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1. INTRODUCCION




Introduccién

1.1 Remodelado dseo.

E1 hueso es un tejido conectivo especializado que constituye,
junto con el cartilago, el sistema esquelético. Estos tejidos tienen tres
funciones: 1) mecdnica, de apoyo y sitio de acoplamiento del misculo para
el movimiento; 2) protectora, para los drganos vitales y la médula dsea;
y 3) metabdlica, como reserva de iones para el organismo, especialmente
calcio y fosfato.

En el hueso, como en todos los tejidos conectivos, Tos
constituyentes fundamentales son las células y la matriz extracelular.
Esta altima es particu]armente‘abundante en este tejido, y estd compuesta
por un componente orgdnico (35%) y otro inorgdnico (65%). E1 componente
organico incluye coldgeno tipo I (90%), osteocalcina (BGP) (1-2%),
osteonectina, proteoglicanos, glicosaminoglicanos y lipidos, entre otros.
E1 componente inorgdnico estd constituido fundamentalmente por calcio y
fosfato en forma de cristales de hidroxiapatito (1).

Las células oseas 1levan a cabo los procesos activos de
formacién (osteoblastos) y resorcién (osteoclastos), que se producen
continuamente a Jo largo de toda la vida. Estos procesos son mds rdpidos
durante el crecimiento del esqueleto, y a esta etapa se la denomina
modelado 6seo. Esta etapa es responsable del tamafio y forma del hueso.
E1 remodelado dseo, 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 resorcion es
seguida por igual cantidad de formacidn {(2). La secuencia de eventos en
el sitio de remodelado incluye las siguientes fases: fase de activacidn,
que ocurre entre la aplicacidén del estimulo del remodelado y el comienzo

de la resorcion osteocldstica; fase resortiva, que incluye el tiempo en
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Introducciédn

que los osteoclastos estdn 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 ostecblastos ocupan la
superficie resorbida y sintetizan matriz hasta que un nuevo paquete de
hueso (ostedn) es formado y mineralizado (figura 1).

En diversas situaciones patolégicas, el remodelado dseo se
altera, bien de modo global o por desequilibrio entre los dos procesos
(formacién y resorcion). Estas alteraciones repercuten de forma
importante sobre las caracteristicas estructurales del hueso, y dan lugar
a diversas patologias 6seas, como son la osteoporosis, la osteopetrosis,
etc. Por todo ello, resulta de gran interés poder detectar Ilas
alteraciones del remodelado dseoc del modo mas exacto y precoz posible.
Con esta finalidad son utiiizados Tlos marcadores bioquimicos del
remode lado 6seo, que son productos especificos sintetizados por Tlas
células formadoras o por las resorbedoras, o componentes de la fase
mineral y de la matriz dsea vertidos a la circulacion durante 1la

resorcion del hueso {3).
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Célula de revestimiento

o Xe Xe Xo X X0
; @ : FASE
Hueso | @ 3 DE
@ ; REPOSO
F 4
Laguna osteacitica .. Preosteoclastos
Osteoclastos
OO
FASE
DE
() ACTIVACION

@ Osteoclastos / FASE
> DE

RESORCION

Linea de
oD
fD C"T"‘“ FASE
\ @ @& DE

@® @ REVERSION
Osteoide
o FASE
@ 1// FORMACION
i
Hueso nueva formado
FASE
DE
REPOSO

Figura 1: EFtapas del remodelado édseo.



Introduccidn

1.2 Algunas patologias oseas caracterizadas por una alteracioén
del remodelado dseo.

1.2.1 Osteodistrofia renal.

La osteodistrofia renal, término utilizado para describir las
complicaciones dseas de la enfermedad renal en estado final, es un
desorden multifactorial del remodelado dseo. Prdcticamente el 100% de los
pacientes con insuficiencia renal crdonica la han desarrollado desde antes
del comienzo de la didlisis (4).

Teniendo en cuenta las caracteristicas histoldgicas de 1la
osteodistrofia renal se puede clasificar en: 1) Osteoitis fibrosa; 2}
Osteomalacia; y 3) Enfermedad osea adindmica.

1) Osteitis fibrosa.

Es la forma cldsica de osteodistrofia renal y estd causada
por un hiperparatiroidismo secundario con contribuciones de citocinas
producidas localmente y una deficiencia de 1,25 dihidroxivitamina D
{1,25(0H),D).

Se caracteriza por fibrosis medular y por una frecuencia
aumentada del remodelado 6seoc, dando lugar a un aumento de la resorcion
y de la formacion 6sea. E1 aumento de la resorcion esta causado por un
aumento tanto del nuamero como de la actividad de los osteoclastos.

2) Osteomalacia.

La causa mds comin de la osteomalacia es la intoxicacién con
Al y otros metales pesados asociados con el tratamiento de la enfermedad
renal en estado final. Esta intoxicacién provoca mineralizacién
defectuosa, y aumento de la matriz sintetizada por los osteoblastos
existentes. A largo plazo se produce inhibicidn de la diferenciacidn de

Tos osteoblastos e inhibicidén de la funcion de los osteoclastos, dando
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lugar a una baja tasa de remodelado éseo. E1 resultado es un esqueleto
frdgil y los pacientes a menudo tienen deformidades esqueléticas, dolor
oseo y fracturas.

3) Enfermedad dsea adinamica.

Esta enfermedad es mds comin en pacientes con enfermedad
renal en estado final que no tienen hiperparatiroidismo secundario, que
han sido tratados en exceso con Ca y 1,25{0H),D o que tienen diabetes
mellitus o intoxicacion con Al.

Al igual que la osteomalacia, se caracteriza por un bajo
remodelado dseo, pero en este caso la cantidad de osteoide es normal o
reducido. La presencia de enfermedad dsea adinamica en pacientes con
enfermedad renal en estado final, que tienen funcion paratiroidea normal,
sugiere que la produccidén de uno o mds supresores de la formacidén dsea
esta aumentada o que otros promotores de la formacion 6sea no son
producidos. La enfermedad 6sea adinamica esta asociada con un aumento del
grado de fractura (5).

Ademas del efecto producido por un aumento o un descenso del
remodelado dseoc sobre los niveles séricos de los marcadores bioquimicos
del mismo, es importante destacar en este punto que, debido a Tla
insuficiencia de la funcidén renal, en el suero de estos pacientes se
produce una acumulacién anormal de todos aquellos marcadores cuya

principal via catabélica sea la renal, como es el caso de la BGP.

1.2.2 Enfermedad d6sea de Paget.
La enfermedad d6sea de Paget es un desorden localizado del
remodelado dseo. E1 proceso comienza con un aumento de la resorcién dsea

mediado por los osteoclastos, y continua con un aumento compensatorio en
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la nueva formacion 6sea. E1 resultado final es un mosaico desorganizado
de hueso en los sitios del esqueleto afectados. Este cambio estructural
produce hueso que es expandido en tamafio, menos compacto, mds vascular
y mas susceptible a deformidad o fractura que el hueso normal.

La etiologia de esta enfermedad permanece desconocida. Sin
embargo, existen datos que apoyan un componente genético significativo
y ademis esta enfermedad parece estar asociada a determinadas zonas
geogrdaficas y razas. También ha sido propuesto que los cambios en el
remodelado dseo ocurren como resultado de una infeccidn viral del
osteoclasto en el hueso pagético. Estos virus, que parecen ser de la
familia de los paramixovirus, promueven 1la fusion de las células
infectadas y la formacidn de células gigantes multinucieadas. La teoria
mds apoyada actualmente es que los osteoclastos grandes y funcionalmente
hiperactivos, caracteristicos del hueso pagético, son el producto de un
aumento, mediade por el virus, de 1la fusion celular entre Tlos
osteoclastos y las células progenitoras de los osteoclastos que migran
a los sitios afectados (6,7).

Desde el punto de vista del remodelado 6seo, los pacientes
afectados de enfermedad 6sea de Paget presentan una tasa muy aumentada

de formacidon y de resorcidn dsea.

1.2.3 Osteoporosis postmenopdusica.

La osteoporosis es una enfermedad caracterizada por una
disminucion de la masa oOsea, con deterioro de la microarquitectura del
tejido dseo, que conduce a un aumento de la fragilidad dsea con el
consiguiente incremento del riesgo de fracturas (8).

Entre sus formas clinicas la mas frecuente e importante es

-7-
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la osteoporosis postmenopdusica, un trastorno derivado del aumento de la
velocidad con que se produce la pérdida 6sea. Tiene su inicio durante el
periodo perimenopdusico y continda los 5 ¢ 10 anos siguientes (9). La
causa de este fendmeno es la carencia estrogénica, lo que ha quedado bien
demostrado porque el sindrome osteoporético es mucho més frecuente en el
sexo femeninoc y por la posibilidad de reproducir experimentalmente la
enfermedad induciendo la menopausia, asi como el efecto protector de la
terapéutica estrogénica sustitutiva (10).

La patogénia de 1la osteoporosis postmenopdausica se puede
describir, en Gdltimo término como el resultado de urna anomalia del
proceso conocido como remodelado dseo. 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 postmenopdusica es, en general, una
osteoporosis de alto remodelado dseo, o sea un trastorno en el que
numerosas unidades de remodelado trabajan simultdneamente y en cada una
de ellas hay un aumento absoluto de la fase de resorcidén no compensado
enteramente por un aumento de 1a formacidn. Al sumarse el déficit de cada

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

1.3 E1 osteablasto.

1.3.1 Caracteristicas histoldgicas y metabélicas.

E1 osteoblastoc es la célula de recubrimiento del hueso
responsable de la produccién de los constituyentes de la matriz (coldgeno
y otras sustancias). Se origina a partir dé una célula progenitora
mesenquimal local {célula progenitora estromal de médula ésea o célula

progenitora mesenquimal de tejido conectivo). Estos precursores
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proliferan y se diferencian a preosteoblastos y a continuacion a
osteochiastos maduros. Los osteoblastos nunca aparecen o funcicnan
individualmente, sino que siempre se encuentran en grupos de células
cuboidales a lo largo de 1a superficie del hueso {~ 100-400 células por
sitio donde se estd formando hueso).

A nivel microscépico, el osteoblasto se caracteriza por un
nicleo redondo en l1a base de la célula (opuesto a la base del hueso), un
citoplasma fuertemente baséfilo y un prominente complejo de Golgi,
localizado entre el nicieo y el extremo de Ta célula. Los osteoblastos
siempre se encuentran recubriendo la capa de matriz dsea que estdn
produciendo y que ain no estd calcificada (tejido osteoide). La presencia
del osteoide es debida a un retraso entre la formacion de la matriz y su
posterior calcificacion {el periodo de maduracidén del osteoide abarca
unos 10 dias).

A nivel estructural, el osteoblasto se caracteriza por: 1)
la presencia de un reticulo endopldsmico bien desarrollado con cisternas
dilatadas y un contenido granular denso, y 2) la presencia de un gran
complejo de Golgi. La membrana plasmatica del ostecoblasto es rica en
fosfatasa alcalina, y se ha descrito que tiene receptores para la hormona
paratiroidea (PTH) pero no para calcitonina; ademds, los osteoblastos
expresan receptores nucleares para estrogenos y 1,25(0OH) 0. Cuando los
osteoblastos terminan su periodo de secrecion pasan a ser células de
recubrimiento o a osteocitos (11).

Los osteoblastos poseen una regulacién autocrina. Pueden
sintetizar y depositar factores de crecimiento en Ta matriz Osea que
cuando son liberados durante el proceso de resorcidén dsea estimulan la

actividad osteoblastica. Algunos de estos factores producidos por el
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hueso o aislados de la matriz désea son el factor transformante del
crecimiento tipo B (TGF-B) (12), el factor de crecimiento similar a 1la
insulina tipo I (IGF-I) y Il (IGF-II) (13), etc. Los osteoblastos actdan
también mediando las sefiales sistémicas (PTH y 1,25(0H),D) para el

reclutamiento y actividad de los osteoclastos (14).

1.3.2 Procesos por los que el osteoblasto forma hueso.

La formacidn del hueso implica varios pasos: 1) sintesis y
procesamiento intracelular del coldgeno tipo I; 2) secrecidén vy
procesamiento extracelular del coldgeno; 3) formacion de microfibrillas,
fibrililas y por Ultimo, fibras de colageno; y 4) maduracion de la matriz
del coldgeno y posterior nucleacién y crecimiento de los cristales de
hidroxiapatito (15).

Todas estas funciones estan bajo el control de 1los
osteoblastos, dando como producto final un 35% de matriz orgdnica y un

65% de material inorgdnico cristalino.

1.3.3 Proteinas de la matriz désea sintetizadas por el
ostecblasto.
1.3.3.1 Coldgeno.

Las fibras de coldgeno tipo I constituyen del 85 al 90% de
las proteinas totales d6seas. Esta es la forma mds abundante de coldgeno
encontrada en el cuerpo y esta distribuida ampliamente en el tejido
conectivo. Las fibras de coldgeno son muy insolubles debido a sus puentes
covalentes intra e intermoleculares, tipo del que difieren del coldgeno
de tejidos conectives blandos (16).

La estructura basica de la malla de fibras de la matriz ésea
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es la molécula de coldgeno tipo I, que es una triple hélice,
superenrollada, que contiene dos cadenas a idénticas y una o,

estructuralmente similar pero genéticamente diferente.

1.3.3.2 Proteinas no coliagenas

Las proteinas no coldgenas constituyen entre el 10 y el 15%
del contenido total de proteinas dseas. Aproximadamente una cuarta parte
de estas proteinas tienen un origen exdgeno y son adsorbidas o atrapadas
en el espacio de la matriz dsea. Ejemplos de estas proteinas Tlo
constituyen el factor de crecimiento derivado de las plaquetas y 1la
albimina sérica (17).

En cuanto a las proteinas sintetizadas por el osteoblasto,
aproximadamente 1a mitad de la actividad biosintética de esta célula estd
destinada a las proteinas no coldgenas. Estas se pueden clasificar en
cuatro grupos generales: 1) proteinas de adhesién a células; 2)
proteoglicanos; 3) proteinas y-carboxiladas; y 4) proteinas relativas al
crecimiento.

1) Proteinas de adhesion a células.

La célula 6sea sintetiza cuatro proteinas que afectan a la
adhesién a células: fibronectina, trombospondina, osteopontina vy
sialoproteina dsea. De estas cuatro proteinas, unicamente la dltima es
especifica del esqueleto (18).

Tanto 1la osteopontina como 1la sialoproteina anclan el
osteoclasto al espacio extracelular éseo y a través de su union a
receptores especificos de la matriz extracelular (integrinas) permiten

gue el osteoclasto forme el borde activo y resorba hueso (19).
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2) Proteoglicanos.

Son macromoléculas que contienen cadenas de polisacaridos
acidicos ancladas al niucleo central de una proteina. En el hueso se
encuentran dos tipos: condroitin sulfato y heparina sulfato. Este Gltimo
estad asociado a la membrana y posiblemente facilita la interaccion de los
osteoblastos con las macromoléculas extracelulares y con factores de
crecimiento de unidn a la heparina. E1 condroitin sulfato en el hueso se
ancla a tres nicleos de proteinas 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 mayoria de las matrices de los
tejidos conectivos (20).

3) Proteinas y-carboxiladas.

La carboxilacidén dependiente de vitamina K se produce en
tres proteinas dseas no coldgenas: la BGP, la proteina Gla de la matriz,
y la proteina S. La proteina Gla de la matriz se encuentra en cartilago
y hueso (21) y su funcidn fisioldgica permanece desconocida. La proteina
S, ademds de formar parte de la via metabdlica anticoagulante de 1la
proteina C, se ha demostrado recientemente que forma parte de la matriz
6sea y que es sintetizada por los osteoblastos (22). En cuanto a la BGP,
objeto directo de este trabajo, posteriormente se expondrdn con detalle
sus caracteristicas.

4) Proteinas relacionadas con el crecimiento.

' Ciertas proteinas del hueso parecen estar asociadas con el
ciclo celular y la funcidn de los osteoblastos. Estas proteinas deben ser
factores de crecimiento como el TGF-B 1-5 y el IGF-1 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 1la célula osea, asociados con el
crecimiento y/o diferenciacion del osteoblasto de una manera indirecta
o todavia 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 osteobldstico (24).
La funcidn de la fosfatasa alcalina en la biologia celular dsea ha sido
materia de mucha especulacidén, y hasta el momento no estd totalmente
definida, aunque se conoce que desempefia un papel fundamental en el
proceso de mineralizacion del hueso.

