEOCALCINA Qig/L) IRMA ELBA-OST-NAT

20

Figura 8: Correlación entre las concentraciones de osteocalcina
medidas por el RÍA OSCAtest y por el IRMA ELSA-OST-NAT en el
suero de .32 sujetos adultos sanos.

*
*

*
*

*
n = 32

= 0.913
p <0.001
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OSTEOCALCINA QigIL) AlA OSTK-PR
y

y

y
y

n = lO
= 0.597

NO SIGNIFICAflVO

20 25

OSTEOCALCINA(¡¡gIL) IRMA OSTEOCALCINA

Figura 9: Correlación entre las concentraciones de osteocalcina
medidas por el RÍA OSTK-PR y por el IRMA OSTEOCALCINAen el
suero de 10 pacientes con enfermedad ósea de Paget.
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Resultados

4.1.2 Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-

osteocalcina utilizados en los ensayos ELSA--OST-NAT,

ELSA-OSTEO y OSCAtest con respecto a diversos

fragmentos de osteacalcina.

Las figuras 10, 11 y 12 muestran la reactividad cruzada de

los ensayos ELSA-OST-NAT, ELSA-OSTEO y OSCAtest, respectivamente, con

respecto a diferentes fragmentos de BGP. Se ensayaron concentraciones

crecientes de BGP intacta humana o fragmentos de BGP humana (descritos

en el apartado 3.1.4 de Materiales y Métodos).

100000

10000

1000

loo

CPM

lo
0,1 1 10 100

OSTEOCALCINA(¡¡gIL)

1000 10000 100000

Figura 10: Reactividad cruzada del IRMA ELSA-OST-NAT con
respecto a concentraciones crecientes de osteocalcina intacta
humana (1-49 hBGP), osteocalcina intacta bovina (1-49 bBGP) y
diferentes fragmentos sintéticos de osteocalcina humana (hBGP).

•Curva Estándar

el.14 hRGP
E14-28hBGP
S7-19 hBGP
*37-49 hEGP

-e- 1-49 bBGP

•1-49 hBGP
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CPM

100000

10000

1000 ____________

loo

10-
0,1 1 10 100 1000 10000 100000

OSTEOCALCINAQigIL)

Figura 11: Reactividad cruzada del IRMA ELSA-OSTEO con respecto
a concentraciones crecientes de osteocalcina intacta humana (1-
49 hBGP) y diferentes fragmentos sintéticos de osteocalcina
humana (hBGP>.

U Curva Estándar

e1~14 hBGP

E-’4-28 hBGP
S7-ío hBCP
*37-49 hRGP

•45-49 hBGP

•1-49 hEGP
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1 10 100 1000 10000

OSTEOCALCINA(¡¡gIL)

loo

60

60

40

20

o
100000

Figura 12: Reactividad cruzada del RÍA OSCAtest con respecto a
concentraciones crecientes de osteocalcina intacta humana (1-49
hBGP) y diferentes fragmentos sintéticos de osteoca ¡cina humana
(hBGP).

En los tres casos, la BGP intacta humana (1-49) presentó

curvas paralelas a la curva estándar de cada ensayo. El único fragmento

inmunorreactivo fue el 37-49 en el RíA OSCAtest (figura 12). Ninguno de

los otros fragmentos estudiados presentó inmunorreactividad cruzada en

los tres ensayos. Tampoco se obtuvo inmunorreactividad cruzada cuando la

BGP bovina intacta se ensayó por el IRMA ELSA-OST-NAT.

8/Bo

* Curva Estándar

e 1-14 hBGP
E14-28 hBGP

Si-ís hEOR
*37-49 hRGP
*45-49 hRGP

•1.49 hBGP
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Resultados

4.2 Estudio de las diferentes formas inmunorreactivas de

osteocalcina presentes en el medio condicionado del cultivo

de osteoblastos humanos y en el suero de sujetos controles

y de pacientes con diversas patologías óseas.

4.2.1 Purificación de la osteocalcina del medio condicionado

del cultivo de osteoblastos humanos y del suero humano

por filtración en gel Sephadex G-50 medium.

4.2.1.1 Calibración de la columna de Sephadex G-50

medí um.

A partir del cromatograma obtenido mediante la aplicación de

estándares de distintas masas moleculares a la columna de Sephadex G-50

medium, se obtuvieron los Ve correspondientes.

El Yo de la columna, que corresponde al Ve de la albúmina

sérica bovina, fue de 192 mL. El Vt, correspondiente al Ve del rojo de

fenol, resulté ser de 630 mL. Los Ve de las proteínas aplicadas,

inhibidor de tripsina, ribonucleasa A e insulina bovina fueron 222 mL,

300 mL y 468 mL, respectivamente. El Kav, calculado a partir de la

ecuación Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo), para cada proteína fue de 0.07 para el

inhibidor de tripsina, 0.25 para la ribonucleasa A y 0.63 para la

insulina.

La figura 13 muestra la curva de calibración de la columna

de Sephadex Li-SO medium obtenida al representar el Kav de las tres

proteínas aplicadas frente al logaritmo de su masa molecular.
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COEFICIENTE DE PARTICION (Kav)
1—

0,8-

Insulina
0,6-

0,4-

Ribonucleasa A
0,2 -

Inhibidor de Tr¡psina

1000 10000 100000

MASA MOLECULAR

Figura 13: Curva de calibración de la columna de Sephadex G-5O
medi um.
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4.2.1.2 Determinación de la masa molecular

aparente de osteocalcina intacta humana y

del fragmento 38-49 de osteocalcina

humana -

Se midió la radiactividad de las 110 fracciones obtenidas

tras la aplicación a la columna de Sephadex Li-SO medium de 500 gl

(aproximadamente 80000 cpm) de BGP humana marcada con 1251. El máximo de

radiactividad se obtuvo en la fracción 50. Esta fracción corresponde a

un Ve de 300 mL y a un Kav de 0.25, que extrapolado en la curva de

calibración indicaría una masa molecular aparente para la BGP humana de

13800 Da.

El máximo de radiactividad en las fracciones obtenidas tras

la purificación a través de Sephadex Li-SO medium del fragmento 38-49 de

BGP humana marcado con 1251 se obtuvo en la fracción 90 (Ve = 540).

Extrapolando el valor de su Kav (0.79) en la curva de calibración se

calculó una masa molecular aparente para el fragmento 38-49 de BGP humana

de 3700 Da.

4.2.1.3 Purificación de la osteocalcina del edio

condicionado del cultivo de osteoblastos

humanos a través de Sephadex G-5O medium.

Previamente a la aplicación del medio condicionado del

cultivo de osteoblastos humanos a través de Sephadex Li-SO medium se

midieron los niveles de BGP por los tres ensayos seleccionados para esta

parte del estudio. Los niveles de BGP en el medio de cultivo (n = 10)

fueron: 17.9 ±8.1 ¡¿gIL (ELSA-OST-NAT), 25.4 ± 9.1 ¡¿gIL (ELSA-OSTEO) y

8.2 ±3.0 gg/L (OSCAtest).
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La figura 14 muestra los perfiles de elución a través de

Sephadex Li-SO medium de la BGP inmunorreactiva por los tres ensayos

empleados, procedente del medio condicionado del cultivo de osteoblastos

humanos. Como puede observarse, la BGP eluye en dos picos, uno

correspondiente al Va de la columna y otro situado entre las fracciones

38 y 60, con un máximo en las fracciones 48-50 por los tres ensayos.

35
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NUMERO DE FRACCION

Figura 14: Perfiles de elución a través de Sephadex G-50 mediurn
de la osteocalcina inmunorreactiva procedente de una mezcla de
medios condicionados del cultivo de asteoblastos humanos. Se
han utilizado los ensayos: IRMA ELSA-OST-NAT, IRMA ELSA-OSTEO
y RíA OSCAtest. (Flujo = 0.5 mt/mM; Volumen de cada fracción
= 6 mt; Va = Volumen de exclusión; Vt = Volumen total).

OSTEOCALCINA(¡¿gIL)

Vo I

6 ELSA-OST-NAT
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* OSCAtest

-83-



Resultados

4.2.1.4 Purificación de la osteocalcina del suero

de sujetos controles y de pacientes con

diversas patologias óseas a través de

Sephadex G-50 unedium.

La tabla X muestra los niveles de BGP de las muestras de

suero utilizadas en esta parte del estudio, procedentes de sujetos

controles y de pacientes con insuficiencia renal crónica, enfermedad ósea

de Paget y osteoporosis postmenopáusica, por los tres ensayos de BGP

descritos en el apartado 3.2.4 de Materiales y Métodos.

labia X: Concentraciones de osteocalcina sérica en los sujetos
controles y en los pacientes con insuf ¡ciencia renal crónica,

enfermedad ósea de Paget y osteoporosis postmenopáus ¡ca utilizados

para el estudio de las formas circulantes inmunorreactivas de

osteocalcina.

Ensayo Osteocalcina <pg/L>

Control IRC Paget OSP
(n=32) <n=20) <n=19) <n=16)

IRMA 9.4 ±3.2 20.2 ± 10.3 33.7 ± 12.2 10.5±3.0
ELSA-OST-MAT

IRMA 18.9±8.4 90.5±30.2 54.1± 20.1 20.3±6.2
ELSA-OSTEO

RíA 10.0 ± 3.6 30.0 ± 14.3 21.2 ±8.4 12.3 ±2.7
OSCAtest

Los resultados expresan media ±desviación estándar.
WC= Insuficiencia renal crónica.
OSP = Osteoporosis postmenopáusica.
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La figura 15 muestra los perfiles de elución a través de

Sephadex Li-SO medium de la BGP inmunorreactiva procedente de una mezcla

de sueros de sujetos controles por los tres ensayos de BGP descritos en

el apartado 3.2.4 de Materiales y Métodos. Los perfiles obtenidos al

purificar sueros de pacientes con las patologías óseas estudiadas son

similares. La BGP inmunorreactiva por los ensayos ELSA-OST-NAT y ELSA-

OSTEO procedente de la purificación de los sueros de sujetos controles

eluye en un único pico con un máximo situado en las fracciones 50-52.
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o

Figura 15: Perfiles de e lución a través de Sephadex G-50 medium
de la osteocalcina inmunorreact ¡va procedente de una mezcla de
sueros de sujetos adultos sanos. Se han utilizado los ensayos:
IRAlA EtSA-OST-NAT, IRMA ELSA-OSTEO y RíA OSCAtest. (Flujo = 0.5
mt/mm; Volumen de cada fracción 6 mt; Va = Volumen de
exclusión; Vt = Volumen total).
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En el caso de la BGP inmunorreactiva por el ensayo OSCAtest,

en el perfil de elución se observan tres picos situados respectivamente,

en el Yo de la columna, entre las fracciones 38 y 60 con un máximo en la

fracción 52 y entre las fracciones 70 y 82 sin un máximo definido.

La recuperación de BGP en el proceso de purificación por

Sephadex Li-SO medium fue de 70 ± 14% (n = 10).

4.2.2 Purificación por cromatografia líquida de alta presión

de la osteocalcina procedente de Sephadex ti-SO medium.

4.2.2.1 Purificación por cromatografía líquida de

alta presión de osteocalcina intacta

procedente de hueso humano.

La figura 16 muestra el perfil cromatográfico de la BGP

inmunorreactiva por el IRMA ELSA-OST-NAT resultante de la inyección en

HPLC de BGP purificada de hueso humano. El pico cuantitativamente más

importante detectado corresponde a un 32.4% de AcN (pico designado como

42, por la posición de su máximo). Este ensayo también detecta otro pico,

cuantitativamente menos importante, que corresponde a un 31.6% de AcN

(pico 38).

La recuperación de BGP en el proceso de purificación por HPLC

fue de 74±10% (n = 10).
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Figura 16: Perfil de e lución de la osteocalcina inmunorreact iva
procedente de hueso humano purificada a través de cromatografía
líquida de alta presión en fase reversa. (Ver apartados 3.2.6.)
y 3.2.6.2 de Materiales y Métodos para las condiciones de
purificación).
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4.2.2.2 Purificación por cromatografía líquida de

alta presión de la osteocalcina del medio

condicionado del cultivo de osteoblastos

humanos, tras filtración a través de

Sephadex G-50 medium.

La figura 17 presenta los perfiles cromatográficos de la BGP

inmunorreactiva por los tres ensayos utilizados, obtenidos tras la

purificación por HPLC del medio condicionado de osteoblastos humanos,

purificado previamente por filtración en gel.

Los tres métodos empleados, detectan 5 picos que corresponden

a 29.6% de AcN el pico 28, 30.2% de AcN el pico 31, 31.0% de AcN el pico

35, 31.6% de AcN el pico 38 y 32.4% de AcN el pico 42. Los picos son

designados por la posición de sus máximos.

Sólo el RíA OSCAtest detecta además los picos 3 (fracción no

retenida, que corresponde a un 25.0% de AcN), 19 (27.8% de AcM), 22

<28.4% de AcN) y 25 (29.0% de AcM).

En la figura 18 se muestran los porcentajes de cada uno de

los picos inmunorreactivos observados en la figura 17, con respecto al

total de la BGP de cada cromatograma. Cada porcentaje representa el valor

medio de los resultados obtenidos en dos inyecciones distintas en el

HPLC.
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Figura 11: Perfiles de elución de la osteocalcína inmunorreactiva tras
la purificación por cromatografía líquida de alta presión en fase reversa
de una mezcla de medios condicionados del cultivo de osteoblastos
humanos, purificada previamente por filtración en gel. (A = IRMA ELSA-
OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RíA OSCAtest). (Ver apartados 3.2.6.)
y 3.2.6.3 de Materiales y Métodos para las condiciones de purificación).
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Figura 18: Porcentaje de osteocalcina inmunorreactiva, con respecto a la
osteocalcina total determinada por cada uno de los ensayos, en los picos
obtenidos de la purificación por cromatografía líquida de alta presión
en fase reversa del medio condicionado del cultivo de osteoblastos
humanos (figura 17). tos picos se designan por la posición de sus
máximos. (A = IRMA ELSA-OST-NAT; 8 = IRMA EtSA-OSTEO; C = RíA OSCAtest).
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4.2.2.3 Purificación por cromatografía líquida de

alta presión de la osteocalcina del suero

de sujetos controles, tras filtración a

través de Sephadex G-50 .edium.

La figura 19 muestra los perfiles cromatográficos de la BGP

inmunorreactiva por los tres ensayos utilizados, tras la purificación por

HPLC del suero de sujetos controles, purificado previamente por

filtración en gel.

Por los tres ensayos ‘se detectan los picos cuyos máximos se

encuentran en las fracciones 6 (25.2% AcN), 28 (29.6% AcM), 31 (30.2%

AcM), 35 (31.0% AcM), 38 (31.6% AcM) y 42 (32.4% AcM). Los picas 3 (25.0%

AcM) y 22 (28.4% AcN) son detectados por los ensayos ELSA-OSTEO y

OSCAtest. El pico cuyo máximo se encuentra en la fracción 33 (30.6% AcM)

sólo se detecta por el método ELSA-OSTEO y el pico 19 (27.8% AcM) sólo

por el método OSCAtest.

En la figura 20 se muestran las porcentajes de cada uno de

los picos inmunorreactivos observados en la figura 19, con respecto al

total de la BGP de cada cromatograma. Cada porcentaje representa el valor

medio de los resultados obtenidos en das inyecciones distintas de I-IPLC.
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Figura 19: Perfiles de elución de la osteocalcina inmunorreactiva tras
la purificación por cromatografía líquida de alta presión en fase reversa
de una mezcla de sueros procedentes de sujetos adultos sanos, purificada
previamente por filtración en gel. (A = IRMA ELSA-OST-NAT; 8 = IRMA ELSA-
OSTEO; C = RIA OSCAtest). (Ver apartados 3.2.6.) y 3.2.6.3 de Materiales
y Métodos para las condiciones de purificación).
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Figura 20: Porcentaje de osteocalcina inmunorreactiva, con respecto a la
osteocalcina total determinada por cada uno de los ensayos, en los picos
obtenidos de la purificación por cromatograf la líquida de alta presión
en fase reversa de suero procedente de sujetos adultos sanos (figura 19).
tos picos se designan por la posición de sus máximos. (A = IRMA ELSA-OS!-
NA!; 8 = IRMA ELSA-OSTEO; C = RíA OSCAtest).
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Resultados

4.2.1.4 Purificación por cromatografía líquida de

alta presión de la osteocalcina del suero

de pacientes con insuficiencia renal

crónica, tras filtración a través de

Sephadex Li-SO medium.

La figura 21 muestra los perfiles cromatográficas de la BGP

inmunorreactiva por los tres métodos utilizados, tras la purificación por

HPLC del suero de pacientes con insuficiencia renal crónica, purificado

previamente par filtración en gel.

Par los tres ensayos se detectan los picos cuyos máximos se

encuentran en las fracciones 28 (29.6% AcM), 31 (30.2% AcM), 35 (31.0%

AcM) y 38 (31.6% AcM). Los picos 17 <27.4% AcM), 19 (27.8% AcM) y 22

(28.4% AcM) son detectados por los ensayos ELSA-OSTEO y OSCAtest. El

ensayo ELSA-OSTEO detecta además los picos 14 (26.8% AcM) y 25 (29.0%

AcM). Los picos 3 (25.0% AcN) y 10 (26.0% AcM) son detectados únicamente

por el ensayo OSCAtest.

En la figura 22 se muestran los porcentajes de cada uno de

los picos inmunorreactivos observados en la figura 21, con respecto al

total de la BGP de cada cromatograma. Cada porcentaje representa el valar

media de los resultados obtenidos en dos inyecciones distintas de HPLC.
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Figura 21: Perfiles de elución de la osteocalcina inmunorreactiva tras
la purificación por cromatograf la líquida de alta presión en fase reversa
de una mezcla de sueros procedentes de pacientes con insuficiencia renal
crónica, purificada previamente por filtración en gel. (A = IRMA ELSA-
OST-NAT; 8 = IRMA EtSA-OSTEO; C = RíA OSCAtest). (Ver apartados 3.2.6.1
y 3.2.6.3 de Materiales y Métodos para las condiciones de purificación).
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Figura 22: Porcentaje de osteocalcina inmunorreactiva, con respecto a la
osteocalcina total determinada por cada uno de los ensayos, en los picos
obtenidos de la purificación por cromatografía líquida de alta presión
en fase reversa de suero procedente de pacientes con insuficiencia renal
crónica (figura 21). tos picos se designan por la posición de sus
máximos. (A = IRMA ELSA-OST-NAT; 8 = IRMA ELSA-OSTEO; C = RíA OSCAtest).
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Resultados

4.2.2.5 Purificación por cromatografía líquida de

alta presión de la osteocalcina del suero

de pacientes con enfermedad ósea de Paget,

tras filtración a través de Sephadex Li-SO

medium.