La osteonectina es una glicoproteina fosforilada no
especifica de tejido dseo, que constituye aproximadamente un 2% de las
proteinas totales o6seas. Tiene elevada afinidad en la unién a calcio
idnico y a hidroxiapatito, y sus funciones en el hueso deben ser
miltiples, siendo asociada con el crecimiento y/o proliferacion de

osteoblastos, asi como también con la mineralizacion de la matriz (25).

1.4 Osteocalcina.

Una de 1las proteinas del huese mds abundante y bien
caracterizada es la BGP, ya que constituye aproximadamente hasta un 20%
(dependiendo de las especies, edad, etc.) del componente proteico no
coldgeno en el hueso adulto. Se le denomina BGP (del inglés "Bone Gla
Protein"), debido a que posee en su secuencia el dcido y-carboxiglutdmico
(Gla).

Fue descubierta simultdneamente por dos grupos de
investigadores hace 20 anos. En 1975 el grupo de Hauschka y cols. Ta

aislaron de hueso de pollo (26), y en 1976 Price y caols. caracterizaron
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una proteina 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 proteina contiene entre 46 y 50 aminodcidos (Masa
molecular = 5210 Da-5889 Da) dependiendo de las especies. La BGP
procedente de hueso humano tiene 49 aminodcidos en una tnica cadena
polipeptidica y una masa molecular de 5800 Da (28).

Comparando la secuencia aminoacidica de la BGP de distintas
especies (figura 2) se observa gran homologia, alrededor del 90% de la
estructura primaria de la BGP humana, ovina y bovina, y 50% entre la BGP
humana y 1la de pez espada, lo que indica que ha habido una gran
conservacion a lo largo de la evolucion (29). Una caracteristica comun
es la localizaciéon de tres residuos Gla en las posiciones 17, 21 y 24.
Esto ocurre en la mayoria de las especies, pero en humanos recientemente
se ha demostrado que existe una y-carboxilacién incompleta (30), siendo
la posicién 17 la que posee menor porcentaje de y-carboxilacion. Este
trabajo ratifica el hallazgo encontrado en el momento de su aislamiento
¥ secuenciacion, y que era atribuido a que la muestra de hueso utilizada
procedia de un individuo de 76 afios. Otra caracteristica 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 homologia de la zona central de la molécula,
donde estdn 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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1 5 10 15
Humano Tyr Lteu Tyr GIn Trp Leu Gly Ala Pro Val Pro Tyr Pro Asp Pro
Tetnera - - Asp His — - -— - Hyp Ala -— -— -— -— -
Oveia @ -— - Asp Pro Gly — -—- - Hyp Ala — -— — - -
Pez espada Ala Thr Arg -— Gly Asp Leu Thr -— Leu Gln
20 25 30
Humano Leu Gla Pro Arg Arg Gla Vai Cys Gla Leu Asn Pro Asp Cys Asp
Ternera  — - -—- Lys - - s e e e e e e
Oveja i
Pezespada -— -— Ser leu — - - — - —— o Val Alg — -
35 40 45
Humano  Glu Leu Ala Asp His lle Gly Phe Gin Glu Ala Tyr Arg Arg Phe
Ternera T e e e
Oveja e o e e e e e e e e e
Pez espada -— Met — -— Thr Ala — lle Val Ala — -— lle Ala Tyr
45
Humano Tyr Gly Pro Val
Tetnera S e -
Oveja —_ = - -
Pezespada —- -—- -— lle GiIn Phe

Figura 2: Secuencia de aminodcidos 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 homologia de la secuencia entre las distintas
especies, también hay caracteristicas comunes en la estructura
secundaria. Técnicas de dicroismo circular y espectroscopia en el
ultravioleta han verificado la existencia de una conformacidn en a-hélice

en la BGP (31) y han mostrado que niveles milimolares de Ca”, u otros
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cationes especificos, son necesarios para que la BGP adquiera esta
conformacion aproximadamente en el 40% de la molécula. En la mayoria de
las especies se han definido dos dominios: 1) "Hélice Gla", que contiene
los residuos Gla y se extiende desde 1a posicidon 18 a la posicidon 25 para
la BGP humana; y 2) "Hélice Asp-Glu", entre Tos residuos 30 y 41. En los
extremos N-terminal {posicion 1-8) y C-terminal (posicidén 42-47) de la
BGP humana se sittan dos ldminas B, respectivamente.

La estructura terciaria de las proteinas globulares es
producida en parte a través de giros B. La BGP humana presenta dos giros
B, 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 residuas de Cys de las posiciones 23 y 29 (31}.

La caracteristica mas notable de los dominios en a-hélice es
la periodicidad de Tos aminodcidos, cargados e hidrofébicos, 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 anfipdticas con
superficies anidonicas e hidrofobicas distintas. La periodicidad de la
a-hélice de 5.4 A, es similar a la distancia interatémica de los iones
de Ca® en el hidroxiapatito del hueso (32). Esta caracteristica
estructural de la BGP es muy significativa, ya que debe determinar su
interaccién con iones metdlicos, hidroxiapatito y otras fases sélidas de

fosfato cdlcico (figura 3).
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Figura 3: Estructura de la osteocalcina inducida por Ca y su
posible interaccion con el Ca” del cristal de hidroxiapatito.
La periodicidad de los tres residuos de dcido y-
carboxiglutamico (£’') en la osteocalcina es similar a la
distancia interatémica de Tlos iones Ca* (5.45 A) del
hidroxiapatito del hueso.

1.4.2 Interaccidon de la osteocalcina con el calcio idnico y
la fase mineral de fosfato cdlcico.
Los residuos Gla de Ja BGP, son los determinantes de su
afinidad al Ca® libre, a superficies del mineral que contienen Ca y a
vesiculas de fosfolipidos (33,34).
Aunque concentraciones milimolares de Ca™ provocan que la BGP

adopte 1la conformacién a helicoidal, la molécula descarboxilada (< 0.5
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residuos Gla/molécula), no es capaz de adoptar esta conformacidon en
presencia de Ca® (31). La descarboxilacién de la BGP también disminuye
la afinidad de ésta por el hidroxiapatito (33,35). Cuando Ta BGP es
adsorbida al hidroxiapatito, sus residuos Gla son protegidos de 1a
descarboxilacion térmica (33), lo que sugiere la interaccion directa de
los grupos carboxilo de Gla con 1a red de hidroxiapatito. En resumen, 1los
residuos Gla deben tener una implicacidn intrinseca en la interaccién de
BGP con el Ca™, tanto en solucidn como en la fase mineral s6lida (figura

3).

1.4.3 Sintesis de la osteocalcina.

La BGP se encuentra casi exclusivamente en la matriz dsea y
es sintetizada por el osteoblasto, célula formadora de hueso (36,37) y
por el odontoblasto (38), célula formadora de dentina. Ademds, 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 (RIA) en el
extracto de estas células (39). Aqui su papel fisiolégico es desconocido.
Tambien se ha encontrado expresion basal baja de ARN mensajero para BGP,
unas mil veces menos que en el tejido oseo, en diversos tejidos blandos
(higado, rifién, pulmon, cerebro, misculo) procedentes de rata, pudiendo
estar implicada en las calcificaciones patoldgicas de estos tejidos.
Ademds se ha encontrado mayor cantidad de ARN mensajero en aorta humana
calcificada (40), hecho ya descrito anteriormente en el caso de
calcificaciones ectdpicas (41). A pesar de haber encontrado expresion de
ARN mensajero para BGP en otros tejidos distintos al hueso, este organo

sigue siendo el principal productor de esta proteina, y por tanto puede
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ser considerada especifica de actividad osteobldstica.

La unica copia del gen de 1a BGP en el genoma humang estd
localizada en el cromosoma 1 (42), el cual tiene el gen para fosfatasa
alcalina, otro marcador bioquimico del metabolismo 6seo. E1 gen de la BGP
tiene 4 exones y 3 intrones (43) y codifica para una proteina de 11 KDa.
Esta proteina, pre-pro-BGP incluye un péptido sehal hidrofdbico de 23
residuos (exén 1), un propéptido de 26 residuos (exén 2) y la proteina
madura de 49 aminoadcidos (exones 3 y 4) (44). La region hidrofébica
dirige a la proteina para su procesamiento en el lumen del reticulo
endoplasmico y la region pro, que es homéloga a Tas regiones
correspondientes en los factores de coagulacidén sanguinea dependientes
de vitamina K, contiene Tlos sitios de reconocimiento de la ¥-
carboxilacién (45). Después de que la reqion hidrofébica es eliminada por
una peptidasa sefial, 1a pro-BGP sufre la y-carboxilacién. Posteriormente
el propéptido es eliminado y la proteina madura secretada al exterior de
la célula. La mayor parte de esta proteina se une a la matriz dsea
mineralizada y el resto pasa a la circulacion, pudiendo ser detectada en

el suero por RIA (figura 4) (46).
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Pre- pro- osteocalcina
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Eliminacion del
propéptido
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nativa no carboxilada
MINERAL OSEQO TORRENTE SANGUINEO

Figura 4: Biosintesis de osteocalcina en el osteoblasto.
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La formacién de Gla, por y-carboxilacion 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 accion de la vitamina K es
antagonizada por la administracidn de warfarina (anticoagulante de tipo
dicumarinico), la conversién de los restos Glu a Gla no puede ocurrir,
per 1o que no se produce el procesamiento del péptido maduro y su
precursor se acumula intracelularmente (48,49), o la BGP sintetizada, al
no poseer Gla, no se une al mineral y es liberada a la circulacidn

(50,51). E1 resultado en ambos casos serd unos huesos deficientes en BGP.

ca’
COO .l
| oo‘c\ /coo
CH2 CH
Vitamina K +*CO, l
CH» > CHo
Protein-carboxilasa
N
‘ Warfarina .
Residuo Glu de Residuo Gla de
osteocalcina osteocalcina

Figura 5: Gamma-carboxilacion dependiente de vitamina K de la
osteocalcina. la estructura del dcido y-carboxiglutdmico (Gla),
resultante de 1a y-carboxilacion del acido glutamico (Glu), es 1a de
un ligando bidentado con gran capacidad de unidn al Ca. Para la
sintesis de Gla son requeridos vitamina K y (0,, siendo inhibida
dicha sintesis por warfarina.

-21-



Introduccion

ET destino que sigue el propéptido una vez desligado de Ta
proteina madura es controvertido. Por una parte experiencias realizadas
con cultivos de una linea celutar humana de osteosarcoma, MG-63, y en
suero humano de adultos controles e individuos con varias patologias,
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 osteoblasticas 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 linea celular, MG-63, no
mantiene tantas caracteristicas de fenotipo osteobldstico como las
células empleadas en el sequndo estudio. E1 grupo de Kanzaki y cols. han
desarrollado un enzimoinmunoensayo (EIA) en fase sdlida para la
determinacidén del propéptido y ponen de manifiesto su utilidad como
marcador de formacidn dsea del crecimiento dseo en adolescentes y en ei

seguimiento del tratamiento con hormona de crecimiento (54).

1.4.4 Regulacion de 1a sintesis de 1a osteocalcina.

E1 principal factor que estimula la sintesis de BGP es 1la
1,25(0H),D, hecho demostrade tanto in vitrao, en cultivo primario de
células dseas humanas y células de fenotipo osteobliastico (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(0H),D.

También se ha demostrado en experiencias realizadas en

cultivos primarios de osteoblastos humanos que el icido retinoico activa
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la expresidn 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 produccidn (59).

Experiencias realizadas en células de osteosarcoma humano
muestran como el 17B-estradiol regula la secrecion de BGP inducida por
la 1,25(0H),0 provocando un aumento en ésta (60).

E1 factor de crecimiento de fibroblastos es otro modulador
de la sintesis de BGP, activando la transcripcion del gen de la BGP
humana transfectado a cé1u]as'de osteosarcoma de rata {61).

Otros factores estimuladores de la sintesis de BGP son el
IGF-1 y el IGF-II, 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 reduccion de la sintesis estimulada por 1,25(0H),D
de una manera dosis-dependiente, tanto a nivel de ARN mensajero de BGP
como de su produccion (64,65). En cultivos primarios de osteoblastos
humanos también produce una reduccion en la secrecidn estimulada por la
1,25(0H),D (66).

En una linea de osteosarcoma humano se ha observado como la
PTH y la prostaglandina E, inhiben significativamente la secrecion de BGP
estimulada por la 1,25(0H),D (55).

Los glucocorticoides también descienden la sintesis de BGP

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

Aunque la BGP se une fuertemente al hidroxiapatito del hueso,
una fraccidn de la molécula recién sintetizada es liberada a la sangre,
donde puede ser detectada por RIA (69). De la BGP total corporal, en
circulacion sélo se encuentra menos de un 0.01%, 1o que indica el gran
reservorio de BGP que constituye el esqueleto (70). Los niveles
circulantes de BGP se elevan en enfermedades metabolicas dseas
caracterizadas por aumento del remodelado 6seo (71), y su medida es
empleada como marcador de formacidon osea. La vida media de la BGP en el
suero es muy corta (15-70 min) (72) ya que es rdpidamente metabolizada,
principalmente por el rifibn y en menor medida por el higado y por el
hueso {46,73,74). Las enzimas presentes en el rifion degradan rapidamente
la BGP a componentes de peso molecular mds pequeio que seran facilmente
eliminados en 1la orina. En el higado la degradacion es mdas lenta. En
pacientes con insuficiencia renal croénica, los niveles elevados de BGP
podrian indicar mayor produccién de BGP, descenso en el aclaramiento
renal o ambos (75,76).

Es interesante destacar que 1los posibles fragmentos
circulantes de BGP, descritos en diversos trabajos (77,78,79), no sélo
proceden del metabolismo extradseo de la molécula, sino que también
pueden proceder de la destruccién del hueso durante el proceso de
remodelado 6seo. Asi 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 hidrdlisis proteolitica (Arg 19-
Arg 20 y Arg 43-Arg 44), por lo que los posibles péptidos resultantes de
la rotura de BGP serian: 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 fisioldgico de l1a osteocalcina.

La funcidn precisa de la BGP como un componente de la matriz
6sea ha sido motivo de gran especulacidon y alin en la actualidad no es del
todo conocida.

Dos caracteristicas estructurales van a determinar
fundamentalmente sus funciones en la dinamica del hueso. Por una parte,
su dominio denominado "hélice Gla", y por otra, un dominio con
conformacion en ldmina B en el extremo C-terminal de la molécula. Por el
dominio "hélice Gla" se adsorbe a la matriz dsea mineralizada con una
orientacidén tal que el extremo C-terminal queda accesible para su
interaccion con células adyacentes. Ademds este extremo es muy labil a
la accion proteolitica, y es el primer epitopo hacia el cual se dirigen
la mayoria de los anticuerpos policlonales, 1o que da mayor evidencia de
su situacion in vivo (81).

Estudios realizados por Price y cols. (27) indican que la BGP
inhibe in vitro el depdsito de hidroxiapatito de novo. De modo similar,
extractos de hueso que contienen BGP inhiben 1in vitro tanto 1la
transformacidn de brusita a hidroxiapatito (82), como el crecimiento de
hidroxiapatito (83). Otro trabajo realizado por Romberg y cols. (84) pone
de manifiesto que el Gla es el responsable de esta accidn inhibitoria de
la BGP ya que 1la molécula descarboxilada presenta menor poder de
inhibicioén que 1la carboxilada. Es posible que esta inhibicién de 1a
cristalizacion por la BGP sea Gnicamente resultado de su capacidad de
unién al hidroxiapatito, mds que su accién fisioldgica fundamental.

Ademds, al estudiar la localizacion de ésta y otras proteinas no

-25-



Introduccion

colagenas por inmunohistoquimica, durante la mineralizacidn de novo (85),
se observa que la BGP no estd presente en dreas de formacidn del primer
cristal, sino en l1a matriz completamente mineralizada, por lo que 1la BGP
podria estar implicada en el control del tamafio y velocidad de formaciodn
de los cristales. Este papel de la BGP sobre el control de la
mineralizacion estd apoyado por otros experimentos realizados en ratas
tratadas con warfarina, en las que se observa, en ausencia de la BGP, una
fusion completa de la placa de crecimiento 6seo con el cese asociado de
todo crecimiento 1longitudinal, es decir, se produce un exceso de
mineralizacion (86).