La figura 23 muestra los perfiles cromatográficos de la BGP

inmunorreactiva por los tres métodos utilizados, tras la purificación por

HPLC del suero de pacientes con enfermedad ósea de Paget purificado

previamente por filtración en gel.

Los tres métodos empleados detectan los picos cuyos máximos

se encuentran en las fracciones 3 (25.0% AcN), 6 (25.2% AcN), 28 (29.6%

AcN), 31 (30.2% AcN), 38 (31.6% AcN) y 42 (32.4% AcN). Por los ensayos

ELSA-OSTEO y OSCAtest son detectados los picos 19 (27.8% AcN) y 22 (28.4%

AcN). Los picos 14 (26.8% AcN), 17 (27.4% AcN), 25 (29.0% AcN) y 33

(30.6% AcN) son detectados por el ensayo ELSA-OSTEO y el pico 26 (29.2%

AcN) por el ensayo OSCAtest.

En la figura 24 se muestran los porcentajes de cada uno de

los picos inmunorreactivos observados en la figura 23, con respecto al

total de la BGP de cada cromatograma. Cada porcentaje representa el valor

medio de los resultados obtenidos en dos inyecciones distintas de HPLC.
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Figura 23: Perfiles de elución de la osteocalcina inmunorreactiva tras
la purificación por cromatografía líquida de alta presión en fase reversa
de una mezcla de sueros procedentes de pacientes con enfermedad ósea de
Paget, purificada previamente por filtración en gel. (A = IRMA ELSA-OSP
PiAl; 8 = IRMA ELSA-OS/lO; C = RIA OSCAtest). (Ver apartados 3.2.6.1 y
3.2.6.3 de Materiales y Métodos para las condiciones de purificación).
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Figura 24: Porcentaje de osteocalcina inmunorreactiva, con respecto a la
osteocalcina total determinada por cada uno de los ensayos, en los picos
obtenidos de la purificación por cromatografía líquida de alta presión
en fase reversa de suero procedente de pacientes con enfermedad ósea de
Paget (figura 23). Los picos se designan por la posición de sus máximos.
(A = IRMA ELSA-OST-NAT; 8 = IRMA EtSA-OSTEO; C = RíA OSCAtest).
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Resultados

4.2.2.6 Purificación por cromatografía líquida de

alta presión de la osteocalcina del suero

de pacientes con osteaporosis

postmenopáusica, tras filtración a través

de Sephadex G-50 naedium.

La figura 25 muestra los perfiles cromatográficos de la BGP

inmunorreactiva por los tres métodos utilizados, tras la purificación por

HPLC del suero de pacientes con osteoporosis postmenopáusica, purificado

previamente por filtración en gel.

Los picos 6 (25.2% AcN), 26 (29.2% AcN), 28 (29.6% AcN), 31

(30.2% AcN), 35 (31.0% AcN) y 38 (31.6% AcM) son detectados por los tres

ensayos. Los ensayos ELSA-OSTEO y OSCAtest detectan además el pica 3

(25.0% AcM). El pico cuyo máximo se encuentra en la fracción 22 (28.4%

AcN) es detectado únicamente por el ensayo ELSA-OSTEO.

En la figura 26 se muestran los porcentajes de cada uno de

los picos inmunorreactivos observados en la figura 25, con respecto al

total de la BGP de cada cromatograma. Cada porcentaje representa el valor

medio de los resultados obtenidos en dos inyecciones distintas de HPLC.
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Figura 25: Perfiles de elución de la osteocalcina inmunorreactiva tras la
purificación por cromatografía líquida de alta presión en fase reversa de
una mezcla de sueros procedentes de pacientes con osteoporosis
postmenopáusica, purificada previamente por filtración en gel. (A = IRMA
EtSA-OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RíA OSCAtest). (Ver apartados 3.2.6.1
y 3.2.6.3 de Materiales y Métodos para las condiciones de purificación>.
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Figura 26: Porcentaje de osteocalcina inmunorreactiva, con respecto a la
osteocalcina total determinada por cada uno de los ensayos, en los picos
obtenidos de la purificación por cromatografía líquida de alta presión
en fase reversa de suero procedente de pacientes con osteoporosis
postmenopáusica (figura 25). Los picos se designan por la posición de sus
máximos. (A IRMA ELSA-OST-NAT; 8 = IRMA ELSA-OSTEO; C = RíA OSCAtest).
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Discusión

5.1 Estudio comparativo de seis ensayos para la determinación de

osteocalcina.

Como ya hemos mencionado en la Introducción, desde el

descubrimiento de la BGP en 1975-1976, se han desarrollado multitud de

ensayos para su determinación en suero o plasma, dado su gran potencial

en la evaluación de la tasa de remodelado óseo en varios estados

patológicos.

Los primeros ensayos desarrollados fueron RíAs, y

posteriormente han aparecido otras técnicas (IRMAs y FíAs) que han

supuesto una mejora debido a que utilizan en su mayoría anticuerpos

manoclonales. A pesar de los avances en la tecnología empleada, se han

obtenido resultados contradictorios en los niveles de BGP tanto en

sujetos sanos como en pacientes con diversas patologías óseas. Por esta

razón, nos planteamos como primera parte de este trabajo realizar el

estudio comparativo de seis ensayos comerciales de BGP, y la búsqueda de

las causas de estos resultados contradictorios. Además, esta primera

parte nos ha servido para la selección de los ensayos que después hemos

utilizado en la caracterización de las diferentes formas inmunorreactivas

de BGP presentes en el suero y en el medio de cultivo de osteoblastos,

estudio que constituye la segunda parte de esta tesis.

Como puede observarse en el capítulo de Resultados, todos los

ensayos estudiados presentaban valores aceptables en sus coeficientes de

variación intra e interensayo, ya que éstos eran iguales o inferiores al

10%.

El límite de detección es un dato muy interesante a la hora

de valorar cualquier técnica, pero sobre todo en aquellas determinaciones

en las que los valores bajos puedan tener una gran repercusión para el
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diagnóstico clínico. Los resultados de nuestro estudio muestran que el

limite de detección de los ensayos de BGP estudiados oscila entre 0.04

¡¿g/L para el IRMA OSTEOCALCINA y 1.2 ¡¿gIL para el IRMA ELSA-OSTEO,

considerándose todos aceptables. El valor del limite de detección de un

ensayo de BGP podría tener mucha importancia en el caso, por ejemplo, del

estudio de los pacientes tratados con glucocorticoides (131) o durante

el embarazo (116), ya que en estas situaciones los niveles de BGP

descienden, pudiendo incluso ser indetectables.

En cuanto a la linealidad de las diluciones, los resultados

obtenidos muestran que es mejor en los IRMAs que en los RIAs estudiados.

Dentro de los IRMAs, el porcentaje de recuperación oscila entre el 90%

y el 110%. En el caso de los RíAs, se obtienen los porcentajes de

recuperación más aceptables en el ensayo OSCAtest. Los peores resultados

se obtienen en el RíA OSTK-PR.

El estudio de recuperación analítica muestra, en general,

recuperaciones aceptables, entre 90% y 110%. Los IRMAs presentan mejores

porcentajes de recuperación que los RIAs. En los RíAs OSTEOCALCINA y

OSCAtest la recuperación media obtenida fue de 113.4 ±6.5 % y 116.7 ±

6.8 %, respectivamente, excediendo en ambos casos el rango anteriormente

citado.

Como se muestra en el estudio de estandarización, hemos

encontrado diferencias entre los ensayos. Estas diferencias deben ser

tenidas en cuenta a la hora de evaluar los resultados absolutos.

Estandarizaciones distintas dan lugar a resultadas diferentes en la

medida de una misma muestra de BGP. Una vez más se confirma la diferencia

en la calibración del estándar de BGP, y esto no sólo ocurre en los

ensayos propios de un determinado laboratorio, sino también en ensayos
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disponibles comercialmente, como es nuestro caso. Delmas y cois. <105),

en un protocolo realizado para estudiar la estandarización de 12 ensayos

de BGP, la mayoría propios de laboratorios individuales, demostraron las

diferencias en ésta. La obtención de diferentes valores absolutos de 61W

en la misma muestra analizada por diferentes ensayos, no se corregía

incluso después de la utilización de un estándar de BGP de referencia.

En un trabajo más reciente de Masters y cols. (126), en el que comparan

ocho métodos comerciales de 61W (cuatro comunes a los de nuestro

estudio), ponen de manifiesto la diferente estandarización de los ensayos

al analizar BGP humana sintética. Sólo con uno de los métodos (IRMA

Mitsubishi) obtienen recuperaciones cercanas a las esperadas. En nuestro

estudio, las mejores recuperaciones en el estudio de estandarización se

obtienen en los IRMAs ELSA-OSTEO y ELSA-OST-NAT, y en el RíA OSCAtest,

que son los ensayos que hemos elegido para realizar la segunda parte de

este trabajo. Las diferencias observadas entre nuestro trabajo y el del

grupa de Masters y cols., en el caso del IRMA ELSA-OSTEO y del RíA

0SCAtest, podrían ser debidas a que en nuestro estudio empleamos BGP

humana purificada de huesa, y Masters y cols. utilizan 61W humana

sintética. Estos autores concluyen su estudio diciendo que los esfuerzos

en mejorar la utilidad clínica de la BGP deberían estar encaminados hacia

la estandarización de los ensayos más que al desarrollo de nuevos

métodos.

Un aspecto fundamental a la hora de valorar los ensayos para

la determinación de BGP, es la naturaleza de los fragmentos de esta

molécula que un determinado ensayo puede detectar. Directamente

relacionado con este hecho se encuentra la estabilidad de las muestras

de suero en el laboratorio. Por ejemplo, si un ensayo detecta únicamente
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la molécula de BGP intacta y ésta es degradada a fragmentas en el suero,

a temperatura ambiente, la concentración de BGP medida será más baja si

la conservación del suero en esas condiciones es prolongada. Sin embargo,

si el ensayo detecta tanto la BGP intacta como otros fragmentos de la

molécula, la cantidad total de BGP medida, después de la degradación en

las muestras, será similar a los valores basales.

La naturaleza de los fragmentos de BGP circulantes en el

suero de sujetos controles y en pacientes con diversas patologías es

desconocida actualmente. En 1986, Farrugia y Melick (73) mostraron que

el riñón e hígado de rata degradaban rápidamente BGP marcada

radiactivamente. La BGP también se une al hidroxiapatito y ésta debe ser

la manera por la cual esta molécula se acumula en hueso; sin embargo, no

se conoce mucho acerca de la absorción de BGP desde el hidroxiapatito y

la posible generación de fragmentos de BGP en estados metabólicos de

elevada resorción ósea. Los fragmentos de BGP pueden ser producidos

directamente por los osteoblastos; durante el catabolismo en hueso,

hígado y riñón; o por degradación in vitro durante el almacenamiento de

las muestras.

Se han detectado algunos fragmentos inmunorreactivos de BGP

en pacientes con fallo renal crónica (77) y con enfermedad ósea de Paget

(78). Otros autores también han demostrado la heterogeneidad

inmunoquimica de la molécula de BGP intacta (123).

Las uniones Arg-Arg entre los residuos 19-20 y 43-44 en la

BGP humana son susceptibles de rotura endoproteolitica (27>, por tanto

los principales productos del catabolismo de la BGP en hígado y riñón

podrían ser los péptidos 1-19, 20-43, 45-49, 1-43 y 20-49, no pudiéndose

descartar la presencia de otros.
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Recientes hallazgos de Garnero y cols. (79) han mostrado que

los fragmentos 1-19, 20-43 y 45-49, resultantes de la degradación

endoproteolítica, representan juntos el 34% del total de BGP de los

sujetos sanos, mientras que el fragmento N-terminal medio (1-43) y la BGP

intacta constituyen el 30% y el 36%, respectivamente.

Con el fin de determinar la especificidad de los diferentes

ensayos de BGP con respecto a los fragmentos de esta molécula detectados,

hemos tratado las muestras de suero con un anticuerpo monoclonal dirigido

contra la región 43-49 de BGP humana. Desde un punto de vista teórico,

el anticuerpo monoclonal utilizado debería unirse a los fragmentos de BGP

20-49 y 45-49, además de a la molécula intacta 1-49. Así, los fragmentos

de BGP 1-19, 1-43 y 20-43 deberían permanecer en las muestras tratadas.

Los resultados obtenidos sugieren que los ensayos RíA OSTEOCALCINA, RíA

OSTK-PR, RíA OSCAtest, IRMA ELSA-OSTEO e IRMA OSTEOCALCINA detectan

algunos o todos los fragmentos 1-19, 1-43 y 20-43, debido a la BGP

residual en el suero después del tratamiento con el anticuerpo. Sin

embargo, el ensayo ELSA-OST-NAT no detecta ninguno de los fragmentos de

BGP que permanecen en el suero después del tratamiento con el anticuerpo.

A partir de los resultados obtenidos se podría concluir que

el IRMA ELSA-OST-NAT detecta sólo la molécula de BGP intacta 1-49. De

manera similar, el IRMA ELSA-OSTEO detecta la molécula de BGP intacta y

fragmentos N-terminales medios, pudiendo ser uno de ellos el fragmento

1-43 caracterizado por Garnero y cols. (79). Por otra parte, el ensayo

OSCAtest detecta fragmentos C-terminales de BGP (anticuerpo policlonal

dirigido contra los aminoácidos 37-49 de BGP humana), y posiblemente

algún fragmento tipo amino y/o de media molécula, además de la molécula

intacta. En el caso de los otros ensayos estudiados, es difícil
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determinar cuáles son los fragmentos detectados, y además se desconoce

por completo la especificidad de los anticuerpos empleados.

En un trabajo publicado en 1992, Garnero y cols. (125)

realizaron un estudio parecido al nuestro, en el que depleccionaron el

suero de sujetos normales, pacientes con enfermedad ósea de Paget y

pacientes con fallo renal, con el mismo anticuerpo monoclonal, dirigido

contra la zona 43-49 de BGP, que hemos utilizado en este trabajo para

estudiar la especificidad de los ensayos. Después de este tratamiento,

los niveles residuales de BGP en las muestras fueron medidos por el IRMA

ELSA-OSTEO y por el RIA OSTK-PR. Los resultados con el IRMA ELSA-OSTEO

coinciden con los nuestros, pero en el caso del RíA difieren, ya que

obtienen unos niveles residuales de BGP del 34% del total para los

sujetos normales y del 28% para los pacientes con fallo renal crónico.

Nuestros resultados muestran que hay diferentes formas de BGP

en las muestras de suero humano, y que los distintos anticuerpos

utilizados en las diferentes ensayos de BGP no reconocen a todas por

igual.

Un problema muy importante a la hora de la aplicabilidad

clínica de la medida de la BGP, es la marcada inestabilidad de esta

molécula en las muestras de suero. Un ensaya poco estable puede

representar un serio problema a la hora de la recepción y almacenamiento

de las muestras en un laboratorio clínico de tamaño medio o grande.

Debido a este hecho, durante la realización de este trabajo se ha tenido

especial cuidado en procesar todos los sueros y guardarlos a -601 dentro

de la primera hora después de la extracción de la sangre, con objeto de

que la posible inestabilidad de la muestra no condujera a falsos

resultados. En nuestra estudio, la estabilidad de los valores de BGP en
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el suero a temperatura ambiente es muy buena en los IRMAs ELSA-OSTEO y

OSTEOCALCINA, y si las muestras son recogidas en tubos especiales que

tienen un estabilizador, en el RIA OSCAtest. Sin embargo, esta

estabilidad es pobre en las muestras ensayadas por el IRMA ELSA-OST-NAT

y en los otros RíAs, posiblemente debido a la degradación de las

moléculas de BGP intacta en el suero a temperatura ambiente y a Cc. En

el caso del IRMA ELSA-OST-NAT, el cual probablemente detecta sólo la

molécula intacta, esta degradación produce un descenso muy significativo

en las concentraciones observadas de BGP.

Para los IRMAs ELSA-OSTEO y OSTEOCALCINA, la degradación de

la molécula intacta debe producir otros fragmentos que pueden ser

detectados por estos ensayos, no dando lugar a un descenso en las

concentraciones de BGP.

En el caso de los RíAs estudiados, que emplean anticuerpos

que detectan tanto la molécula intacta como los fragmentos, el descenso

de las concentraciones de BGP podría ser debido a la transformación de

los fragmentos iniciales y/o a la BGP intacta en otros fragmentos de BGP

no detectables por estos ensayos.

Nuestros resultados están de acuerdo con los de Garnero y

cols. (19,125), ya que estos autores encuentran que la concentración de

BGP medida con un IRMA especifico para la molécula intacta o con un RIA

bovino convencional descendió rápidamente después de la incubación del

suero a temperatura ambiente, mientras que la concentración total de BGP,

intacta más fragmento N-terminal medio, no cambió.

Rosenquist y cols. (132) estudian la estabilidad de la BGP

humana durante el almacenamiento de las muestras de suero a 41 durante

7 días, y obtienen un descenso del 63% con respecto al nivel basal al
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medir la BGP mediante un IRMA para BGP intacta, y un descenso del 10%

cuando emplean un EIA que ellos denominan N-MID, y que probablemente

detecta además de la forma intacta, el fragmento 1-43 de BGP.

También Banfi y cols. (133) realizan un estudio de la

estabilidad in vitro de la BGP en muestras de sujetos sanos. Estos

autores miden los niveles de BGP mediante un ensayo inmunoenzimático. En

las muestras mantenidas a temperatura ambiente (1, 2, 3 y 5 h), la BGP

descendió significativamente con respecto al valor basal. En las muestras

mantenidas a 41, el descenso fue menor y sólo fue significativo a 3 y

5 tu. Además, cuando adicionaron un inhibidor de proteasas a las muestras

mantenidas a temperatura ambiente, observaron una estabilización de los

niveles de BGP, aunque hubo mayores variaciones individuales.