La resorcion 6sea es un componente esencial del crecimiento
del hueso y su remodelado, que implica 1la activacién de osteoclastos
multinucleados adyacentes al punto de vresorcién, asi como el
reclutamiento de células precursoras mononucleares (monocitos o
macrofagos), que se pueden fusionar en el ambiente adecuado para aumentar
la poblacidn osteoclastica (87). A la BGP se le ha asignado un papel
fisioldgico en el proceso de resorcidén 6sea. En un trabajo realizado por
Mundy y cols. (88) se demuestra que, in vitro, la BGP tiene actividad
quimiotdactica para diversas células que se encuentran adyacentes a las
superficies dseas endosteales in vivo (monocitos). Ademds de la molécula
intacta, también presenta actividad quimiotactica el pentapéptido C-
terminal procedente de la rotura de 1a BGP. Ya que la BGP es liberada del
hueso durante situaciones caracterizadas por el incremento del remodelado
O0seq, es pbsib1e que este efecto quimiotdctico de la proteina sea un
mecanismo para el reclutamiento de esas células a los lugares activos de
remodelado 0seo. En este sentido, Lian y cols. (89) han demostrado que

cuando se implantan subcutdneamente a ratas normales particulas 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
particulas dseas procedentes de ratas normales. Estos mismos autores, en
trabajos posteriores, ponen de manifiesto que esta disminucidén de 1la
resorcién dsea es debida a que en ausencia de BGP se produce una
alteracion en el reclutamiento y diferenciacion de los precursores de los
osteoclastos, suponiendo que la BGP debe funcionar como una sefial en la
matriz para el reclutamiento y diferenciacion de estas células
resorbedoras de hueso (90,91).

Recientemente se han realizado experimentos en células
osteocldsticas humanas, derivadas de células gigantes de tumores dseos,
proporcionando mds evidencias de que la BGP ejerce un papel en el proceso
de resorcion, induciendo una sefal intracelular mediada por calcio,
migracion y adhesidn, seguido por sintesis y secrecién de proteinas
enddgenas tales como sialoproteina, osteopontina y fibronectina (92).

Todo lo expuesto anteriormente, junto con el hecho de que la
sintesis de BGP es estimulada por la 1,25(0H),D (55), hormona que promueve
la resorcion d6sea, implican a la BGP como un mediador fisioldgico de la

resorcion dsea.

1.4.7 Utilidad clinica de la osteocalcina: Estado actual.

Un marcador bioquimico ideal de formacién Osea seria un
constituyente de 1a matriz del hueso sintetizado especificamente por los
osteoblastos de una manera proporcional a la sintesis de coldgeno, y con
una fraccion liberada a la circulacién proporcional a la incorporada a
la matriz. Ninguno de los marcadores de formacion dsea disponibles relnen

todos estos criterios, pero la BGP es uno de los mds satisfactorios. E1
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hecho de que la BGP sea sintetizada practicamente en exclusiva por los
osteoblastos, su caracteristica estructural que le permite unirse al
hidroxiapatito, y su funcion posiblemente crucial para la resorcion dsea,
han hecho que 1a medida de la BGP circulante sea util en la evaluaciodn
del remodelado dseo. Dado el interés de los investigadores clinicos en
poseer nuevos y especificos marcadores dseos, han sido numerosos los
estudios analizando la medida de la BGP sérica en diferentes enfermedades
metabdlicas dseas. Trabajos en los que se ha correlacionado 1a BGP sérica
con la evaluacidon cinética e histomorfométrica de resorcidon y formacion
6sea, han mostrado que 1a BGP sérica es un indice especifico de formacidn
6sea siempre que la resorcion y la formacion no estén acopladas (93-96).
Numerosos estudios han mostrade que 1a BGP sérica es un marcador sensible
del metabolismo del hueso en varias enfermedades metabdlicas dseas como
osteoporosis (97), hiperparatiroidismo primario {98), hipertiroidismo
(99) y osteodistrofia remal (100). Otras investigaciones clinicas
realizadas en adolescentes han l1levado a la conclusion de que la BGP
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 metabélicas dseas (103,104).

Las primeras determinaciones de BGP se realizaron por RIA.
La mayoria de los ensayos se establecieron con BGP bovina como trazador
y estdndar, y con antisueros policlonales de conejo anti-BGP bovina. A
pesar de esas semejanzas metodoldgicas, se han publicado numerosas
discrepancias en cuanto al rango de valores normales en adultos sanos y
para los valores medios obtenidos en enfermedades oOseas como

osteoporosis, hiperparatiroidismo, enfermedad oOsea de Paget e

-28-



Introduccion

hipercalcemia maliigna (105). En pacientes con metdstasis esqueléticas,
las concentraciones de BGP séricas no estan consistentemente elevadas
(106), y en la enfermedad G6sea de Paget a menudo no hay correlacidn entre
la BGP sérica y la fosfatasa alcalina, otro marcador de formacidn dsea
{107). También se han descrito resultados variables en pacientes con
osteoporosis y en las variaciones de los niveles circulantes de BGP 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 1las discrepancias publicadas implican
diferencias clinicas, 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 RIA para la BGP (69). Estos métodos empleaban BGP bovina como
estandar e inmundgeno, preparaciones y antisueros que se realizaban en
los laboratorios donde 1los ensayos eran 1levadecs a cabo. Los
determinantes antigénicos precisos de la molécula de BGP no han sido
claramente identificados, pero la mayoria de esos antisueros reconocen
ta regidén C-terminal de 1a 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 mayoria de ellos no muestran una reactividad
cruzada del 100% con Jla BGP humana (105). En 1988, Taylor y cols. (117)
desarrollaron el primer RIA con un antisuero dirigido contra un epitopo
de Ta zona media de la molécula de BGP humana, regidén que difiere entre

la BGP humana y la bovina. Resultados preliminares sugirieron que este
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ensayo era mds sensible que TJlos ensayos bovinos convencionales para
valorar el remodelado ¢seo en enfermedades como Ta enfermedad dsea de
Paget y el hiperparatiroidismo.

Con la finalidad de intentar clarificar las discrepancias
interlaboratorio en los valores de BGP, en 1987 Delmas, Mann y Price
disefiaron un estudio multicéntrico (105,118). E1 protocolo de
investigacidén incluia 12 ensayos diferentes de BGP, sdlo dos de ellos
comerciales, y unicamente uno con BGP humana como inmundgeno y estdndar.
Estos ensayos se aplicaron a muestras de suero seleccionadas y se empled
como estdndar, el propio de cada uno de los ensayos, y un estdndar de BGP
bovina proporcionado por el comité. Con Tla utilizacion de este estandar
de referencia, se pretendia ver si las diferencias en las concentraciones
de BGP en una muestra de suero dada, medida por distintos ensayos, podian
ser artefactos, eran relativas al uso de diferentes estindares de
calibracidén o podian reflejar diferencias entre los ensayos en cuanto al
epitopo de reconocimiento por el antisuero. A este respecto, Delmas y
cols. concluian de este estudio que Tas concentraciones absolutas de BGP
no podian ser comparadas entre Jos laboratorios, incluso cuando la misma
preparacion de estdndar era usada para la calibraciéon. Otro aspecto muy
importante de este protocolo era comprobar si los diferentes ensayos
proporcionaban informacion similar con respecto a las distintas
enfermedades metabdlicas Oseas. Como las diferencias interlaboratorios
en los niveles de BGP sérica afectan también los estados de enfermedad,
ta BGP para cada muestra patoldgica analizada se expresd como porcentaje
de aumento o descenso en relacion a los valores controles de BGP
determinados por el mismo ensayo. Los resultados indicaban claramente gue

para cada muestra de suero patoldgica la desviacién 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 elevacidn o supresion 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, ademds de la proteina intacta, en circulacion existian diferentes
fragmentos de BGP inmunorreactivos en pacientes con fallo renal crénico
e hiperparatiroidismo secundario, era 1égico pensar que esta variabilidad
podia ser debida a la variabilidad en el epitopo de reconocimiento por
los distintos antisueros. Ademds, en este mismo trabajo ponian de
manifiesto que algunos de estos fragmentos procedian de la resorcién del
hueso y no sdlo del metabolismo de 1la BGP en higado y rifion, y su
posterior acumulacidn en circulacién debido a la insuficiencia renal. En
el estudio de Delmas y cols. (105,118) no dan explicacidn a las
diferencias entre los ensayos, pero si ponen de manifiesto que esta
evaluacion requiere un amplio andlisis del epitopo de reconocimiento de
cada antisuero y un andlisis quimico del material inmunorreactivo
presente en el suero.

Durante la realizacion del estudio multicéntrico diversos
grupos de investigadores (119,120,121) desarrollaron nuevos ensayos, RIAs
o EIAs, en los que introducian como novedad la utilizacion de anticuerpos
monoclonales, pero sequian utilizando como inmundgeno la molécula de BGP
bovina. En diversos trabajos se realizé la comparacion de estos nuevos
métodos con Tos RIAs ya establecidos, que empleaban anticuerpos
policlonales. En general, se obtenia buena correlacidén entre los niveles
de BGP en sueros normales y patoldgicos medidos por los métodos que se
comparaban, pero en valor absoluto se obtenian niveles diferentes. En el

caso del EIA desarrollado por Power y cols. (119), 1la naturaleza del
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epitopo que reconoce el anticuerpo monoclonal empleado no fue bien
determinada, pero los niveles medidos en una poblacién de mujeres
coincidian con otros anteriormente publicades. En otro trabajo publicado
por los mismos autores (120), comparan dos RIAs con anticuerpos
policlonales y un RIA con anticuerpo monoclonal, obteniendo diferentes
resultados al medir muestras de suero y plasma. Estos autores
Justificaban esta variacion en los resultados por la existencia de una
serie de proteinas relacionadas con la BGP y con peso molecular cercano
a ésta, en suero normal y no s6lo en urémico, y porque los diferentes
anticuerpos detectaban muchas o algunas de esas formas. Tracy y cols.
{121) realizaron otro trabajo de comparacidén de dos RIAs con anticuerpos
monoclonal y policlonal, respectivamente, e intentaron estudiar el origen
de la variacion de los resultados, ya que una vez mds obtuvieron buena
correlacion entre los niveles de BGP en el suero de sujetos sanos medidos
por los dos ensayos, pero los valores eran mds altos cuando el RIA
empleado era el del anticuerpo monoclonal. Estos investigadores
recomendarcn que, antes de estandarizar los ensayos de BGP, se tengan en
cuenta una serie de aspectos: la cuantificacidén del estdandar de BGP se
debe realizar con el coeficiente de extincidon molar adecuado; el efecto
de varios ciclos de congelacidén y descongelacion, ya que se produce una
ligera pérdida en la inmunorreactividad; el efecto de la hemdlisis, ya
que un componente soluble de Tlos eritrocitos puede dar lugar a
proteolisis de la BGP; y por dltimo, la presencia de miltiples formas de
BGP inmunorreactivas en suero que se aprecian en una cromatografia de
filtracion en gel, ademds de la forma intacta de 49 aminoacidos.

La presencia de distintas formas inmunorreactivas de BGP en

suero, no s6lo de pacientes con insuficiencia renal crdnica, sino también
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en sujetos sanos y en pacientes con enfermedad d6sea 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 BGP humana, identificaron en muestras de suero mediante
cromatografia Tiquida de alta presion (HPLC), ademds de la molécula
intacta, otros fragmentos inmunorreactivos de BGP, y curiosamente, en el
suero de pacientes con enfermedad dsea de Paget, un fragmento de BGP que
parecia ser caracteristico de esta patologia.

Hasta entonces, no se conocia la especificidad de los ensayos
desarrollados para la medida de 1a 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 especifico para la zona y-carboxilada de 1a
molécula de BGP bovina. Al medir los niveles de BGP en sujetos sanos y
con diferentes patologias con este EIA y un RIA tradicional, se obtenia
una buena correlacidn entre ambos, pero los valores en el EIA eran un 24%
menores que los del RIA. Esta diferencia era debida a que el nuevo método
detectaba sé6lo la BGP y-carboxilada y el RIA la BGP total, es decir, 1la
BGP y-carboxilada mds la parcialmente degradada y/o descarboxilada. Este
EIA podria suponer un avance ya que 1la forma y-carboxilada es
posiblemente la forma activa y su medida podria suponer una mejor
informacion clinica.

Teniendo en cuenta la heterogeneidad inmunoquimica de la
molécula de BGP, los siquientes ensayos desarrollados se encaminaron a
la deteccidén unicamente de la molécula de BGP intacta y ademds, en
algunos casos, con especificidad para la BGP humana. En este sentido,

Deftos 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 Ta molécula de BGP
humana. Curiosamente también habia diferencias cuantitativas para la BGP
sérica con anticuerpos dirigidos contra el mismo fragmento de BGP.
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 ponian de manifiesto que, con la
interpretacion adecuada, la medida de la BGP sérica sigue siendo una
herramienta util en el estudio del remodelado oOseo, a pesar de 1la
heterogeneidad de la molécula en suero. Ademds, la disponibilidad de
anticuerpos especificos de determinadas regiones ayudaria a dilucidar las
bases estructurales para la heterogeneidad inmunoquimica de esta proteina
en suero.

En 1992, Hosoda y cols. (124) publicaron un trabajo en el que
desarrollaron un nuevo EIA tipo "sandwich", especifico para la molécula
intacta, con BGP humana purificada como estdndar 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 unico pico correspondiente a 1la
molécula de BGP 1-49, tras la purificacién 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, ademds

de 1a 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 patologias
6seas. A pesar de ésto, este ensayo es mds sensible que un RIA
convencional para detectar los cambios en el remodelado 6seo, como se
puede observar por los niveles aumentados obtenidos en condiciones de
elevado remodelado dseo {hiperparatiroidismo, enfermedad dsea de Paget
y fallo renal) y descendidos en pacientes tratados con glucocorticoides,
siendo la z-score media utilizando el IRMA mds elevada significativamente
que utilizando el RIA.

Como se puede deducir de todo lo expuesto anteriormente, se
han desarrollado y se estdn utilizando actualmente en estudios clinicos,
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
patoldgicos. Utilizan métodos parecidos a los de Delmas y cols., ya que
comparan dichos ensayos en términos de miltiplos del valor medio para
controles sanos. Dadas las diferencias en los tipos de ensayos (IRMA,
RIA), estandarizacion (bovina, humana}, tipo de anticuerpo (monoclonal,
policlonal) y especificidad (humana, bovina, molécula intacta, C-
terminal), es poco sorprendente que haya tan amplia variacion en los
valores absolutos de BGP determinados por los diferentes métodos. Como
ocurria en el protocolo disefiado por Delmas y cols., los resultados no
podian ser intercambiables entre los diferentes ensayos. Ademas, las
diferencias sdlo podian ser parcialmente normalizadas al ser expresadas

como porcentaje de desviacién del valor normal o como z-score.
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Estos hallazgos sugieren una vez mds 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 estdndar de BGP de referencia comin, como ya ha sido
demostrado por Delmas y cols. (105,118). Lo que si parece claro es que
los ensayos para la medida de la BGP no pueden ser estandarizados hasta
que la naturaleza de los anticuerpos, en términos de especificidad del
epitopo y reactividad con las miltipies formas de BGP en suero, esté
establecida. Otra cuestion pendiente y fundamental es el conocimiento de
las diferentes formas de BGP circulantes en el suero, tanto en
condiciones fisioldgicas normales como en diferentes patologias, para su

posibte utilidad diagndstica.
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Objetivos

Estudio comparativo de las caracteristicas técnicas de seis ensayos

comerciales para la cuantificaciéon de BGP: RIA OSTEOCALCINA, RIA

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

OSTEOCALCINA.

1.1 Sensibilidad, 1linealidad, recuperacidn, estandarizaciodn,
precision y reproducibilidad.

1.2 Estabilidad de la BGP contenida en muestras de suero.

1.3 Reactividad cruzada del ensayo con respecto a la BGP intacta
y a diferentes fragmentos de la misma.

1.4 Correlacion de los resultados obtenidos mediante Tlos
diferentes ensayos en sueros procedentes de sujetos sanos y

pacientes con diversas patologias dseas.

Estudio de las diferentes formas inmunorreactivas de BGP presentes

en ] medio condicionado del cultivo de osteoblastos humanos.

Estudio de las diferentes formas inmunorreactivas de BGP presentes
en el suero de sujetos adultos sanos y de pacientes con
insuficiencia renal crodnica, enfermedad d¢sea de Paget y

osteoporosis postmenopausica.

Comparacidon de 1las diferentes formas inmunorreactivas de BGP
encontradas en el medio de cultivo de osteoblastos humanos y en el
suero de sujetos adultos sanos y de pacientes con las patologias

o0seas anteriormente citadas.
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Materiales y Métodos

3.1 Estudio comparative de seis ensayos para la determinacidon de
osteocalcina.

3.1.1 Ensayos para la determinacién de osteocalcina.

En este trabajo se han estudiado seis técnicas comerciales
para la cuantificacion de BGP: tres RIAs y tres IRMAs. A continuacibn se
describen las caracteristicas principales de estos ensayos.

I. RIA OSTEOCALCINA (Nichols Institute Diagnostics,

EEUU).

E1 trazador de este ensayo es BGP humana marcada con I y el
antisuero se obtiene de conejos inmunizados con BGP humana. Los epitopos
a 1os que se une el antisuero no se describen. E1 estdndar empieado en
este RIA es 1a molécula de BGP humana 1-49, y el rango de concentracion
va desde 0.6 a 61 pg/L.

Las muestras de suero o los estdndares (25 ul/tubo), junto
con e1 anticuerpo y el trazador se incuban durante 3 h a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se adiciona el segundo anticuerpo (y-
globulinas de burro anti-conejo) y se incuba durante 30 min a temperatura
ambiente. Las fracciones libre y unida se separan mediante centrifugacidn
a 1300-1500 g durante 20 min y a 2-8°C.

II.  RIA OSTK-PR (CIS bio international, Francia).

En este RIA se emplean BGP bovina como estdndar (rango de
concentracion 1.25-56 ug/L), y la misma molécula marcada con "I como
trazador. E1 antisuero se obtiene de conejos inmunizados con BGP bovina,
no siendo descrita su especificidad de unién al epitopo.

Las muestras o estdandares (50 gl /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 incubacion
durante 15 min a 2-8 C, las muestras se centrifugan a 1500-2000 g (15
min, 2-8°C).

I1II. RIA 0SCAtest Osteocalcin (BGP) (BRAHMS Diagnostica

GMBH, Alemania).

E1 trazador es el fragmento 38-49 de BGP humana marcado con
"I. Un anticuerpo policlonal de oveja dirigido contra los aminodcidos 37-
49 de BGP humana se encuentra recubriendo la parte interior de los tubos
de reaccion. E1 estédndar empleado en este ensayo es BGP humana intacta,
con un rango de concentracién entre 2.0 y 78 ug/L.

Cincuenta gL de Tas muestras de suero o estandares se incuban
con el trazador durante 20-24 h a 4-8°C, en los tubos que 1levan fijado
el anticuerpo. Pasado este tiempo, el trazador que no se ha unido al
anticuerpo se elimina por aspiracién, y los tubos se lavan dos veces con
una disolucioén, cuya composicion no especifica la casa comercial
fabricante.

Recientemente, han sido comercializados para ser utilizados
junto con el ensayo unos tubos que contienen un reactivo estabilizante
(OSCAstabil). E1 suero debe ser colocado en estos tubos dentro de la
primera hora desde la extraccidn. En este estudio, Unicamente empleamos
estos tubos en la evaluacion de la estabilidad de 1a BGP en las muestras
de suero (ver mds adelante).

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

En este IRMA se utilizan dos anticuerpos monoclonales anti-
BGP diferentes. Uno dirigido contra los aminodcidos 5-13 de la molécula

1251

de BGP humana marcado con . E1 otro, dirigido contra los aminoacidos

43-49 de la BGP humana, va unido a una fase sélida situada en el fondo
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de Tos tubos de reaccion. E1 estdndar de este IRMA es BGP humana intacta
(rango de concentracién 4.7-160 ug/L}.

La muestra o estandar (50 ut) y el trazador (primer
anticuerpo) se adicionan a los tubos que 1levan fijado el segundo
anticuerpo, y después de 2 h de incubacién a 18-25°C, la radiactividad
no unida se elimina mediante aspiracién y varios lavados con una
disolucion de Tween 20.

V. IRMA ELSA-OSTEO (CIS bio international).

El trazador de este IRMA es el mismo anticuerpo monoclonal
que el utilizado en el ensayo IV. Los tubos de reaccidén l1levan, fijado
a una fase sdélida situada en su interior, otro anticuerpc monoclonal
dirigido contra la zona 25-37 de BGP humana. E1 estandar, con un rango
de concentracién entre 5.5 y 280 pg/L, es la molécula intacta de BGP
humana.

Después de adicionar 50 ubL de muestra o problema y trazador
(primer anticuerpo) al tubo que 1leva fijado el sequndo anticuerpo, los
tubos se incuban durante 2 h a 18-25°C. E1 exceso de trazador se elimina
mediante aspiracidén y varios lavados, con una disolucidén de Tween 20.

VI.  IRMA OSTEOCALCINA (Nichols Institute Diagnostics).

En este IRMA se emplean dos anticuerpos diferentes de cabra
anti-BGP humana purificados por cromatografia de afinidad. Los epitopos
reconocidos por los anticuerpos no se describen en las especificaciones
del IRMA. Uno de los anticuerpos se encuentra recubriendo una fase sélida
en forma de bola de plastico y el otro es marcado con '*I. E1 estdndar es
BGP humana intacta (rango de concentracidén 0.6-61 ug/L).

Después de adicionar 25 ul de suerp o estandar a cada tubo,

la muestra es incubada simultdneamente con el anticuerpo fijado a la fase
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s6lida y con el anticuerpo marcado con I durante 18-24 h a temperatura
ambiente. Después, la fase s6lida (bola de plastico) es lavada con una
disolucion que contiene un detergente para eliminar el trazador no unido

y otros componentes.

3.1.2 Pacientes y controles.

Para 1la obtencién de 1las muestras se cumplieron los
requerimientos del Comité de Etica de la Fundacién Jiménez Diaz.

Para realizar el estudio comparativo sobre los ensayos de
determinacidn de BGP, se incluyeron 32 sujetos adultos sanos (controles)
y 49 pacientes con diversas enfermedades metabdlicas ¢seas.

Ninguno de los sujetos controles (14 hombres y 18 mujeres,
edad media + DE = 33.7 + 8.5 afos, rango 20-53) tenia antecedentes de
alguna enfermedad o se encontraba tomando alguin medicamento que afectara
al metabolismo dseo.

También se incluyeron en el estudio, 20 pacientes con
insuficiencia renal crénica en hemodidlisis (13 hombres y 7 mujeres, edad
65.8 + 7.6 afios, rango 47-77) y 10 pacientes con enfermedad 6sea de Paget
(3 hombres y 7 mujeres, edad 70.6 + 4.8 afios, rango 65-76). Las pacientes
con osteoporosis postmenopausica (19 mujeres, edad 56.1 + 5.7 aiios, rango
44-69) presentaban evidencia radioldgica de una o mds fracturas
vertebrales no-traumidticas. E1 diagnéstico de los pacientes se confirmé
por parametros clinicos, bioquimicos y radiolégicos.

En todos 1los pacientes y controles se determiné la BGP
sérica. E1 suero se obtuvo por centrifugacién de 1a sangre a 4 C dentro
de la primera hora después de la extraccion. Inmediatamente se hicieron

alicuotas que se congelaron a -60°C hasta su utilizacion.
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3.1.3 Variables analiticas estudiadas en cada uno de los
ensayos.
3.1.3.1 Sensibilidad {Limite de deteccion).

Para calcular el limite de deteccidn de cada técnica se
determinaron en un mismo ensayo seis tubos correspondientes al estdndar
cero. La sensibilidad o 1imite de deteccidn del método, con un limite de
confianza del 95% viene definida por 1la concentraciéon hallada al
interpolar sobre la curva estdndar el valor de la media de los contajes
de Tlos seis tubos correspondientes al estdndar cero menos dos
desviaciones estindar en el caso que sea descendente (RIA), o mds dos

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

3.1.3.2 Linealidad de las diluciones.

La linealidad del método se evaludé haciendo diluciones
seriadas de una mezcla de sueros de pacientes con insuficiencia renal
cronica (sueros con elevada concentracion de BGP). Se hicieron diluciones
1/2, 1/4 y 1/8 de la mezcla de sueros con el estdndar cero de cada

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

3.1.3.3 Recuperacion anaiitica y estandarizacidn.

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

afadieron a muestras de suero humano, procedentes de sujetos controles,
cantidades conocidas de BGP (concretamente, cada concentracidn estdndar
del ensayo correspondiente). La recuperacion se calculé teniendo en
cuenta la diferencia de concentracidn cbtenida entre 1a muestra de suero
y la muestra mds el estdndar (127,128). Cada muestra fue analizada por

triplicado.
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Por otra parte, se estudié comparativamente Tla
estandarizacidn 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 (Marcoule, Centre
de Recherches, Francia). La BGP fue diluida con el estdndar cero de cada
ensayo, resultando unas concentraciones finales de 108, 54, 27, 13.5 y

6.75 ug/L, que fueron analizadas por triplicado por las seis ensayos.

3.1.3.4 Precision y reproducibilidad.

Para evaluar la precision de los distintos ensayos, se
determiné el coeficiente de variacidon intraensayo, y para evaluar la
reproducibilidad el coeficiente de variacion interensayo (127,128).

Para determinar el coeficiente de variacion intraensayo, una
misma muestra de suero se procesd seis veces en e] mismo ensayo. Se
emplearon dos muestras diferentes, con concentracion de BGP elevada y
normal, procedentes de un paciente con insuficiencia renal crénica y de
un sujeto control, respectivamente.

E1 coeficiente de variacion interensayo se determiné 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 cronica {niveles elevados de BGP) y otra de un sujeto

control (niveles normales de BGP).

3.1.3.5 Estabilidad de 1a muestra.
Se realizd un estudio de la estabilidad de Tos niveles de BGP
en el suero, en funcion del tiempo y de la temperatura de conservacion

de 1a 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 crénica. E1 suero se obtuvo por
centrifugacidén de la sangre a 4 C dentro de la primera hora después de
la extraccidn. Se recogieron varias alicuotas que se congelaron a -60°C
inmediatamente. Otras alicuotas se mantuvieron a temperatura ambiente
durante 2 h y 24 h, y a 4°C 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 RIA OSCAtest, alicuotas de 1 ml de suero de
las mismas muestras se afiadieron a unos tubos especiales del kit
denominados OSCAstabil (ver apartado 3.1.1}. El suero asi tratado, se
mantuvo en las mismas condiciones que las descritas anteriormente antes

de su congelacién a -60°C.

3.1.3.6 Especificidad de los anticuerpos
utilizados para 1la cuantificacion de
osteocalcina.

Este estudio se 1levd a cabo para determinar la especificidad
de los anticuerpos empleados en cada ensayo frente a los distintos
fragmentos de 1a molécula de BGP. Para ello, las muestras de suero fueron
tratadas con un anticuerpo monoclonal dirigido contra los aminodcidos 43-
49 de la BGP humana. Dicho anticuerpo se encontraba recubriendo una fase
solida 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 crénica.
Doscientos ulL de cada mezcla de suero fueron incubados en el tubo que
contenia e) anticuerpo durante 1 h a 18-25"C con agitacion. 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 repitid una vez
mis. Una alicuota de 200 uL de cada una de 1las mezclas de sueros se
incubd durante 3 h en las mismas condiciones en un tubo sin anticuerpo.
Dicha muestra se empled para determinar los niveles basales de BGP.
Tras el tratamiento de Tlas muestras de suero con el
anticuerpo anti-BGP, los niveles de BGP de las mismas se determinaron por
los seis ensayos descritos. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

3.1.3.7 Correlacion de los niveles de osteocalcina
sérica entre los distintos ensayos.

Se realizo un estudio de correlacion (coeficiente de Pearson)
y regresion lineal (minimos cuadrados) entre Tlos valores de BGP
determinados por los seis ensayos de BGP.

Se emplearon muestras de sueroc de sujetos controles,
pacientes con insuficiencia renal crénica, pacientes con enfermedad dsea
de Paget y mujeres con osteoporosis postmenopdusica, 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
postmenopdusica, 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 patologias.
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3.1.4 Reactividad <cruzada de 1los anticuerpos anti-
osteocalcina utilizados en los ensayos ELSA-OST-NAT,
ELSA-OSTE0 y OSCAtest con respecto a diversos
fragmentos de osteocalcina.

Como se explica en el capitulo de Discusidon de este trabajo,
las técnicas ELSA-OST-NAT, ELSA-OSTEC y OSCAtest fueron elegidas para
realizar el estudio de las formas inmunorreactivas circulantes de BGP en
el medio de cultivo de osteoblastos humanos y en suero. Por ello, se
estudio de manera mds detallada l1a reactividad cruzada de los anticuerpos
de dichas técnicas con distintos fragmentos de BGP, asi como con BGP
humana o bovina intacta.

Los fragmentos sintéticos de BGP humana analizados fueron:

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

*

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

*

BGP {14-28) (Cedido amablemente por C. Gundberg, Yale

University, School of Medicine, EEUU)

*

BGP (37-49) (Bachem Feinchemikalien AG)

5

BGP (45-49) (Peninsula Lab. Inc., EEUU)

*

BGP intacta (1-49) (Nichols Institute Diagnostics)
S61o en el caso del IRMA ELSA-OST-NAT se ensaydé BGP bovina
intacta (Incstar, EEUU) y no se ensayd el fragmento 45-49 de BGP humana.
Se ensayaron por los tres métodos descritos distintas
diluciones de BGP intacta o fragmentos de BGP. Para cada técnica, las

diluciones se realizaron con su correspondiente estdndar cero.

-48-



Materiales y Métodos

3.2 Estudio de 1las 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 patologias dseas.

3.2.1 Protocolo experimental.
En la figura 6 se muestra un esquema del protocolo

experimental seqguido 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 metabdélicas sometidos a operaciones quirlrgicas ortopédicas.
Las edades de estos pacientes estaban comprendidas entre 55 y 60 afios.

E1l protocolo utilizado estd basado en una wmetodologia
aplicada por Marie y cols. (129), con algunas modificaciones (130). De
las muestras se separd el hueso trabecular y se corté en pequefios
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 37 C con 5% de CO, y atmésfera
himeda. Se utilizd Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco,
EEUU), suplementado con 100 UI/mL y 100 ug/mL de penicilina/
estreptomicina, respectivamente (Biological Industries, Israel}, asi como
con un 20% de suero de ternera fetal (Gibco), que se cambid dos veces a
la semana. Las células osteobldsticas migraron de los explantes de hueso
y crecieron adheridas a la maila de nylon. Cuando las células habian
tapizado 1a superficie de la malla que queda alrededor del explante, los
soportes de vidrio se eliminaron y la malla se situdé sobre la placa de

Petri directamente. Posteriormente, las células se trataron con tripsina
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CONTROLES Y
CULTIWVO
PACIENTES CON
OSL%%I?L&?;OS DIVERSAS PATOLOGIAS
OSEAS
Medio condicionado Suero

Purificacién por
Sephadex G-50 medium

. l’ i * IRMA ELSA-OST-NAT
Cuantificacién de * IRMA ELSA-OSTEO
osteocalcina * RIA OSCAtest

w

Fracciones inmunorreactivas

Purificacién por HPLC

-

Cuantificacion de | |BMA ELSA-OST-NAT
osteocalcina * IRMA ELSA-OSTEO
* RIA OSCAtest

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
patologias dseas.
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al 0.25% (Biological Industries) durante unos minutos a 37°C, y se
subcultivaron en frascos de 75 cm’ con DMEM suplementado con antibidticos
y suero de ternera fetal al 20%, hasta que el cultivo era confluente.

Los subcultivos siguientes se realizaron en una proporcién
1:3 cuando Tas células habian alcanzado Ta confluencia.

Los osteoblastos, cuando no estdn en confluencia, tienen un
aspecto morfolégico muy parecido al de los fibroblastos, pero en
confluencia su aspecto difiere, adquiriendo una forma mds redondeada

caracteristica de los osteoblastos, como puede observarse en la figura

7.

Figura 7: 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 histoldgica como bioquimicamente, y por la estimulacién
de la sintesis de BGP en respuesta a la 1,25(CH),D, (130).

Para realizar el estudio de 1las diferentes formas
inmunorreactivas de BGP 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 solucién
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(0H),D,
(Roche, Suiza), 10® M de vitamina K (Roche) y 100 ug/mL de &cido
ascorbico (Sigma Chemical Co., EEUU). Después de 72 h, se recogié el
medio condicionado de los osteoblastos humanos, del que se tomaron tres
alicuotas para l1a cuantificacion de la BGP por los tres ensayos empleados
en esta parte del estudio. E1 volumen restante del medio condicionado se

congelé inmediatamente a -60°C hasta su posterior utilizacién.

3.2.3 Pacientes y controles.

Para 1la obtencion de las muestras se cumplieron Tlos
requerimientos del Comité de Etica de la Fundacion Jiménez Diaz.