En un trabajo publicado recientemente, Blumsohn y cols. (134)

muestran también la inestabilidad de la BGP en el suero de sujetos

adultos sanos al medir sus niveles mediante ocho ensayos disponibles

comercialmente. En todos los casos, la conservación de las muestras a
o

-20 C durante 4 semanas no tuvo efectos significativos en la

concentración de BGP en comparación con las muestras conservadas a -isl.

Para muestras conservadas a 41 durante 2 semanas y 4 semanas, la

estabilidad difería entre los métodos. Tanto el IRMA ELSA-OSTEO como el

IRMA OSTEOCALCINA mostraron poca degradación, confirmando nuestros

resultados y los de Garnero y cols. (79,125).

En nuestro estudio, en todos los casos, el porcentaje de

pérdida observado en el suero de pacientes con fallo renal crónico fue

más bajo que en el suero de sujetos controles, probablemente debido a la

presencia de una elevada concentración basal de fragmentos de BGP en el

suero de esos pacientes. Por lo tanto, una proporción más baja de
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moléculas intactas, con respecto a la concentración total de BGP,

sufrirán degradación.

Nuestros resultados, junto con todos los trabajos citados

anteriormente, muestran que la inestabilidad de la BGP en el suero

difiere cuando las medidas son realizadas con distintos ensayos de BGP.

Las patologías elegidas para este trabajo se seleccionaron

por ser condiciones donde la BGP sérica presenta niveles diferentes de

los normales. La enfermedad ósea de Paget (135), el fallo renal crónico

(75) y algunos casos de osteoporosis (136), están asociados con aumento

de las concentraciones de BGP. En este estudio hemos medido los niveles

de BGP sérica en cuatro grupos: sujetos sanos, pacientes con

insuficiencia renal crónica, pacientes con enfermedad ósea de Paget, y

mujeres con osteoporosis postmenopáusica. Los resultados obtenidos

muestran las diferencias existentes entre los valores absolutos de BGP

en un mismo grupo cuando son medidos por los distintos ensayos, lo que

estaría de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, en el

sentido de la diferente estandarización y especificidad de los métodos.

El hecho de encontrar diferentes resultados con distintos ensayos de BGP,

ha sido también descrito por otros autores (137). En todos los grupos,

los niveles más altos de BGP se obtenían con el IRMA ELSA-OSTEO.

Debido a la diferencia de resultados obtenidos mediante las

distintas técnicas de cuantificación de BGP, nos pareció interesante

realizar un estudio sobre la posible correlación de los diferentes

valores obtenidos. Hemos encontrado una correlación significativa entre

los valores de BGP determinados por los diferentes ensayos, en el caso

de los sujetos sanos y en el de las mujeres con osteoporosis

postmenopáusica. Sin embargo, con el suero de pacientes con fallo renal
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crónico no obtuvimos una correlación significativa en todos los casos.

Esto también fue observado, y de una manera más acusada, con el suero de

pacientes con enfermedad ósea de Paget. Estos hallazgos podrían ser

debidos a los diferentes fragmentos de RGP, posiblemente acumulados en

el suero de pacientes con fallo renal crónica, y a la diferente

especificidad de los ensayos de BGP para su detección. Una situación

similar se encontró con el suero de los pacientes con enfermedad ósea de

Paget, en los cuales un proceso de elevada resorción ósea produciría la

liberación de varios fragmentos de 61W en el suero.

Power y cols. (120), al revisar los valores descritos en la

literatura para la BGP sérica y ordenar de manera creciente los valores

correspondientes al grupo de mujeres normales, observaron que los valores

de 61W en los pacientes con enfermedad ósea de Paget y en los pacientes

con fallo renal crónico no seguían el mismo orden que en el caso de los

sujetos normales. Según estos autores, la explicación más posible seria

la presencia de diferentes formas inmunorreactivas de BGP en el suero de

estos pacientes y que los distintos anticuerpos no reconocen a todas por

igual.

También Hosoda y cols. (124), al correlacionar los niveles

de BGP medidos en diferentes patologías por un nuevo ELA y por un RíA

convencional, obtuvieron diferencias entre la pendiente de las rectas de

los pacientes con fallo renal y el resto de las patologías. Hosoda y

cols. atribuyeron estas diferencias a la acumulación de fragmentos

circulantes de BGP en el suero de los pacientes con fallo renal.

Masters y cols. (126) estudiaron la concordancia entre ocho

ensayos comerciales de BGP. Estos autores encontraron una importante

divergencia clínica entre los resultados de los diferentes métodos,
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especialmente en los pacientes con fallo renal, resultados que coinciden

con los nuestros.

Aunque en general todos los métodos estudiados para la

cuantificación de la BGP son de fácil realización, aceptables para su uso

y los valores correlacionaron bien, habría que tener en cuenta las

limitaciones y diferencias entre los diferentes ensayos. Una cuestión

importante es que no sería apropiado emplearlos indistintamente en la

realización de un estudio.

Como se ha expuesto a lo largo de esta Discusión, se ha

realizado un estudio exhaustivo sobre las características de seis ensayos

comerciales para la determinación de BGP, de amplia utilización en el

mercado. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas de

validación realizadas, y fundamentalmente en la estandarización y

especificidad de los ensayos con respecto a los diferentes fragmentos de

BGP, se han elegido los IRMAs ELSA-OST-NAT, ELSA-OSTEO y el RIA OSCAtest

para la realización de la segunda parte de este trabajo: Estudio de las

diferentes formas inmunorreactivas de BGP presentes en el medio

condicionado del cultivo de osteoblastos humanos y en suero. Las razones

para la elección de estos ensayos han sido las siguientes. En primer

lugar, eran los ensayos que presentaban mejores resultados en las pruebas

de estandarización, con lo cual los valores obtenidos se aproximaban más

a los reales. Por otra parte, el ensayo ELSA-OST-NAT es el único que

posiblemente sólo detecta la BGP intacta. El IRMA ELSA-OSTEO detecta,

además de la molécula intacta, fragmentos de tipo N-terminal medio, y por

último, el RíA OSCAtest es el único con un antisuera dirigido contra la

zona C-terminal de la molécula de BGP. Por tanto, la utilización conjunta

de los tres ensayos nos ha permitido una identificación más completa de

-114-



Discusión

los fragmentos de BGP presentes en el suero y en el medio condicionado

del cultivo de osteoblastos humanos.

Con objeto de corroborar los resultados obtenidos sobre la

especificidad de los anticuerpos de estos tres métodos, se ensayó su

reactividad cruzada con diferentes fragmentos sintéticos de BGP humana,

así como con BGP intacta humana y bovina. Los tres ensayos presentaban

reactividad cruzada con la BGP humana. El IRMA ELSA-OST-NAT no presentaba

reactividad cruzada con la BGP bovina, ya que a pesar de la homología de

secuencias en la zona C-terminal entre ambas especies, no es suficiente

para que la BGP bovina sea detectada por este ensayo de tipo

inmunorradiométrico, en el que está también implicada la zona N-terminal

de la molécula. Por último, como era de esperar, el antisuero del RíA

OSCAtest presentó inmunorreactividad cruzada con el fragmento 37-49 de

BGP, y sin embargo, ninguno de los restantes fragmentos fue detectado por

ninguno de los tres ensayos.

5.2 Estudio de las diferentes formas inunorreactivas de

osteocalcina presentes en el medio condicionado del cultivo

de osteoblastos humanos y en el suero de sujetos controles

y de pacientes con diversas patologías óseas.

En 1986 Gundberg y cols. (11) describieron la existencia de

diferentes formas inmunorreactivas de BGP en el suero de pacientes con

insuficiencia renal crónica, mientras que en el suero de sujetos adultos

sanos sólo obtenían un único pico inmunorreactivo. En este estudio, el

suero fue purificado a través de Sephadex Li-lOO y de Bio-Liel P-10, y

posteriormente por HPLC utilizando una columna de fase reversa C-18 y un

gradiente lineal de AcN-H20. El ensayo utilizado para la detección de las
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formas inmunorreactivas de BGP era un RíA con un anticuerpo policlonal

dirigido contra la zona C-terminal de la molécula de BGP. Posteriormente

en 1990, Taylor y cols. (78) describieron también múltiples fragmentos

de BGP en el suero de sujetos controles, pacientes con insuficiencia

renal crónica y pacientes con enfermedad ósea de Paget. En este caso, los

sueros también fueron purificados por filtración en gel, y el extracto

inmunorreactivo inyectado en un cromatógrafo para HPLC equipado con una

columna de fase reversa C-4 y sometido a un gradiente lineal de AcN-H20.

La determinación de BGP en las fracciones de HPLC se realizó mediante un

RíA con un antisuero dirigido contra la zona media de la molécula de BGP

humana. En este estudio, en el suero de sujetos controles no aparece un

único pico inmunorreactiva sino un gran número de ellos. En el suero de

los enfermos con insuficiencia renal crónica se observa mayor número de

fracciones inmunorreactivas. Los diferentes resultados encontrados por

Gundberg y Taylor se deben fundamentalmente a la diferente especificidad

de los ensayos de BGP utilizados.