En este estudio se utilizaron sueros de individuos adultos
sanos (controles), 16 mujeres y 16 hombres de edades comprendidas entre
24 y 53 afos (38.3 £ 9.4), sin patologia 6sea aparente y sin tratamiento
que pudiera afectar el metabolismo mineral.

E1 segundo grupo utilizado estaba formado por 20 enfermos con
insuficiencia renal crénica en hemodidlisis. E1 grupo estaba compuesto
por 12 mujeres y 8 hombres con una media de edad de 63.1 + 12.0 afios

(rango 34-79). Llevaban en programa de didlisis 68 + 71 meses.
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También se incluyeron 19 pacientes con enfermedad dsea de
Paget activa, 12 mujeres y 7 hombres con un rango de edad entre 56 y 79
anos (68.6 £ 6.5).

Por ultimo, se estudiaron 16 mujeres diagnosticadas de
osteoporosis postmenopdusica, con una media de edad de 56.6 + 8.1 afios
y un rango entre 44 y 69 afios. La densitometria mineral 0sea de estas
mujeres era inferior a dos desviaciones estdndar del valor normatl de un
grupo de la misma edad y sexo.

En todos 1los grupos de pacientes, el diagnostico fue
confirmado por pardmetros clinicos, bioquimicos y radioldgicos. En ningin
caso estaban recibiendo medicacion que afectara el metabolismo mineral
y en todos los grupos, a excepcion de los pacientes con insuficiencia
renal c¢rdnica, la funcidn renal era normal.

A todos los sujetos (controles y pacientes) se les extrajo
sangre a primera hora de la mafiana tras un ayuno de 12 horas. E1 suerc
fue obtenido por centrifugacién de la sangre a 4 C. Posteriormente se
hicieron alicuotas, que se congelaron a -60°C, siempre dentro de la
primera hora después de la extraccidn.

Una alicuota de suero fue utilizada para la determinacion de
los niveles de BGP por los tres ensayos descritos en el apartado 3.2.4.
E1 resto se empled para la purificacién y separacién de los distintos

fragmentos de BGP circulantes.

3.2.4 Ensayos de medida de la osteocalcina.
Para realizar 1la caracterizacidén de las  formas
inmunorreactivas de BGP presentes en e1 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-OSTEQ

3) RIA 0OSCAtest

Estas técnicas han sido descritas con detalle en el apartado
3.1.1.

E1 contenido de BGP 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
cuantificacién de BGP. Lo mismo sucedié con las muestras resultantes de
la purificacidén de los medios condicionados o sueros a través de Sephadex

G-50 medium o HPLC.

3.2.5 Purificacion de la osteocalcina del medio condicionado
del cultivo de osteoblastos humanos y del suero humano
por filtracion en gel Sephadex G-50 medium.
3.2.5.1 Preparacion del gel Sephadex G-50 medium

y relieno de la columna.

Cincuenta gramos de Sephadex G-50 medium (Pharmacia LKB,
Suecia), con un tamafio de particula seca de 50-150 gm y un rango de
separacion para péptidos y proteinas globulares de 1500 a 30000 Da de
masa molecular, se mantuvieron en agua ultrapura durante 3 dias y a 4°C.
Durante este tiempo, se decantd varias veces el agua para eliminar las
particulas del gel de menor tamafio que quedaban flotando en 1la
superficie. A continuacidn, la suspensidn del gel en agua se calento en

bafio 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 dejdé enfriar
y se desgasificd al vacio.

Una vez preparado y desgasificado, el gel se vertié
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 dejé compactar durante 2 dias a 4°C, y a
continuacion se aplicaron aproximadamente 2.5 L de HCO,NH, 5 mM con azida
sodica (0.01%), para evitar el crecimiento bacteriano, a un flujo de 0.5
mL/min (Bomba Tris) (Isco Inc., EEUV).

Una vez compactado, la altura final del gel fue de 94 cm.
Para saturar los sitios de unién 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/min, equilibrdndola a continuacién con HCO,NH, 5 mM

al mismo flujo.

3.2.5.2 Calibracidén de 1a columna de Sephadex G-50
medium.

Para 1a calibracion de 1la columna se utilizaron: albumina
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 albimina sérica bovina, 7 mg de
inhibidor de tripsina, 9 mg de ribonucleasa A, 5 mg de insulina y una
punta de espatula de rojo de fenol, disueltos en 9 mL de HCONH, 5 mM. Las

muestras se eluyeron con HCONH, 5 mM a un flujo de 0.5 mi/min y a 4°C.
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Se recogieron 110 fracciones de 6 mL cada una, empleando un colector
Retriever II (Isco Inc.).

E1 método de deteccidn empleado para la obtencidén de los
correspondientes picos del cromatograma fue 1la absorbancia en el
ultravioleta. Se empledé 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 calculo el volumen de
elucidn (Ve) de cada estandar. Este Ve se midid desde el comienzo de 1la
aplicacion de la muestra hasta el centro del pico de eluciodn.

ET volumen de exclusion (Vo) de la columna corresponde al Ve
de la albtimina sérica bovina, ya que su masa molecular (66000 Da) es
mayor que el rango superior de separaciodn del gel (30000 Da). E1 volumen
total (Vt) corresponde al Ve del rojo de fenol, ya que su masa molecular
(550 Da) es menor que el rango inferior de separacién del gel (1500 Da).

La curva de calibracion de la coiumna se obtuvo representando
el coeficiente de particion entre la fase liquida y 1a fase del gel (Kav)
de las tres proteinas aplicadas (inhibidor de tripsina, ribonucleasa A
e insulina) frente al logaritmo de su masa molecular.

E1 Kav para cada proteina se obtuvo aplicando la fdrmula

matematica: Kav = {Ve - Vo)/(Vt - Vo).

3.2.5.3 Determinacion de 1a masa molecular
aparente de osteocalcina intacta humana y
del fragmento 38-49 de osteocalcina
humana.
Quinientos gL (aproximadamente 80000 cpm) de BGP humana

125

marcada con I {Nichols Institute Diagnostics), disueltos en 9 mL de una
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mezcla de sueros humanos, se aplicaron a la columna de Sephadex G-50
medium y se eluyeron con HCO,NH, 5 mM a un flujo de 0.5 mL/min y a 4°C,
recogiendo 110 fracciones de 6 mt. En una alicuota de 2 mL de cada
fraccién se midid la radijactividad en un contador y Cobra (Packard,
EEUU).

Una alicuota de 500 uL (aproximadamente 40000 cpm) del
trazador del RIA 0SCAtest, fragmento 38-49 de BGP humana marcado con I,
disuelta en 9 mL de suero humano se aplicéd a la columna de Sephadex y se
eluyd con HCO,NH, 5 mM a un flujo de 0.5 mL/min y a 4°C. Se recogieron 110
fracciones de 6 mL. De cada una de las fracciones se tomaron alicuotas

de 2 mi en las que se determing su radiactividad.

3.2.5.4 Purificacion de la osteocalcina del medio
condicionado del cultivo de osteoblastos
humanos a través de Sephadex G-50 medium.

Previamente a la purificacién 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 alicuotas consecutivas de 9 mL de una mezcla de medio
condicionado de osteobiastos humanos, cuitivados como se ha descrito
anteriormente (apartado 3.2.2), se aplicaron a la columna de Sephadex G-
50 medium, previamente equilibrada con HCO,NH, 5 mM. Se eluyeron con el
mismo solvente a un flujo de 0.5 mL/min y a 4 C. Se recogieron 110
fracciones de 6 mL cada una, y una alicuota de 1.5 mL de cada fraccién
(agrupadas de dos en dos) se liofilizéd y se empled para la determinacidn
de la BGP inmunorreactiva por los tres ensayos descritos en el apartado

3.2.4. Para ello, el liofilizado se resuspendio en 150 pl del estdndar
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cero del ensayo correspondiente. E1 volumen restante de cada fraccidn se
congeld hasta su posterior utilizacidn. Las fracciones que presentaban
inmunorreactividad por alguno de los tres ensayos se agruparon y se
Tiofilizaron para su posterior purificacion por HPLC. No se incluyeron
las fracciones inmunorreactivas correspondientes al Vo de 1a columna.
Todo el proceso se repitio una vez mds con otras tres mezclas de medios

condicionados de osteoblastos humanos purificadas a través de Sephadex.

3.2.5.5 Purificacién de la osteocalcina del suero
de sujetos controles y de pacientes con
diversas patologias Oseas a través de
Sephadex G-50 medium.

Previamente a la purificacién por filtracion en gel, se
midieron los niveles de BGP de las muesiras de suero, tanto de Tlos
sujetos controles como de los pacientes con diversas patologias dseas,
par 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 l1a columna de Sephadex
6-50 medium y se eluyeron con HCO,NH, 5 Mm a un flujo de 0.5 mL/min y a
4°C. Se recolectaron 110 fracciones de 6 mL cada una y se hicieron
alicuotas de 1.5 mL de cada una de las fracciones, que se liofilizaron
para su posterior determinacidn de los niveles de BGP por los tres
ensayos de BGP empleados en este estudio. Cada alicuota liofilizada se
reconstituydé en 150 ul. del estdndar cero del correspondiente ensayo.

Las fracciones inmunorreactivas por alguno de los tres
ensayos, procedentes de tres cromatografias diferentes, se agruparon y

se liofilizaron hasta su posterior purificacion por HPLC. Las fracciones

-58-



Materiales y Métodos

inmunorreactivas correspondientes al Vo de 1a 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 cronica,
seis de pacientes con enfermedad dsea de Paget y seis de pacientes con
osteoporosis postmenopdusica.

E1 cdlculo de la recuperacion de BGP en el proceso de
filtracion en gel se realizd 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.

3.2.6 Purificacidn por cromatografia liquida de alta presidn
de la osteocalcina procedente de Sephadex G-50 medijum.
3.2.6.1 Condiciones de la purificaciéon por

cromatografia liquida de alta presién.

Para la técnica del HPLC se empleé un equipo compuesto por:
inyector modelo UEK, dos bombas modelos M-45 y 6000 A y un controlador
de gradiente automdtico modelo 680 (Waters, EEUU).

Para la purificacion por HPLC se empled una columna de fase
reversa (-4 (Hi-Pore RP-304, 250 x 4.6 mm, 5 um de tamafio de particula
y 300 A de tamano de poro) (BIO-RAD, EEUU), utilizando un gradiente
lineal del 25% al 40% de acetonitrilo (AcN) en H,0 con 0.1% de dcido
trifluorcacético (TFA) en 150 min, a un flujo de 1 mL/min y a temperatura

ambiente.
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Las condiciones del gradiente empleado se especifican a

continuacion:
TIEMPO FLUJO % HO0 % AcN
(min) (mL/min) (0.1% TFA) (0.1% TFA)
Inicial 1 75 25
10 1 75 25
160 1 60 40
180 1 60 40

Se recogieron 90 fracciones de 2 mL cada una empleando un
colector Retriever (Isco Inc.).

Todos los solventes empleados fueron de grado HPLC.

3.2.6.2 Purificacién por cromatografia liquida de
alta presion de osteocalcina intacta
procedente de hueso humano.

Una alicuota tliofilizada de BGP purificada de hueso humano
(aproximadamente 70 ng) (cedida amablemente por CIS bio international)
se resuspendid en 1.5 mL de la mezcla 25% AcN, 75% H,0 (0.1% TFA) y se
inyectd en el cromatdgrafo segin las condiciones descritas anteriormente.
Se recogieron 90 fracciones, una cada 2 minutos, que se tiofilizaron para
su posterior empleo en la determinacion de BGP por el IRMA ELSA-0OST-NAT,

resuspendiéndose en 150 ul del estdndar cero del ensayo.
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3.2.6.3 Purificacion por cromatografia liquida de
alta presion de la osteocalcina del medio
condicionado del cultivo de osteoblastos
humanos y del suero de sujetos controles
y pacientes con diversas patologias dseas,
tras filtracion a través de Sephadex G-50
medium.

E1 liofilizado de las fracciones agrupadas procedentes de la
filtracién en gel, que presentaban inmunorreactividad por alguno de los
tres ensayos de BGP empleados, se resuspendié en aproximadamente 1.5 mL
de la mezcla 25% AcN, 75% H,0 (0.1% TFA), y se filtrd a través de un
filtro durapore de 0.45 gm (Millipore, EEUU). Tres alicuotas de 60 gL de
esta resuspensigén se congelaron a -60°C para la determinacion posterior
de la concentracion de BGP por los tres ensayos descritos en el apartado
3.2.4, y con el fin de realizar el correspondiente cdlculo de TJa
recuperacion de la BGP a través del proceso de purificacion por HPLC. E1
volumen restante se inyecté en el cromatdgrafo en las condiciones
resefiadas anteriormente.

También en este caso se recogieron 90 fracciones de 2 mL cada
una, que se dividieron en tres alicuotas de 0.6 mL. Estas alicuotas se
liofilizaron y se destinaron para la determinacidén de los niveles de BGP
por los ensayos ELSA-OST-NAT, ELSA-OSTEO y OSCAtest, resuspendiendo cada

alicuota en 150 ub del estdndar cero del ensayo correspondiente.
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Resul tados

4.1 Estudio comparativo de seis ensayos para la determinacidn de
osteocalcina.
4.1.1 Variables analiticas estudiadas en cada uno de 1los
ensayos.
4.1.1.1 Sensibilidad (Limite de deteccidn).
La tabla I muestra los valores de Tos limites de deteccidn
obtenidos para cada una de los ensayos estudiados.
Los lTimites de deteccidn varian entre 0.04 pg/L para el IRMA

OSTEOCALCINA y 1.2 pg/L para el IRMA ELSA-OSTEO.

Tabla I: Limite de deteccidn.

Ensayo Sensibilidad’

{ng/L)
RIA OSTEOCALCINA 0.18
RIA OSTK-PR 0.38
RIA OSCAtest 0.50
IRMA ELSA-OST-NAT 1.00
IRMA ELSA-OSTEQ 1.20
IRMA OSTEOCALCINA 0.04

* Dos desviaciones estdndar de seis determinaciones del estandar
cero de cada ensayo.
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4.1.1.2 Linealidad de las diluciones.

En 1a tabla II aparecen reflejados los tantos por ciento de
recuperacion obtenidos al ensayar diluciones seriadas de una mezcla de
sueros de pacientes con insuficiencia renal crdénica por cada una de las
técnicas. Como puede observarse, las recuperaciones cobtenidas en los
IRMAs son mds cercanas al 100% que en los RIAs.

En general, 1la proporcionalidad entre las diluciones
(paralelismo con respecto a 1la curva de calibracién) puede ser
considerada aceptable para todas las técnicas estudiadas, a excepcion del
RIA OSTK-PR. En este caso, la recuperacion en alguna de las diluciones

es cercana al 150%.

4.1.1.3 Recuperacidon analitica y estandarizacion.

La tabla IIl muestra la recuperacion obtenida en cada método.
En todos los casos los valores de recuperacidén se encuentran en un rango
aceptable, aunque las peores recuperaciones se obtienen en el RIA
OSTEOCALCINA y en e1 RIA OSCAtest,

En cuanto al estudio de estandarizacion (tabla IV), los
resultados indican importanies diferencias entre las diferentes técnicas.
S670 en el RIA 0OSCAtest y en los IRMAs ELSA-OST-NAT y ELSA-OSTEOQ, las
recuperaciones obtenidas fueron cercanas a las esperadas. En Tlos
restantes métodos, Tas recuperaciones fueron mds bajas en todo el rango

de diluciones utilizado.
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4.1.1.4 Precision y reproducibilidad.
Los coeficientes de variacion intraensayo oscilan entre 2.1%
y 8.9%. En el caso de los coeficientes de variacidén interensayo, se
encuentran en un rango entre 1.4% y 10.6% (tabla V). Dichos coeficientes

se pueden considerar aceptablies en todos los casos.

Tabla V: Precision y reproducibilidad.

Intraensayo Interensayo
{n=6) (n=3)

Ensayo Media cv Media cyv
(ug/L) (%) (ng/L) (%)

RIA 26.3 8.9 25.5 4.]
OSTEOCALCINA 2.2 6.4 2.2 7.0
RIA 70.2 7.2 64.4 8.5
OSTK-PR 3.2 3.4 3.1 3.6
RIA 84.1 3.1 77.9 6.9
0SCAtest 7.9 4.5 8.0 3.3
IRMA 34.5 4.8 102.8 2.1
ELSA-OST-NAT 10.0 3.9 7.9 8.9
IRMA 442.5 2.1 412.0 6.5
ELSA-OSTEOQ 16.1 6.1 16.4 1.4
IRMA 56.3 3.4 42.2 5.7
OSTEOCALCINA 5.8 4.6 6.1 10.6

CV = Coeficiente de variacion.