Con respecto a la BGP sintetizada por el asteoblasto, no

parecen existir dudas de que la única forma de BGP sintetizada por el

osteoblasto sea la de 49 residuos, pero no se puede descartar que antes

de su liberación al exterior de la célula esta molécula sufra un

procesamiento intracelular que de lugar a otros fragmentos de la

molécula. Una vez liberada la BGP al exterior, la molécula intacta de 49

aminoácidos y/o los posibles fragmentos originados en el interior del

osteoblasto, se unen al hidroxiapatito del hueso a través del Lila o pasan

directamente a la circulación. En el suero, la BGP pasee una vida media

corta y es rápidamente metabolizada, principalmente en el riñón y en

menor grado en el hígado (72-74>. Por otra parte, durante el proceso de
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resorción del hueso, la BLiP unida puede sufrir roturas y los fragmentos

resultantes pasar a circulación. Teniendo en cuenta la estructura

primaria de la molécula de BGP, en la que existen dos enlaces Arg-Arg en

las posiciones 19-20 y 43-44, podemos suponer que los principales

productos resultantes de su metabolismo serán los fragmentos 1-19, 20-43,

45-49, 1-43 y 20-49, aunque no se puede descartar la existencia de otros

fragmentos derivados de la rotura de la BGP intacta y/o de otros

fragmentos.

La presencia de las diferentes formas inmunorreactivas de BGP

ha dado lugar a un gran número de trabajos en los últimos años, en los

que se pone de manifiesto la diversidad de resultados obtenidos cuando

determinan los niveles de BGP tanto en sujetos controles como en

pacientes con diversas patologías óseas, al utilizar diferentes

anticuerpos.

En un trabajo reciente, Garnero y cols. (79), utilizando

anticuerpos monoclonales dirigidos contra las zonas 5-13, 25-37 y 43-49

de la secuencia de BGP humana, han caracterizado diversas formas

inmunorreactivas de BGP en el suero de sujetos controles y de pacientes

con diversas patologías óseas. Para realizar este estudio, los autores

depleccionan el suero de determinadas formas moleculares de BGP

utilizando distintos anticuerpos monoclonales unidos a un soporte sólido,

y realizan la cuantificación posterior de la BGP remanente. Sin embargo,

las distintas formas de BGP que contribuyen a estos niveles residuales

no son separadas por un sistema cromatográfico como el HPLC.

En el presente trabajo utilizamos, por una parte, un sistema

de purificación y separación por HPLC similar al empleado por Liundberg

(77) y Taylor (78), y por otra parte, realizamos la detección de las
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fracciones inmunorreactivas mediante tres ensayos con diferente

especificidad. Los ensayos utilizados para realizar este estudio han sido

elegidos teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la primera parte

de esta tesis. El primero de los ensayos, ELSA-OST-NAT, es un IRMA que

detecta posiblemente sólo la molécula intacta 1-49 de BGP. El segundo,

ELSA-OSTEO (IRMA), detecta la molécula intacta 1-49 de BGP y fragmentos

N-terminales medios. Los anticuerpos utilizados en estos dos IRMAS

coinciden con los utilizados por Liarnero y cols. (79) en su reciente

trabajo. Con respecto al tercer ensayo, OSCAtest es un RíA que detectaría

la molécula intacta y fragmentos O-terminales de BGP, no pudiendo

descartarse reactividad cruzada con fragmentos medios y N-terminales

medios.

Como se ha descrito en el capitulo de Materiales y Métodos,

hemos empleado la filtración en gel como primer paso de purificación de

la BGP procedente del medio condicionado del cultivo de osteoblastos

humanos o del suero, y en particular, a través de Sephadex Li-50 medium.

La mayoría de los autores han utilizado la filtración en Sephadex como

paso de purificación de esta proteína a partir de tejido óseo o suero.

Así, Price y cols. (69,71) emplean Sephadex Li-lOO para la purificación

de BGP tanto de hueso de diversas especies animales, como de suero fetal

bovino y plasma humano. Otros autores también emplean este tipo de

Sephadex cuando purifican BGP procedente de suero humano (120,122). Otros

geles de filtración tales como Sephacryl S-200 (80,138) y Sephacryl S-300

(139) han sido también utilizados en esta primera fase de purificación.

El eluyente utilizado generalmente suele ser HCO3NH4 5mM. En este trabajo

hemos elegido Sephadex G-50 medium, con un rango de separación entre 1500

y 30000 Da de masa molecular, ya que como hemos descrito anteriormente,
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la BGP humana tiene una masa molecular de 5800 Da. Entre las diferentes

clases de Sephadex 0-50, se ha escogido el tipo medium, con tamaño de

partícula seca entre 50 y 150 jan, ya que el tipo superfine, que en

principio ofrecería una mayor capacidad de resolución por su menor tamaño

de partícula (10-40 ¡¿ni), obliga a utilizar flujos de elución

excesivamente lentos. La masa molecular aparente de la BGP humana marcada

con ‘~1 y de suero humano, obtenida en este trabajo mediante interpolación

en la curva de calibración de Sephadex, y a partir de su Ve, ha sido de

13800 Da. Esta masa molecular es’ mayor que la real de la BLM’ humana y

coincide con los resultados obtenidos por Gundberg y cols. (140), ya que

aunque la BLiP es una proteína pequeña, su gran carga negativa hace que

se comporte en los geles y columnas como si tuviera una masa molecular

entre 10000 y 17000 Da. Como se puede observar en el capítulo de

Resultados, cuando purificamos la BGP procedente del suero o del media

condicionado de osteoblastos humanos por Sephadex G-50 medium obtenemos,

además del pico correspondiente a la masa molecular de BGP y otro de

menor tamaño, un pico inmunorreactivo cuyo Ve corresponde al Va de la

columna, es decir, su masa molecular es superior a 30000 Da. Este hecho

ya ha sido descrito por otros autores (69,71,120), y podría corresponder

a formas agregadas de BGP y/o a la BGP unida a otros componentes del

suero.

El segundo paso utilizado, tras filtración en gel, para la

separación de los distintos fragmentos inmunorreactivos de BGP

procedentes del suero o del medio condicionado de osteoblastos humanos,

como ya se ha mencionado, ha sido el HPLC, y en concreto la fase reversa.

La cromatografía en fase reversa es una técnica de separación hidrofóbica

que proporciona elevada resolución y alta recuperación de la actividad
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biológica de las proteínas así purificadas. La columna C-4 y las

condiciones del gradiente empleadas en este trabajo son similares a las

utilizadas por otros autores para la purificación de BGP tanto de hueso

humano (117), como de suero (78,80).

Utilizando la metodología de purificación en gel, separación

posterior por HPLC, y cuantificación de la BGP mediante los tres métodos

descritos, hemos encontrado, al igual que Taylor y Garnero, múltiples

formas inmunorreactivas de 81W en el suero de individuos adultos sanos.

Nos pareció de gran interés comparar estas formas con las encontradas en

el medio condicionado del cultivo de osteoblastos humanos. Como puede

observarse en nuestros resultados, en el medio condicionado del cultivo

de osteoblastos humanos encontramos diferentes formas de BGP intacta

correspondientes a los picos 28, 31, 35, 38 y 42. Suponemos que estos

picos corresponden a la forma 1-49 de BGP ya que son detectados por el

ensayo ELSA-OST-NAT, además de por el IRMA ELSA-OSTEO y por el RíA

OSCAtest. Por otra parte, el ensayo OSCAtest detecta en el medio

condicionado de osteoblastos otras fracciones inmunorreactivas de BLiP,

19, 22 y 25, que corresponderían a formas de menor tamaño de tipo C-

terminal y/o medio, dada la especificidad del ensayo. Garnero y cols.

(79) miden BLiP intacta y el fragmento 14-terminal medio 1-43 en el

sobrenadante de células de osteosarcoma MG-63 y en osteoblastos humanos,

representando este fragmento 1-43 una proporción del 40% de la

concentración de BGP humana intacta. Según estos autores, el fragmento

1-43 debe ser secretado después del procesamiento intracelular de la BGP

intacta, ya que no hay evidencia de un ARN mensajero distinto al de la

molécula intacta codificado por el gen de BGP humana, o ser generado por

la degradación proteolítica de la proteína madura de 49 aminoácidos en
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el medio de cultivo. Estos autores no miden otro tipo de fragmentos en

los sobrenadantes de estas células.

En el suero de adultos normales encontramos, al igual que en

el medio de cultivo de osteoblastos, las cinco fracciones

correspondientes a BGP intacta. Además, en el suero encontramos una sexta

fracción (pico 6) también detectada por los tres ensayos,

cuantitativamente poco importante, y que no se detecta en el medio de los

osteoblastos. Con respecto a las fracciones 19, 22 y 25, detectadas por

el ensayo OSCAtest en el medio condicionado de los osteoblastos, en el

suero de sujetos controles sólo son detectadas la 19 y la 22, no

observándose la fracción 25, que podría haber experimentado un rápido

metabolismo periférico. Por otra parte, en el suero de sujetos controles

se observan dos picos por el ensayo ELSA-OSTEO (3 y 33), que

corresponderían a fragmentos 14-terminales medios y que no son detectados

por el ensayo ELSA-OST-NAT, y un pico en posición 3, detectado por el RIA

OSCAtest, que podría corresponder a fragmentos de tipo C-terminal, N-

terminal medio y/o medio. Con respecto a los picos encontrados en

posición 3, resulta curioso que no se retengan en la columna de HPLC. Una

posible explicación de este hecho es que esta BGP se encuentre unida a

otra sustancia circulante que no sea retenida en la columna y que

arrastre a la molécula de BGP, impidiendo su interacción con la misma.