4.1.1.5 Estabilidad de 1a muestra.
La tabla VI muestra la estabilidad de las muestras en todos
los ensayos, después de su mantenimiento en diferentes condiciones (2 h

Yy 24 h a temperatura ambiente, y 24 h a 4°C). Los resultados se han
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expresado en forma de porcentaje con respecto al valor basal (alicuota
congelada inmediatamente después de la separacidon del suero}.

En la mayoria 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 congeld inmediatamente después de la separacion.

E1 descenso medio en los niveles de BGP medidos por los RIAs
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 croénica, que fue del 25%. En
general, el mantenimiento de las muestras durante 24 h a 4°C no aporté
mejoria significativa en 1la estabilidad de 1la medida sobre 1la
conservacion 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 cronica. Sin embargo, en el caso del RIA OSCAtest,
la adicion del suero a los tubos 0SCAstabil (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 RIAs
estudiados. Dicha estabilidad fue peor en las muestras de individuos
controles due en Jlas muestras de pacientes con insuficiencia renal

crénica.
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Tabla VI: Estabilidad de 1a osteocalcina en el suero después
del mantenimiento de las muestras a temperatura ambiente, y a

1°c.
%' de valores basales después de
Ensayo Muestras® 2 h, TA' 24 h, TA 24 h, 4°C
RIA ¢ 84 40 46
OSTEOCALCINA IRC 98 72 92
RIA C 89 49 56
OSTK-PR IRC 86 70 74
RIA C , 30 48 54
0SCAtest IRC 94 80 86
C-stab 100 94 100
IRC-stab 101 104 105
IRMA C 90 41 53
ELSA-0OST-NAT IRC 88 62 75
IRMA C 97 81 98
ELSA-OSTEQ IRC 97 96 100
TRMA C 96 81 96
OSTEOCALCINA IRC 96 93 99

* 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 repal c¢roénica (IRC). C-stab e [IRC-stab
corresponden a muestras de suero mantenidas en tubos gque
contienen un estabilizador {ver Materiales y Métodos).

TA = Temperatura ambiente

La estabilidad de los valores de BGP medida por los IRMAs
ELSA-OSTEQ y OSTEOCALCINA fue muy buena. En las muestras mantenidas
durante 24 h a temperatura ambiente se detectaban valores de BGP sélo un
20% mds bajos que los valores basales; mientras que las muestras
mantenidas a temperatura ambiente durante 2 h tenian 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 crénica.

4.1.1.6 Especificidad de los anticuerpos
utilizados para la cuantificacion de 1la
osteocalcina.

La tabla VII muestra las concentraciones de BGP cbtenidas por
los diferentes ensayos en dos mezclas de sueros procedentes de sujetos
controles y dos de pacientes con insuficiencia renal crdnica, antes y
después del tratamiento con un anticuerpo monoclonal dirigide contra tlos
aminodcidos 43-49 de BGP humana.

Tras el tratamiento con el anticuerpo, en 1los sueros
analizados por los RIAs se detectaron unas concentraciones de BGP medias
residuales de 22.1% (RIA OSTEOCALCINA), 25.9% (RIA OSTK-PR) y 20.4% (RIA
0SCAtest) con respecto a los valores de las muestras de suero no tratadas
con el anticuerpo. En los RIAs OSTEOCALCINA y OSTK-PR el porcentaje de
BGP residual fue mayor en las muestras procedentes de pacientes con
insuficiencia renal crdonica que en las procedentes de sujetos controles.

Unicamente el IRMA ELSA-OST-NAT no detectdé BGP residual en
el suero después del tratamiento con el anticuerpo. Los otros dos IRMAs,
ELSA-OSTEO y OSTEQOCALCINA 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-OSTEQ el porcentaje de BGP residual fue mayor

en los pacientes con insuficiencia renal cronica que en los controles.
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Tabla VII: Concentraciones de osteocalcina sérica medidas antes
y después del tratamiento con un anticuerpo monoclonal contra
los aminodcidos 43-49 de osteocalcina humana.

Osteocalcina (ug/L)

Ensayc Muestras® Muzestra Muestra Osteocalcina
no tratada tratada residual (%)
RIA C, 3.3 0.6 18.0
OSTEOCALCINA C, 1.7 0.3 17.6
IRC, 15.2 3.4 22.4
IRC, 25.1 7.7 30.5
RIA C, 5.0 0.8 16.0
0OSTK-PR C, 2.2 0.5 23.0
IRC, 12.9 4.2 32.5
IRC, 22.6 7.3 32.3
RIA C, 7.4 1.2 16.2
05CAtest C, 4.8 1.1 23.0
IRC, i8.6 3.2 17.2
IRC, 23.3 5.9 25.3
IRMA C, 5.8 ND 0
ELSA-OST-NAT C, 4.0 ND 0
IRC, 10.0 ND 0
IRC, 18.3 ND 0
IRMA C, 15.0 8.3 55.3
ELSA-OSTEQ C, 11.7 7.5 64.1
IRC, 61.0 45.7 74 .9
IRC, 110.2 83.5 75.8
IRMA C, 5.6 2.3 41.1
OSTEOCALCINA C, 3.6 2.0 55.6
IRC, 12.1 5.6 46.3
IRC, 17.3 8.6 497

* Dos mezclas de sueros procedentes de sujetos controles (C) y
dos procedentes de pacientes con insuficiencia renal cronica
(IRC). (Ver Materiales y Métodos).

ND = No detectable.
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4.1.1.7 Correlacion de 1los 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 patoldgicos, el

IRMA ELSA-OSTEO es el ensayo que mostrd los valores mds elevados.

Tabla VIII: Concentraciones de osteocalcina sérica determinadas por
diferentes ensayos en sujetos controles y en pacienites con
insuficiencia renal crdonica, enfermedad dsea de Paget y osteoporosis
postmenopdusica.

Ensayo Osteocalcina (ug/l)

Control IRC Paget osP

(n = 32) {n = 20) (n = 10) {n = 19)
RIA 5.4 + 2.5 25.6 +15.6 20.5 + 7.7 5.4 + 2.7
OSTEOCALCINA (1.7-11.0) (6.5-73.8) (4.7-28.5) (1.4-12.7)
RIA 6.0+ 2.2 ?26.0+ 13,9 16.7 +5.4 6.0+1.8
OSTK-PR (2.2-10.0) (8.4-64.4) (5.4-24.0) (3.3- 10. 4)
RIA 9.1 +2.9 28,2+17.8 26.2 +9.5 8.3+ 3.0
0SCAtest (4.4-15.0) (8.4-77.9) (7.0-38.8) (4.1-15.0)
IRMA 8.8+3.4 18.6 +21.3 26.4 +9.4 7.5+2.9
ELSA-OST-NAT (4.0-17.4) (2.6-93.5) (7.8-38.4) (4.4-14.7)
IRMA 16.9 + 7.4 102.7 + 97.6 65.5 + 28.2 17.1 + 6.7
ELSA-QSTEO (6.8-34.3) (5.7-412.0) (12.6-95.1) (6.1-33.6)
IRMA 57+1.9 21.7 +11.5 13.2+5.4 5.8+ 1.7
OSTEOCALCINA (3.0-11.0) (4.5-46.9) (4.8-23.5) (3.0-9.5)

Ltos resultados expresan media + desviacién estdndar, y entre

paréntesis el rango.
IRC = Insuficiencia renal cronica.
0SP = Osteoporosis postmenopdusica.
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Resultados

Como se ha mencionado en el capitulo de Materiales y Métodos,
se ha realizado l1a correlacidn entre los valores de BGP obtenidos en los
diferentes ensayos, dentro de cada grupo de pacientes (controles o con
una determinada patologia désea). Debido a que en la mayoria de los casos
la correlacion entre los seis métodos fue muy significativa (p< 0.001),
en la tabla IX s6lo se muestran las correlaciones para las cuales p fue
mayor de 0.001. En el caso de los pacientes con insuficiencia renal
cronica, sélo Jos ensayos IRMA ELSA-OST-NAT y RIA OSTEOCALCINA no
mostraron una correlacién significativa. En el grupo de pacientes con
enfermedad désea de Paget no se encontrd una correlacion significativa
entre el IRMA ELSA-OSTEQ y el IRMA OSTEOCALCINA, y entre el IRMA
OSTEOCALCINA y los RIAs.

Tabla IX: Correlacion entre diferentes ensayos de osteocalcina.

Ensayos®

comparados Grupo n r P
IV s I iRC 20 0.341 NS
IV vs VI Paget 10 0.710 <0.05
Vv I IRC 20 0.649 <0.01
V vs VI Paget 10 0.567 NS
VI vs 1 Paget 10 0.353 NS
VI vs 11 Paget 10 0.597 NS

VI vs II1 Paget 10 0.557 NS

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

I = RIA OSTEOCALCINA; II = RIA OSTK-PR; III = RIA OSCAtest;
IV = IRMA ELSA-DST-NAT; V = IRMA ELSA-OSTEO; VI = IRMA
OSTEOCALCINA.

IRC = Insuficiencia renal cronica.

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 (RIA QSCAtest vs IRMA ELSA-0ST-
NAT en el suero de sujetos controles) (serian intercambiables desde el
punto de vista diagnostico). Sin embargo, la figura 9 muestra un caso en
el que la correlacion entre los valores de BGP obtenidos por dos técnicas
diferentes no fue significativa {(RIA OSTK-PR vs IRMA OSTEOCALCINA en el

suero de pacientes con enfermedad ésea de Paget).

OSTEOCALCINA (ug/L) RIA OSCAtest

0- T T T 1
0 5 10 15 20

OSTEOCALCINA {ug/L) IRMA ELSA-OST-NAT

Figura 8: Correlacion entre las concentraciones de osteocalcina
medidas por el RIA 05CAtest y por el IRMA ELSA-OST-NAT en el
suero de 32 sujetos adultos sanos.
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Resultados

OSTEOCALCINA (ug/L) RIA OSTK-PR

25 - v
h 4
20 - v
M / v
15 - v
10 v h =10
r = 0.597
. v NO SIGNIFICATIVO
0 T I T T 1
0 5 10 15 20 25

OSTEOCALCINA {(ug/t) IRMA OSTEOCALCINA

Figura 9: Correlacion entre 1as concentraciones de osteocalcina
medidas por el RIA OSTK-PR y por el IRMA OSTEOCALCINA en el
suero de 10 pacientes con enfermedad dsea de Paget.

-76-



Resultados

4.1.2 Reactividad cruzada de Tlos anticuerpos anti-
osteocalcina utilizados en los ensayos ELSA-OST-NAT,
ELSA-OSTEQC y OSCAtest con respecto a diversos
fragmentos de osteocalcina.

Las figuras 10, 11 y 12 muestran la reactividad cruzada de
los ensayos ELSA-OST-NAT, ELSA-OSTEQO 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).

CPM
100000 3
i ® Curva Estandar
1 ©1-14 hBGP
H14-28 hBGP
10000 E A7-19 hBGP
; ¥ 37-49 hBGP
] £ 1-49 bBGP
1000 4 4 1-49 hBGP
100
10 - T T T T T T T T T TV
01 1 10 100 1000 10000 100000

OSTEOCALCINA (ug/L)

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).
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CPM
100000 3
B Curva Estandar
. ©1-14 hBGP
B 14-28 hBGP
10000 3 £37-19 hBGP
#3749 hBGP
# 4540 hBGP
1000 1 4 1-45 hBGP
100
‘10 -] T T rrIrTrm T 1T T Trren L) vt T 1T T TTTIIm T Ty
0,1 1 10 100 1000 10000 100000
OSTEOCALCINA (ug/L)

Figura 11: Reactividad cruzada del IRMA ELSA-OSTEC con respecto
a concentraciones crecientes de osteocalcina intacta humana (1-

49 hBGP) y diferentes fragmentos sintéticos de osteocalcina
humana (hBGP).

-78-



Roesultados

B/Bo (%)

100

80
== Curva Estandar
©1-14 hBGP

60 B 14-28 hBGP
A7-18 hBGP
¥*37.

40 37-49 hBGP
# 45-49 hBGP
4 1-49 hBGP

20 -

0-l T 1 rrrrrri T LI LA RL T 1 Trrrinm ¥ T TT'TTTEIT T 1T
1 10 100 1000 10000 100000

OSTEOCALCINA (ug/L)

Figura 12: Reactividad cruzada del RIA 0SCAtest con respecto a
concentraciones crecientes de osteocalcina intacta humana (1-49

hBGP) y diferentes fragmentos sintéticos de osteocalcina humana
( hBGP) .

En los tres casos, la BGP intacta humana (1-49) presentd
curvas paralelas a la curva estdndar de cada ensayo. E1 unico fragmento
inmunorreactivo fue el 37-49 en el RIA 0SCAtest (figura 12). Ninguno de
los otros fragmentos estudiados presentd inmunorreactividad cruzada en
los tres ensayos. Tampoco se obtuvo inmunorreactividad cruzada cuando la

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

4.2 tstudio 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 patologias dseas.

4.2.1 Purificacidn de 1a osteocalcina del medio condicionado
del cultivo de osteoblastos humanos y del suero humano
por filtracion en gel Sephadex G-50 medium.
4.2.1.1 Calibracidén de la columna de Sephadex G-50

medium.

A partir del cromatograma obtenido mediante ia aplicacidn de
estandares de distintas masas moieculares a la columna de Sephadex G-50
medium, se obtuvieron los Ve correspondientes.

E1 Vo de la columna, que corresponde al Ve de la albimina
sérica bovina, fue de 192 mL. E1 Vt, correspondiente al Ve del rojo de
fenol, resulté ser de 630 mL. Los Ve de las proteinas aplicadas,
inhibidor de tripsina, ribonucleasa A e insulina bovina fueron 222 mL,
300 mL y 468 mb, respectivamente. E1 Kav, calculado a partir de 1la
ecuacion Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo), para cada proteina 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 calibracidn de la columna
de Sephadex G-50 medium obtenida al representar el Kav de las tres

proteinas aplicadas frente al logaritmo de su masa molecular.
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0,8

0,6

0,4+

0,2 1

COEFICIENTE DE PARTICION (Kav)

Insulina

Ribonucleasa A

Inhibidor de Tripsina

10

00 10000 100000
MASA MOLECULAR

Figura 13: Curva de calibracion de la columna de Sephadex G-50

medium.
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Resultados

4.2.1.2 Determinacion de 1la masa molecular
aparente de osteocalcina intacta humana y
del fragmento 38-49 de osteocalcina
humana.

Se midié la radiactividad de las 110 fracciones obtenidas
tras la aplicaciéon a la columna de Sephadex G-50 medium de 500 gl
(aproximadamente 80000 cpm) de BGP humana marcada con “I. E1 mdximo de
radiactividad se obtuvo en la fraccidén 50. Esta fraccidn corresponde a
un Ve de 300 mL y a un Kav de 0.25, que extrapolado en 1la curva de
calibracidén indicaria una masa molecular aparente para la BGP humana de
13800 Da.

E1 mdximo de radiactividad en las fracciones obtenidas tras
la purificacidn a través de Sephadex G-50 medium del fragmento 38-49 de

BGP humana marcade con *I

, se obtuvo en la fraccion 90 (Ve = 540).

Extrapolando el valor de su Kav (0.79) en la curva de calibracion se

calculoé una masa molecular aparente para el fragmento 38-49 de BGP humana

de 3700 Da.

4.2.1.3 Purificacion de 1a osteocalcina del medio

condicionado del cultivo de osteoblastos

humanos a través de Sephadex G-50 medium.

Previamente a 1la aplicacion del medio condicionado del

cultivo de osteoblastos humanos a través de Sephadex G-50 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 ug/L (ELSA-OST-NAT), 25.4 + 9.1 ug/L (ELSA-OSTEQ) y
8.2 + 3.0 ug/L (0SCAtest).
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Resultados

La figura 14 muestra los perfiles de elucidn a través de
Sephadex G-50 medium de la BGP inmunorreactiva por los tres ensayos
emp leados, procedente del medio condicionado del cultivo de osteoblastos
humanos. Como puede observarse, la BGP eluye en dos picos, uno
correspondiente al Vo de la columna y otro situado entre las fracciones

38 y 60, con un maximo en las fracciones 48-50 por los tres ensayos.

OSTEOCALCINA (ug/L)

] l Vo 1 Vit
30
25
20 - OELSA-OST-NAT
BELSAOSTED
15 = OSCAtest
10 -‘
5 -
0 - R S R S

0 10 20 | 30 40 50 60 70 80 90 100 110
NUMERO DE FRACCION

Figura 14: Perfiles de elucion a través de Sephadex G-50 medium
de Ta osteocalcina inmunorreactiva procedente de una mezcla de
medios condicionados del cultivo de osteablastos humanos. Se
han utilizado los ensayos: IRMA ELSA-OST-NAT, IRMA ELSA-OSTEO
y RIA 0SCAtest. {(Flujo = 0.5 mL/min; Volumen de cada fraccion
=6 mL; Vo = Volumen de exclusidn; Vt = Volumen total).
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Resultados

4.2.1.4 Purificacion de la osteocalcina del suero
de sujetos controles y de pacientes con
diversas patologias dseas a través de
Sephadex G-50 medium.

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 crénica, enfermedad dsea
de Paget y osteoporosis postmenopdusica, por los tres ensayos de BGP

descritos en el apartado 3.2.4 de Materiales y Métodos.

Tabla X: Concentraciones de osteocalcina sérica en los sujetos
controles y en los pacientes con insuficiencia renpal crédnica,
enfermedad dsea de Paget y osteoporosis postmenopausica utilizados
para el estudio de las formas circulantes inmunorreactivas de

osteocalcina.

Ensayo Osteocalcina {ug/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-NAT
IRMA 18.9 + 8.4 90.5 + 30.2 54.1 + 20.1 20.3 + 6.2
ELSA-OSTEO
RIA 10.0 + 3.6 30.0 + 14.3 21.2 + 8.4 12.3 + 2.7
0SCAtest

Los resultados expresan media + desviacidn estdndar.
IRC = Insuficiencia renal cronica.
OSP = Osteoporosis postmenopdusica.
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Resultados

Lta figura 15 muestra los perfiles de elucidon a través de
Sephadex G-50 medium de 1a 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 patologias dseas estudiadas son
similares. La BGP inmunorreactiva por los ensayos ELSA-OST-NAT y ELSA-
OSTEO procedente de la purificacién de los sueros de sujetos controles

eluye en un dnico pico con un miximo situado en las fracciones 50-52.

, _OSTEOCALCINA (ug/L)

1\/0 th
40 —
" OELSA-OST-NAT
HELSA-OSTEQ
®7 = OSCAtest
10 S
0 -{ R
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
NUMERO DE FRACCION

Figura 15: Perfiles de elucidn a través de Sephadex G-50 medium
de la osteocalcina inmunorreactiva procedente de una mezcla de
sueros de sujetos adultos sanos. Se han utilizado los ensayos:
IRMA ELSA-OST-NAT, IRMA ELSA-OSTEOQ y RIA OSCAtest. (Flujo = 0.5
ml/min; Volumen de cada fraccion = 6 mi; Vo = Volumen de
exclusion; Vi = Volumen total).
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Resultados

En el caso de 1a BGP inmunorreactiva por el ensayo OSCAtest,
en el perfil de elucion se observan tres picos situados respectivamente,
en el Vo de 1a columna, entre las fracciones 38 y 60 con un miximo en la
fraccion 52 y entre las fracciones 70 y 82 sin un mdximo definido.

La recuperaciéon de BGP en el proceso de purificacidon por

Sephadex G-50 medium fue de 70 + 14% (n = 10).

4.2.2 Purificacion por cromatografia liquida de alta presitn
de la osteocalcina procedente de Sephadex G-50 medium.
4.2.2.1 Purificacion por cromatografia liguida de

alta presion de osteocalcina intacta
procedente de hueso humano.

La figura 16 muestra el perfil cromatogrdfico de la BGP
inmunorreactiva por el IRMA ELSA-OST-NAT resultante de la inyeccidn en
HPLC de BGP purificada de hueso humano. E1 pico cuantitativamente mds
importante detectado corresponde a un 32.4% de AcN (pico designado como
42, por la posicion de su mdximo). Este ensayo también detecta otro pico,
cuantitativamente menos importante, que corresponde a un 31.6% de AcN
(pico 38).

La recuperacion de BGP en el proceso de purificacion por HPLC

fue de 74 + 10% (n = 10).
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OSTEOCALCINA (ug/L) ACETONITRILO (%)
_ ° _
I - 40
30 -
,,,-»~/'“”"/ 1 - 30
I s -— 9 ACETONITRILO
20 @ ELSA-OST-NAT
- 20
10
— 10
0 - b 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

NUMERQ DE FRACCION

Figura 16: Perfil de elucidon de 1a osteocalcina inmunorreactiva
procedente de hueso humano purificada a través de cromatografia
liquida de alta presidn en fase reversa. (Ver apartados 3.2.6.1
y 3.2.6.2 de Materiales y Métodos para las condiciones de
purificacion).
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Resultados

4.2.2.2 Purificacién por cromatografia liquida de
alta presion de la osteocalcina del medio
condicionado del cultivo de osteoblastos
humanos, tras filtracién a través de
Sephadex G-50 medium.

La figura 17 presenta los perfiles cromatogrdaficos de la BGP
inmunorreactiva por los tres ensayos utilizados, obtenidos tras 1la
purificacion por HPLC del medio condicionado de osteoblastos humanos,
purificado previamente por filtracidén 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 posicion de sus mdximos.

S670 el RIA OSCAtest detecta ademds los picos 3 (fraccion no
retenida, que corresponde a un 25.0% de AcN), 19 (27.8% de AcN), 22
(28.4% de AcN) y 25 (29.0% de AcN).

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 1a BGP de cada cromatograma. Cada porcentaje representa el valor
medioc de los resultados obtenidos en dos inyecciones distintas en el

HPLC.
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Resuyltados
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Figura 17: Perfiles de elucidn de Ta osteocalcina 7nmunorreactiva tras
la purificacion por cromatografia 1iquida de alta presidn en fase reversa
de una mezcla de medios condicionados del cultivo de osteoblastos
humanos, purificada previamente por filtracion en gel. (A = IRMA ELSA-
OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RIA OSCAtest). (Ver apartados 3.2.6.1
y 3.2.6.3 de Maleriales y Métodos para las condiciones de purificacién}.
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Figura 18: Porcentaje de osteocalcina inmunorreactiva, con respecto a Ia
osteocalcina total determinada por cada uno de los ensayos, en los picos
obtenidos de la purificacion por cromatografia liquida de alta presion
en fase reversa del medio condicionado del cultivo de osteoblastos
los picos se designan por la posicidn de sus
maximos. (A = IRMA ELSA-OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RIA 0SCAtest).



Resultados

4.2.2.3 Purificacion por cromatografia liquida de
alta presion de la osteocalcina del suero
de sujetos controles, tras filtracion a
través de Sephadex G-50 medium.

La figura 19 myestra Jos perfiles cromatogrdficos de la BGP
inmunorreactiva por los tres ensayos utilizados, tras la purificacidn por
HPLC del suero de sujetos controles, purificado previamente por
filtracién en gel.

Por los tres ensayos se detectan los picos cuyos maximos se
encuentran en las fracciones 6 (25.2% AcN), 28 (29.6% AcN), 31 (30.2%
AcN), 35 (31.0% AcN), 38 (31.6% AcN) y 42 (32.4% AcN). Los picos 3 (25.0%
AcN) y 22 (28.4% AcN) son detectados por Tlos ensayos ELSA-OSTED y
0SCAtest. E1 pico cuyo maximo se encuentra en la fraccidn 33 (30.6% AcN)
s0lo se detecta por el método ELSA-OSTEO y el pico 19 (27.8% AcN) sdlo
por el método OSCAtest.

En la figura 20 se muestran los 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 dos inyecciones distintas de HPLC.
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Figura 19: Perfiles de elucién de la osteocalcina inmunorreactiva tras
la purificacion por cromatografia liquida de alta presion en fase reversa
de una mezcla de sueros procedentes de sujetos adultos sanos, purificada
previamente por filtracion en gel. (A = IRMA ELSA-OST-NAT; B = IRMA ELSA-
OSTEO; C = RIA 0SCAtest). (Ver apartados 3.2.6.1 y 3.2.6.3 de Materiales

¥y Métodos para las

condiciones de purificacidn).
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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 purificacidn por cromatografia liquida de alta presién
en fase reversa de suero procedente de sujetos adultos sanos (figura 19).
Los picos se designan por ]a posicion de sus maximos. (A = IRMA ELSA-0ST-
NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RIA 0SCAtest).

-93-



Resultados

4.2.2.4 Purificacién por cromatografia liquida de
alta presién de la osteocalcina del suero
de pacientes con insuficiencia renal
cronica, tras filtracion a través de
Sephadex G-50 medium.

La figura 21 muestra los perfiles cromatogrdficos de la BGP
inmunorreactiva por los tres métodos utilizados, tras la purificacién por
HPLC del suero de pacientes con insuficiencia renal cronica, purificado
previamente por filtracion en gel.

Por los tres ensaybs se detectan los picos cuyos mdximos se
encuentran en las fracciones 28 (29.6% AcN), 31 (30.2% AcN), 35 (31.0%
AcN) y 38 (31.6% AcN). Los picos 17 (27.4% AcN), 19 (27.8% AcN) y 22
(28.4% AcN) son detectados por los ensayos ELSA-OSTEQO y OSCAtest. EIl
ensayo ELSA-OSTEO detecta ademds Tos picos 14 (26.8% AcN) y 25 (29.0%
AcN). Los picos 3 (25.0% AcN) y 10 (26.0% AcN) son detectados unicamente
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 Ta BGP de cada cromatograma. Cada porcentaje representa el valor

medio de los resultados obtenidos en dos inyecciones distintas de HPLC.

-94-



Resultados

OSTEOCALCINA (ug/L) ACETONITRILO (%)

120

A N

100 R

B0 - s aceonmmio] | %°

60 —ELSA-OST-NAT oo
40 -

10
20 1

0 T T r -0

NUMERO DE FRACCION

o OSTEOCALCINA (ug/L)

ACETONITRILO (%) __

B 400 - e 40
300 - - 30
-—% ACETONITRILO
—ELSA-OSTEQ
200 - 20
100 - 10
0 T T T T T T T T -0
o 10 20 30 40 50 60 70 80 80
NUMERC DE FRAGGCION

a0 OSTEOCALCINA (ug/L)

ACETONITRILO (%)

e - 40
30
-—% ACETONITRILO
— OSCAtest
- 20

- 10

50

60 70 80 80

NUMERO DE FRACCION

Figura 21: Perfiles de elucion de la osteocalcina inmunorreactiva tras
Ta purificacion por cromatografia 1iquida de alta presion en fase reversa
de una mezcla de sueros procedentes de pacientes con insuficiencia renal
cronica, purificada previamente por filtracion en gel. (A = IRMA ELSA-
OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RIA 0OSCAtest). (Ver apartados 3.2.6.1
y 3.2.6.3 de Materiales y Métodos para las condiciones de purificaciodn).
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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 purificacién por cromatografia Ifquida de alta presion
en fase reversa de suero procedente de pacientes con insuficiencia renal

cronica (figura 21).

Los picos se designan por la posicion de sus

maximos. (A = IRMA ELSA-OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEOG; C = RIA 0SCAtest).
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4.2.2.5 Purificacion por cromatografia liquida de
alta presion de la osteocalcina del suero
de pacientes con enfermedad dsea de Paget,
tras filtracion a través de Sephadex G-50
med ium.

La figura 23 muestra los perfiles cromatograficos de la BGP
inmunorreactiva por los tres métodos utilizados, tras la purificacion por
HPLC del suero de pacientes con enfermedad 6sea de Paget purificado
previamente por filtracidn en gel.

Los tres métodos empleados detectan los picos cuyos mdximos
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-OSTEC 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 0SCAtest.

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 invecciones distintas de HPLC.
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Figura 23: Perfiles de elucién de la osteocalcina inmunorreactiva tras
Ta purificacidén por cromatografia 1iquida de alta presion en fase reversa
de una mezcla de sueros procedentes de pacientes con enfermedad dsea de
Paget, purificada previamente por filtracion en gel. (A = IRMA £ELSA-0ST-
NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RIA OSCAtest). (Ver apartados 3.2.6.1 y
3.2.6.3 de Materiales y Métodos para las condiciones de purificacidn).
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Figura 24: Porcentaje de osteocalcina rnmunorreactiva, con respecto a la

osteocalcina total d

eterminada por cada uno de Tos ensayos, en los picos

obtenidos de Ta purificacion por cromatografia liquida de alta presion
en fase reversa de suero procedente de pacientes con enfermedad dsea de
Paget (figura 23). Los picos se designan por la pasicion de sus maximos.
(A = IRMA ELSA-OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RIA 0SCAtest).
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4.2.2.6 Purificacion por cromatografia liquida de
alta presion de la osteocalcina del suero
de pacientes con osteoporosis
postmenopdusica, tras filtracidn a través
de Sephadex G-50 medium.

La figura 25 muestra los perfiles cromatogrdficos de la BGP
inmunorreactiva por los tres métodos utilizados, tras la purificacién por
HPLC del suero de pacientes con osteoporosis postmenopdusica, purificado
previamente por filtracion 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% AcN) son detectados por los tres
ensayos. Los ensayos ELSA-OSTEO y OSCAtest detectan ademds el pico 3
(25.0% AcN). E1 pico cuyo mdximo se encuentra en la fraccidn 22 (28.4%
AcN) es detectado dnicamente por el ensayo ELSA-QOSTEO.

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 elucidon de la osteocalcina inmunorreactiva tras Ja
purificacion por cromatografia liquida de alta presidn en fase reversa de

una mezcla de

sueros

procedentes

de pacientes

con

osteoporosis

postmenopausica, purificada previamente por filtracion en gel. (A = IRMA
ELSA-OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; C = RIA 0SCAtest). (Ver apartados 3.2.6.1
y 3.2.6.3 de Materiales y Métodos para las condiciones de purificaciédn).
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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 purificacion por cromatografia liquida de alta presion
en fase reversa de suero procedente de pacientes con osteoporosis
postmenopdusica (figura 25). Los picos se designan por la posicion de sus
mdximos. (A = IRMA ELSA-OST-NAT; B = IRMA ELSA-OSTEO; € = RIA 0SCAtest).
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Discusion

5.1 Estudio comparativo de seis ensayos para la determinacion de
osteocalcina.

Como ya hemos mencionado en Tla Introduccidén, desde el
descubrimiento de la BGP en 1975-1976, se han desarrollado multitud de
ensayos para su determinacion en suero o plasma, dado su gran potencial
en la evaluaciéon de la tasa de remodelado éseo en varios estados
patoldgicos.

Los primeros ensayos desarrollados fueron RIAs, y
posteriormente han aparecido otras técnicas (IRMAs y EIAs) que han
supuesto una mejora debido a que utilizan en su mayoria anticuerpos
monoclonales. A pesar de los avances en la tecnclogia empleada, se han
obtenido resultados contradictorios en los niveles de BGP tanto en
sujetos sanos como en pacientes con diversas patologias dseas. Por esta
razon, nos planteamos como primera parte de este trabajo realizar el
estudio comparativo de seis ensayos comerciales de BGP, y la bisqueda de
las causas de estos resultados contradictorios. Ademds, esta primera
parte nos ha servido para la seleccion de los ensayos que después hemos
utilizado en 1a caracterizacidn 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 capitulo de Resultados, todos los
ensayos estudiados presentaban valores aceptabies en sus coeficientes de
variacion intra e interensayo, ya que éstos eran iguales o inferiores al
10%.

E1 Timite de deteccidn 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 repercusion para el
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diagnéstico clinico. Los resultados de nuestro estudio muestran que el
limite de deteccidn de los ensayos de BGP estudiados oscila entre 0.04
ug/L para el IRMA OSTEOCALCINA y 1.2 ug/L para el IRMA ELSA-OSTEO,
considerdndose todos aceptables. E1 valor del limite de deteccién de un
ensayo de BGP podria 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 1a 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 recuperacion oscila entre el 90%
y el 110%. En el caso de los RIAs, se obtienen los porcentajes de
recuperacion mas aceptables en el ensayo 0SCAtest. Los peores resultados
se obtienen en el RIA OSTK-PR.