En el caso del medio condicionado de osteoblastos, no se ha observado

este fenómeno, y como ya se ha presentado en el capitulo de Resultados,

vuelve a encontrarse una fracción de BGP que no se une a la columna, en

proporción considerable, en el suero de los pacientes con osteoporosis

postmenopáusica y enfermedad ósea de Paget. Sin embargo, este hecho no

se observa en el suero de pacientes con insuficiencia renal crónica. De
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estos resultados se deduce que no existen grandes diferencias

cualitativas entre los perfiles observados en el medio de cultivo de los

osteoblastos y en el suero de sujetos controles. La diferencia más

importante entre los perfiles de las fracciones inmunorreactivas

encontradas en el medio condicionado de los osteoblastos y en el suero

de sujetos controles corresponde a las fracciones 3 y 33, que se observan

por el ensayo ELSA-OSTEO en el suero, pero que no aparecen en el medio

condicionado. Suponen un 31.4% y 7.5% respectivamente del total de BGP

detectada por este ensayo. Dada la reactividad cruzada del mismo, y no

pudiendo ser BGP intacta, ya que no aparece en el correspondiente perfil

del ensayo ELSA-OST-NAT, tendrán que corresponder a fragmentos de BGP de

tipo N-terminal medio. Liundberg y cols. (77), al realizar el estudio de

las distintas formas inmunorreactivas de BLiP en el suero de individuos

controles, obtienen un único pico correspondiente a BGP intacta. En este

caso, el único ensayo utilizado para la detección de BGP utiliza un

antisuero dirigido contra la zona C-terminal de la molécula de BGP.

Cuando Taylor y cols. (78) realizan un estudio parecido en sujetos sanos,

pero empleando un antisuero dirigido contra la zona media de la molécula,

encuentran, además del pico correspondiente a la BGP intacta (en la mayor

proporción), tres picos anteriores y dos posteriores. Nuestros resultados

son bastante coincidentes con los de Garnero y cols. (79). Estos autores

encuentran en el suero de sujetos controles: 36.4% de BGP intacta, 13.9%

de fragmentos 14-terminales, 14.6% de fragmento medio, 30% de fragmento

N-terminal medio y 5.1% de fragmentos C-terminales medios. Si

consideramos que sólo se pudiera detectar la BGP intacta y fragmentos N-

terminales medios en el trabajo anterior, los porcentajes se convertirian

en el 54.8% para la BGP intacta y el 45.2% de la BLiP total para los
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fragmentos N-terminales medios. Si observamos la figura 2GB, nosotros

encontramos un 61% de BGP intacta (picos 28, 31, 35, 38 y 42) y un 38.9%

de fragmentos de BLiP de tipo N-terminal medio (picos 3 y 33).

Resulta interesante el hecho, no descrito en trabajos

anteriores, de haber obtenido varias fracciones que eluyen a distintos

porcentajes de AcN en el HPLC, y por lo tanto diferentes formas

moleculares, y que sin embargo poseen inmunorreactividad de BLiP intacta,

1-49. Una posible explicación de este hecho podría ser, que dichas

fracciones correspondieran a BGP con diferentes grados de y-

carboxilación. Ya en el alio 1980, Poser (28) describió la existencia de

moléculas de BGP parcialmente y-carboxiladas, con respecto a las tres

posiciones de Lila (17, 21 y 24) de la secuencia de BGP humana, al

purificar 81W de hueso humano. Por otra parte, se ha detectado BGP con

distintos grados de carboxilación o incluso totalmente descarboxilada en

suero humano (122), al disponer de ensayos específicos con reactividad

únicamente para BGP y-carboxilada. Sin embargo, los ensayos de BGP a los

que nos hemos estado refiriendo a lo largo de este trabajo no distinguen

entre BGP descarboxilada y parcial o totalmente carboxilada. En un

reciente trabajo de Cairns y Price (30), se demuestra que la BGP no está

completamente y-carboxilada en humanos. Según estos autores, esta y-

carboxilación incompleta reflejaría la y-carboxilación parcial de la

proteína durante su síntesis. Este hecho podría explicar los resultados

obtenidos en este trabajo en el sentido de obtener varios picos

correspondientes a BGP intacta en el propio medio de cultivo, y que

coinciden con los obtenidos en el suero. Por otra parte, Delmas y cols.

<141), al identificar proteínas no colágenas de hueso bovino por

electroforesis, encuentran cuatro formas de BGP de idéntica masa
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molecular y con diferente punto isoeléctrico. Los autores no pueden

explicar la causa de esta “microheterogeneidad”.

Otra posible explicación para la obtención de diferentes

picos inmunorreactivos correspondientes todos ellos a la molécula intacta

de 49 aminoácidos, podría ser el mayor o menor grado de glicosilación de

la BGP, hecho ya descrito por Gundberg y cols. (142) en sujetos normales,

en el caso de la BLiP unida al hueso.

Al observar el patrón de formas inmunorreactivas de BGP del

suero de pacientes con insuficiencia renal crónica en hemodiálisis

(figuras 21 y 22), llama la atención el hecho de que el pico 42, uno de

los correspondientes a la BGP intacta, y cuantitativamente importante,

que aparece en el suero de sujetos controles, no se observa en los

pacientes con insuficiencia renal crónica, detectándose sin embargo los

cuatro picos restantes, 28, 31, 35 y 38, también por los tres ensayos.

La ausencia de esta forma de BGP (pico 42) podría deberse a diversas

causas (77): jq Desaparición por su metabolismo periférico; 2! Síntesis

alterada de BGP durante el proceso acelerado de formación ósea en la

osteodistrofia renal; 3! Transformación de la molécula, en estados

urémicos, en una forma carbamilada, por condensación del grupo CN

derivado de la urea con grupos amino.

Una diferencia muy importante del perfil cromatográfico de

la BGP encontrado en los pacientes con insuficiencia renal con respecto

al perfil de los individuos controles, es la detección por el IRMA ELSA-

OSTEO de un pico situado en posición 25, que representa el 47% de la BGP

total detectada, y no aparece en el suero de sujetos controles, y que

debe corresponder a un fragmento 14-terminal medio por no ser detectado

por el ensayo ELSA-OST-NAT (BGP intacta). A este respecto, Garnero y
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cols. (79) describen la presencia, en un porcentaje del 50%, de un

fragmento 14-terminal medio de BLM’ en el suero de pacientes con fracaso

renal crónico, lo que estaría de acuerdo con nuestros resultados. La

presencia de este fragmento N-terminal medio, cuantitativamente muy

importante en los enfermos renales y que no aparece en los sujetos

controles, podría explicarse por el metabolismo de la BGP intacta a

fragmentos N-terminales medios y su acumulación en circulación debido a

la insuficiencia renal, por síntesis alterada en el osteoblasto, o bien

por aumento de la BGP circulante procedente de la resorción ósea que

acurre en la osteadistrof la renal.

Otros fragmentos que aparecen en el suero de pacientes con

insuficiencia renal crónica en hemodiálisis y no en sujetos controles son

el 19, detectado por el ensayo ELSA-OSTEO, y el 17, detectado por el RIA

OSCAtest. Este último corresponde posiblemente a un fragmento C-terminal

y/o medio de BLiP. Las causas posibles de la aparición de estos fragmentos

son las mismas que las reseñadas anteriormente con respecto al fragmento

25.

Por último, merece la pena destacar que en el suero de los

pacientes con insuficiencia renal crónica es prácticamente indetectable

el pico que aparecía en el suero de sujetos controles en posición 3, y

que correspondía a fragmentos que no se retienen en la columna de HPLC.

Esta diferencia con el suero de adultos sanos podria deberse a la

ausencia o alteración en la insuficiencia renal de una molécula

hipotética que se uniría a la BLM’ e impedirla su interacción con la

columna de fase reversa.

Ya en trabajos anteriores, Gundberg y Taylor habían descrito

la presencia de múltiples formas inmunorreactivas de BGP en el suero de
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pacientes con insuficiencia renal crónica. Liundberg y cois. (77)

encuentran en el suero de estos pacientes entre cuatro y seis fragmentos

inmunorreactivos diferentes utilizando un antisuero dirigido contra la

zona C-terminal. Taylor y cols. (78) observan múltiples fragmentos

inmunorreactivos (más que en el caso anterior) en el suero de los

pacientes con fallo renal, que no detectan en el suero procedente de

adultos normales. Para realizar su estudio, Taylor y cols. emplean un

antisuero dirigido contra la zona media de la molécula de BGP.

En el suero de los pacientes con enfermedad ósea de Paget

tampoco encontramos las cinco formas correspondientes a BGP intacta (28,

31, 35, 38 y 42) descritas en el suero de los sujetos controles, sino

solamente cuatro (28, 31, 38 y 42). Resulta interesante destacar que en

el suero de pacientes con insuficiencia renal crónica sólo se observaban

también cuatro formas de BLiP intacta, pero no las mismas que en este caso

(28, 31, 35 y 38). Las fracciones inmunorreactivas de BGP que aparecen

en posición 3 por el ensayo ELSA-OSTEO y OSCAtest son cuantitativamente

muy importantes, al igual que sucedía en el suero de los sujetos

controles. Por el ensayo ELSA-OSTEO, en el suero de estos pacientes se

detectan varias formas inmunorreactivas que no aparecen en el suero de

individuos controles. Una de estas formas, que es cuantitativamente

importante, es la fracción 25 (11.8%), que correspondería a un fragmento

14-terminal medio, como se ha citado anteriormente. Esta forma también es

detectada por este ensayo únicamente en el suero de los pacientes con

insuficiencia renal. Otro fragmento 14-terminal, presente en elevado

porcentaje (16.3%), es el 33, forma que también es detectada en el suero

de sujetos controles. El ensayo OSCAtest detecta en el suero de pacientes

con enfermedad ósea de Paget un fragmento en posición 26 en un 25.6%, y
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que no aparece en los sujetos controles. Este fragmento correspondería

a una forma C-terminal y/o media.

Taylor y cols. (78), al estudiar las diferentes formas

inmunorreactivas de BGP en el suero de pacientes can enfermedad ósea de

Paget, encuentran varios fragmentos comunes a los hallados en sueros

controles y otro fragmento específico de la enfermedad ósea de Paget.

Estos autores explican sus hallazgos diciendo que se han podido generar

fragmentos de BGP diferentes durante el anormal proceso de formación o

resorción ósea de esta enfermedad. Otra explicación, según los mismos

autores, sería la incapacidad del riñón para aclarar los fragmentos de

BGP con la misma rapidez con que se producen, en esta patología

caracterizada por un remodelado muy acelerado.

En el suero de los pacientes con osteoporosis postmenopáusica

se encuentran también cinco formas moleculares de BGP intacta, pero no

responden al mismo patrón de los sujetos controles (28, 31, 35, 38 y 42).

En este caso, se obtienen en las posiciones 26, 28, 31, 35 y 38. Esta

diferencia podría deberse a la propia naturaleza de la patología

osteoporótica, en la que se han descrito anomalías importantes en la y-

carboxilación de la BGP (143-145). Estas anomalías impedirían una unión

normal de esta proteína al hidroxiapatito del hueso y podrian estar

implicadas en el desacoplamiento de las actividades óseas de formación

y resorción. En esta patología, al igual que en la enfermedad ósea de

Paget y en los sujetos controles, vuelve a ser cuantitativamente

importante la fracción detectada en la posición 3 por los métodos ELSA-

OSTEO y OSCAtest. Una característica diferente del suero procedente de

las pacientes con osteoporosis postmenopáusica con respecto a los sujetos

controles y a las otras patologías estudiadas, es la ausencia de las
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fracciones 19 y 22, detectadas por el ensayo OSCAtest. El único trabajo

que hemos encontrado en la literatura en que estudian los posibles

fragmentos de BGP existentes en pacientes con osteoporosis

postmenopáusica es el de Garnero y cols. (79). Estos autores encuentran

en el suero de estas pacientes un patrón de formas de BGP muy similar al

de los sujetos normales, predominando la forma intacta y la 14-terminal

media. Sin embargo, en nuestro estudio el patrón de BGP en la

osteoporosis es también diferente.

Los resultados del presente estudio constatan la presencia

de diversas formas de BGP circulantes en el suero humano. Estas formas

podrían proceder tanto de la propia síntesis osteoblástica, como del

metabolismo periférico, o de los procesos de resorción ósea. Es muy

importante tener en cuenta que las formas moleculares de BLiP circulantes

dependen del tipo de patología ósea de que se trate. Este hecho, unido

a la diversidad de antisueros o anticuerpos disponibles para la

cuantificación de la BGP, hacen indispensable una adecuada selección del

método para realizar un determinado tipo de estudio clínico o para su

utilización en el análisis clínico rutinario.
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1. Todos los ensayos estudiados presentan valores aceptables de

sensibilidad, coeficientes de variación y recuperación.

2. La lineal idad de los IRMAs estudiados es mejor que la de los RIAs.

Los peores resultados se obtienen con el RíA OSTK-PR.

3. Los métodos que presentan un mejor grado de estandarización son los

IRMAs ELSA-OSTEO, ELSA-OST-NAT y el RíA OSCAtest.

4. Después de tratar las muestras de suero con un anticuerpo dirigido

contra la zona 43-49 de la BGP humana, sólo el IRMA ELSA-OST-14AT

no detecta BGP residual, sugiriendo que este ensayo detecta

únicamente la molécula de BGP intacta. El resto de los ensayos

estudiados son capaces de detectar otros fragmentos de BGP además

de la molécula intacta.

5. Además de la molécula de BGP intacta, el IRMA ELSA-OSTEO es capaz

de detectar fragmentos de tipo 14-terminal medio de BGP y el RíA

OSCAtest fragmentos C-terminales de la molécula.

6. La baja estabilidad de la BGP en el suero es un problema importante

a la hora de su utilización clínica. Con los ensayos IRMA ELSA-

OSTEO, IRMA OSTEOCALCINA y RíA OSCAtest (con el empleo de una

disolución estabilizante) se obtienen los mejores resultados de

estabilidad. Por tanto, las condiciones de almacenamiento de las

muestras son muy importantes al realizar la cuantificación de la

BLiP.
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7. Los valores absolutos de BLiP obtenidos en una misma muestra por los

diferentes ensayos son distintos. La correlación encontrada entre

los mismos es mejor en el caso de los sueros de sujetos controles

y de pacientes con osteoporosis, y peor en los pacientes con

insuficiencia renal crónica y enfermedad ósea de Paget, debido a

la existencia de mayor número de fragmentos de BGP circulantes.

8. Se han detectado diferentes formas inmunorreactivas de BGP en el

medio condicionado del cultivo de osteoblastos humanos.

9. Se han detectado también diferentes formas inmunorreactivas de BLiP

en el suero de sujetos controles y de pacientes con insuficiencia

renal crónica, enfermedad ósea de Paget y osteoporosis

postmenopáusica. Estas formas no son siempre las mismas,

dependiendo de su origen (osteoblastos, controles o distintas

patologías).

10. En todos los casos, es de destacar, la presencia de varias formas

de BGP que corresponden a la molécula intacta 1-49, y que sin

embargo eluyen a diferente porcentaje de AcN en el HPLC. Estas

formas podrían corresponder a diferentes grados de y-carboxilación,

glicosilación y/o carbamilación, o a otras modificaciones de la

molécula de naturaleza desconocida.

11. Aunque el patrón de las formas inmunorreactivas de BGP detectadas

en el suero de sujetos controles y en el medio condicionado del

cultivo de osteoblastos es muy similar, es de destacar la presencia
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en el suero de sujetos controles y no en el medio condicionado de

una forma de naturaleza 14-terminal que eluye a 30.6% de AcN y de

otras que no se retienen en la columna de HPLC y que no

corresponden a BGP intacta.

12. La principal diferencia encontrada en el suero de pacientes con

insuficiencia renal crónica con respecto al suero de sujetos

controles, es la ausencia de la forma inmunorreactiva de BLiP

intacta que eluye a 32.4% de AcN y la presencia, en elevado

porcentaje, de una forma N-terminal que eluye a 29.0% de AcM y de

otra C-terminal o media que eluye a 27.4% de AcN.

13. La principal diferencia encontrada en el suero de pacientes con

enfermedad ósea de Paget con respecto al suero de sujetos controles

es la ausencia de la forma inmunorreactiva de BGP intacta que eluye

a 31.0% de Ac14 y la presencia de múltiples formas inmunorreactivas

de tipo 14-terminal, entre las que destaca, desde un punto de vista

cuantitativo, la fracción que eluye a 29.0% de AcM, y de otra forma

C-terminal o media que eluye a 29.2% de Ac14.

14. En el caso de la caracterización de las formas inmunorreactivas de

BGP encontradas en el suero de las mujeres con osteoporosis

postmenopáusica, es de destacar la presencia de una fracción

correspondiente a BGP intacta que eluye a 29.2% de AcM y que no

aparece en el suero de los sujetos controles y la ausencia, sin

embargo, de otra fracción que si aparece en controles,

correspondiente también a BGP intacta y que eluye a 32.4% de AcM
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Por otra parte, es de destacar la ausencia de una forma de

naturaleza 14-terminal (30.6% de AcN) y de otras formas detectadas

por el ensayo OSCAtest (27.8% y 28.4% de AcN) que si aparecen en

el suero de los sujetos controles.

15. De los resultados del presente trabajo podemos concluir que las

diferentes patologías óseas estudiadas presentan diferentes

patrones inmunorreactivos de BGP circulante en suero, y por tanto,

es de gran importancia una rigurosa selección del ensayo a utilizar

en la cuantificación de los niveles de BLM’, en el estudio del

remodelado óseo en dichas patologías.
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