El estudio de recuperacion analitica muestra, en general,
recuperaciones aceptables, entre 90% y 110%. Los IRMAs presentan mejores
porcentajes de recuperacion que los RIAs. En los RIAs OSTEOCALCINA y
0SCAtest la recuperacion 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 estandarizacién, hemos
encontrado diferencias entre los ensayos. Estas diferencias deben ser
tenidas en cuenta a 1la hora de evaluar los resultados absolutos.
Estandarizaciones distintas dan lugar a resultados diferentes en Jla
medida de una misma muestra de BGP. Una vez mds se confirma la diferencia
en la calibracion del estdndar de BGP, y esto no s6lo ocurre en Tlos

ensayos propios de un determinado laboratorio, sino también en ensayos
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disponibles comercialmente, como es nuestro caso. Deimas y cols. (105},
en un protocolo realizado para estudiar la estandarizacion de 12 ensayos
de BGP, la mayoria propios de laboratorios individuales, demostraron las
diferencias en ésta. La obtencidén de diferentes valores absolutos de BGP
en la misma muestra analizada por diferentes ensayos, no se corregia
incluso después de la utilizacion de un estdndar de BGP de referencia.
En un trabajo mds reciente de Masters y cols. (126), en el que comparan
ocho métodos comerciales de BGP {cuatro comunes a TJos de nuestro
estudio), ponen de manifiesto la diferente estandarizacidon de los ensayos
al analizar BGP humana sintética. S6lo con uno de Tos métodos (IRMA
Mitsubishi) obtienen recuperaciones cercanas a las esperadas. En nuestiro
estudio, las mejores recuperaciones en el estudio de estandarizacion se
cbtienen en los IRMAs ELSA-OSTEOQ y ELSA-OST-NAT, y en el RIA 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
grupo de Masters y cols., en el caso del IRMA ELSA-OSTEQO y del RIA
0SCAtest, podrian ser debidas a que en nuestro estudio empleamos BGP
humana purificada de hueso, y Masters y cols. utilizan BGP humana
sintética. Estos autores concluyen su estudio diciendo que los esfuerzos
en mejorar la utilidad clinica de la BGP deberian estar encaminados hacia
la estandarizacién de los ensayos mas que al desarrollo de nuevos
métodos.

Un aspecto fundamental a la hora de valorar los ensayos para
la determinacidon 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 unicamente
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la molécula de BGP intacta y ésta es degradada a fragmentos en el suero,
a temperatura ambiente, la concentracion de BGP medida serd mds baja si
la conservacion del suero en esas condiciones es prolongada. Sin embargo,
si el ensayo detecta tanto la BGP intacta como otros fragmentos de 1la
molécula, la cantidad total de BGP medida, después de la degradacién en
las muestras, sera similar a los valores basales.

La naturaleza de los fragmentos de BGP circulantes en el
suero de sujetos controles y en pacientes con diversas patologias es
desconocida actualmente. En 1986, Farrugia y Melick (73) mostraron que
el riion e higado de rata degradaban rapidamente BGP marcada
radiactivamente. La BGP también se une al hidroxiapatito y ésta debe ser
1a manera por la cual esta molécula se acumula en hueso; sin embargo, no
se conoce mucho acerca de la absorcidn de BGP desde el hidroxiapatito y
la posible generacidn de fragmentos de BGP en estados metabdlicos de
elevada resorcién dsea. Los fragmentos de BGP pueden ser producidos
directamente por los osteoblastos; durante el catabolismo en hueso,
higado y rindn; o por degradacién in vitro durante el almacenamientc de
Tas muestras.

Se han detectado algunos fragmentos inmunorreactivos de BGP
en pacientes con fallo renal crénico (77) y con enfermedad ¢sea de Paget
(78). Otros autores también han demostrado 1a 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 higado y rifién
podrian 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 degradaciodn
endoproteolitica, representan juntos el 34% del total de BGP de 1los
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 regién 43-49 de BGP humana. Desde un punto de vista tedrico,
el anticuerpo monoclonal utilizado deberia unirse a Tos fragmentos de BGP
20-49 y 45-49, ademas de a la molécula intacta 1-49. Asi, los fragmentos
de BGP 1-19, 1-43 y 20-43 deberian permanecer en las muestras tratadas.
Los resultados obtenidos sugieren que los ensayos RIA OSTEOCALCINA, RIA
OSTK-PR, RIA O0SCAtest, IRMA ELSA-OSTEQ 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 podria concluir que
el IRMA ELSA-OST-NAT detecta sélo 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
0SCAtest detecta fragmentos C-terminales de BGP (anticuerpo policlonal
dirigido contra los aminodcidos 37-49 de BGP humana), y posiblemente
algun fragmento tipo amino y/o de media molécula, ademds de la molécula

intacta. En el caso de los otros ensayos estudiados, es dificil
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determinar cudles son los fragmentos detectados, y ademds 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 dGsea 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 Tos ensayos. Después de este tratamiento,
los niveles residuales de BGP en las muestras fueron medidos por el IRMA
ELSA-OSTEQO y por el RIA OSTK-PR. Los resultados con el IRMA ELSA-OSTEOQ
coinciden con los nuestros, pero en el caso del RIA 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 crénico.

Nuestros resultados muestran que hay diferentes formas de BGP
en las muestras de suero humano, y que los distintos anticuerpos
utilizados en los diferentes ensayos de BGP no reconocen a todas por
igual.

Un problema muy importante a la hora de la aplicabilidad
c¢linica de 1a medida de la BGP, es la marcada inestabilidad de esta
molécula en las muestras de suero. Un ensayo poco estable puede
representar un serio problema a la hora de l1a recepcion y almacenamiento
de las muestras en un laboratorio clinico de tamaio medio o grande.
Debido a este hecho, durante la realizacion de este trabajo se ha tenido
especial cuidado en procesar todos los sueros y guardarlos a -60°C dentro
de la primera hora después de la extraccion de la sangre, con objeto de
que la posible inestabilidad de la muestra no condujera a falsos

resultados. En nuestro 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 O0OSCAtest. Sin embargo, esta
estabilidad es pobre en las muestras ensayadas por el IRMA ELSA-OST-NAT
y en los otros RIAs, posiblemente debido a 1la degradacion de Tlas
moléculas de BGP intacta en el suero a temperatura ambiente y a 4°C. En
el caso del IRMA ELSA-OST-NAT, el cual probablemente detecta sélo 1la
molécula intacta, esta degradacidn produce un descenso muy significativo
en las concentraciones observadas de BGP.

Para los IRMAs ELSA-OSTEO y OSTEOCALCINA, la degradacidn 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 RIAs estudiados, que emplean anticuerpos
que detectan tanto 1a molécula intacta como los fragmentos, el descenso
de las concentraciones de BGP podria ser debido a la transformacidn de
Tos fragmentos iniciales y/o a la BGP intacta en otros fragmentos de BGP
no detectables por estos ensayos.

Nuestros resultados estdn de acuerdo con los de Garnero y
cols. (79,125), ya que estos autores encuentran que la concentracidn de
BGP medida con un IRMA especifico para la molécula intacta o con un RIA
bovino convencional descendié rdpidamente después de la incubacidn del
suero a temperatura ambiente, mientras que la concentracion total de BGP,
intacta mas fragmento N-terminal medio, no cambio.

Rosenquist y cols. (132) estudian la estabilidad de la BGP
humana durante el almacenamiento de las muestras de suero a 4°C durante

7 dias, 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 ademds de Ja forma intacta, el fragmento 1-43 de BGP.

También Banfi y cols. (133) realizan un estudio de 1la
estabilidad in vitro de la BGP en muestras de sujetos sanos. Estos
autores miden los niveles de BGP mediante un ensayo inmunoenzimdtico. En
las muestras mantenidas a temperatura ambiente (1, 2, 3 y 5 h), la BGP
descendid significativamente con respecto al valor basal. En las muestras
mantenidas a 4 C, el descenso fue menor y sélo fue significativo a 3 y
5 h. Ademds, cuando adicionaron un inhibidor de proteasas a las muestras
mantenidas a temperatura ambiente, observaron una estabilizacidén de los
niveles de BGP, aunque hubo mayores variaciones individuales.

En un trabajo pubticado recientemente, Blumsohn y cols. (134)
muestran también Ta inestabilidad de la BGP en el suero de sujetos
adultos sanos al medir sus niveles mediante ocho ensayos disponibles
comerciaimente. En todos los casos, la conservacién de las muestras a
-20°C durante 4 semanas no tuvo efectos significativos en 1la
concentracién de BGP en comparacién con las muestras conservadas a -75 C.
Para muestras conservadas a 4°C durante 2 semanas y 4 semanas, la
estabilidad diferia entre los métodos. Tanto el IRMA ELSA-OSTEO como el
IRMA OSTEOCALCINA mostraron poca degradacién, 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 cronico fue
mds bajo que en el suero de sujetos controles, probablemente debido a la
presencia de una elevada concentracion basal de fragmentos de BGP en el

suero de esos pacientes. Por lo tanto, una proporcidon mads baja de
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moléculas intactas, con respecto a la concentracién total de BGP,
sufriran degradacion.

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 patologias elegidas para este trabajo se seleccionaron
por ser condiciones donde la BGP sérica presenta niveles diferentes de
Tos normales. La enfermedad 6sea de Paget (135), el fallo renal crénico
(75) y algunos casos de osteoporosis (136), estdn 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 crdonica, pacientes con enfermedad 6sea de Paget, y
mujeres con osteoporosis postmenopdusica. 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 gue
estaria de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, en el
sentido de la diferente estandarizacién y especificidad de los métodos.
E1 hecho de encontrar diferentes resultados con distintos ensayos de BGP,
ha sido también descrito por otros autores (137). En todos los grupos,
los niveles mds altos de BGP se obtenian con el IRMA ELSA-OSTEO.

Debido a 1a diferencia de resultados obtenidos mediante las
distintas técnicas de cuantificacién de BGP, nos parecid interesante
realizar un estudio sobre la posible correlacién de los diferentes
valores obtenidos. Hemos encontrado una correlacion significativa entre
los valores de BGP determinados por los diferentes ensayos, en el caso
de los sujetos sanos y en el de 1las mujeres con osteoporosis

postmenopdusica. Sin embargo, con el suero de pacientes con fallo renal
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cronico no obtuvimos una correlacion significativa en todos los casos.
Esto también fue observado, y de una manera mas acusada, con el suero de
pacientes con enfermedad 6sea de Paget. Estos hallazgos podrian ser
debidos a los diferentes fragmentos de BGP, posiblemente acumulados en
el suero de pacientes con fallo renal crénico, y a la diferente
especificidad de los ensayos de BGP para su deteccidon. Una situacidn
similar se encontrdé con el suero de los pacientes con enfermedad dsea de
Paget, en los cuales un proceso de elevada resorcidén désea produciria la
liberacién de varios fragmentos de BGP 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 BGP en los pacientes con enfermedad 6sea de Paget y en los pacientes
con fallo renal crdnico no seqguian el mismo orden que en el caso de los
sujetos normales. Segun estos autores, la explicacién mds posible seria
Ta 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 patologias por un nuevo EIA y por un RIA
convencional, obtuvieron diferencias entre la pendiente de las rectas de
los pacientes con fallo renal y el resto de las patologias. Hosoda y
cols. atribuyeron estas diferencias a la acumulacidon 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 clinica 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 1la
cuantificacion de la BGP son de fdacil realizacidn, aceptables para su uso
y los valores correlacionaron bien, habria que tener en cuenta Tlas
limitaciones y diferencias entre los diferentes ensayos. Una cuestidn
importante es que no seria apropiado emplearlos indistintamente en 1la
reatizacion de un estudio.

Como se ha expuesto a lo largo de esta Discusidn, se ha
realizado un estudio exhaustivo sobre las caracteristicas de seis ensayos
comerciales para la determinacién de BGP, de amplia utilizacidn en el
mercado. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas de
validacion realizadas, y fundamentalmente en 1la estandarizacion 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 realizacion de la segunda parte de este trabajo: Estudio de Tlas
diferentes formas inmunorreactivas de BGP presentes en el medio
condicionado del cultivo de osteoblastos humanos y en suero. Las razones
para la eleccidon de estos ensayos han sido las siguientes. En primer
lugar, eran los ensayos que presentaban mejores resultados en las pruebas
de estandarizacion, con lo cual los valores obtenidos se aproximaban mis
a los reales. Por otra parte, el ensayo ELSA-OST-NAT es el dnico que
posiblemente solo detecta la BGP intacta. E1 IRMA ELSA-OSTEO detecta,
ademds de 1a molécula intacta, fragmentos de tipo N-terminal medic, y por
t1timo, el RIA OSCAtest es el dGnico con un antisuero dirigido contra la
zona C-terminal de la molécula de BGP. Por tanto, la utilizacidn conjunta

de los tres ensayos nos ha permitido una identificacidén mas completa de
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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 ensayd su
reactividad cruzada con diferentes fragmentos sintéticos de BGP humana,
ast como con BGP intacta humana y bovina. Los tres ensayos presentaban
reactividad cruzada con la BGP humana. E1 IRMA ELSA-OST-NAT no presentaba
reactividad cruzada con la BGP bovina, ya que a pesar de la homologia de
secuencias en la zona C-terminal entre ambas especies, no es suficiente
para que 1la BGP bovina séa detectada por este ensayo de tipo
inmunorradiométrico, en el que esta también implicada la zona N-terminal
de Tla molécula. Por dltimo, como era de esperar, el antisuero del RIA
O0SCAtest presentd 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 1las 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 patologias dseas.

En 1986 Gundberg y cols. (77) describieron la existencia de
diferentes formas inmunorreactivas de BGP en el suero de pacientes con
insuficiencia renal crénica, mientras que en el suero de sujetos adultos
sanos solo obtenian un dnico pico inmunorreactivo. En este estudio, el
suero fue purificado a través de Sephadex G-100 y de Bio-Gel P-10, y
posteriormente por HPLC utilizando una columna de fase reversa C-18 y un

gradiente lineal de AcN-H,0. E1 ensayo utilizado para la deteccidn de las
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formas inmunorreactivas de BGP era un RIA con un anticuerpo policlonal
dirigido contra la zona C-terminal de la molécula de BGP. Posteriormente
en 1990, Taylor y cols. (78) describieron también miltiples fragmentos
de BGP en el suero de sujetos controles, pacientes con insuficiencia
renal crénica y pacientes con enfermedad 6sea de Paget. En este caso, los
sueros también fueron purificados por filtracidn en gel, y el extracto
inmunorreactivo inyectado en un cromatdgrafo para HPLC equipado con una
columna de fase reversa (-4 y sometido a un gradiente Tineal de AcN-H,0.
La determinacion de BGP en las fracciones de HPLC se realizé mediante un
RIA con un antisuero dirigido contra 1a zona media de la molécula de BGP
humana. En este estudio, en el suero de sujetos controles no aparece un
Unico pico inmunorreactivo sino un gran ndmero de ellos. En el suero de
Tos enfermos con insuficiencia renal cronica se observa mayor numero 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 osteoblasto, no
parecen existir dudas de que la Gnica forma de BGP sintetizada por el
osteoblasto sea la de 49 residuos, pero no se puede descartar gue antes
de su liberacion al exterior de la célula esta molécula sufra un
procesamiento intracelular que de 1lugar a otros fragmentos de 1la
molécula. Una vez liberada la BGP al exterior, la molécula intacta de 49
aminodcidos y/o los posibles fragmentos originados en el interior del
osteoblasto, se unen al hidroxiapatito dei hueso a través del Gla o pasan
directamente a la circulacion. En el suero, la BGP posee una vida media
corta y es rdpidamente metabolizada, principalmente en el rifién y en

menor grado en el higado (72-74). Por otra parte, durante el proceso de
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resorcion del hueso, la BGP unida puede sufrir roturas y los fragmentos
resultantes pasar a circulacion. 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 serdn 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 1la BGP intacta y/o de otros
fragmentos.

La presencia de las diferentes formas inmunorreactivas de BGP
ha dado lugar a un gran nimero de trabajos en los uUltimos afos, 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 patologias dseas, 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 patologias oseas. Para realizar este estudio, los autores
depleccionan el suero de determinadas formas moleculares de BGP
utilizando distintos anticuerpos monoclonales unidos a un soporte sélido,
y realizan la cuantificacidén posterior de la BGP remanente. Sin embargo,
las distintas formas de BGP que contribuyen a estos niveles residuales
no son separadas por un sistema cromatografico como el HPLC.

En el presente trabajo utilizamos, por una parte, un sistema
de purificacidén y separacidn por HPLC similar al empleado por Gundberg

(77) y Taylor (78), y por otra parte, realizamos la deteccion de 1las
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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. E1 primero de los ensayos, ELSA-OST-NAT, es un IRMA que
detecta posiblemente sélo la molécula intacta 1-49 de BGP. E1 segundo,
ELSA-OSTEQO (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 Garnero y cols. (79) en su reciente
trabajo. Con respecto al tercer ensayo, 0SCAtest es un RIA que detectaria
ta molécula intacta y fragmentos C-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 filtracidon en gel como primer paso de purificacién de
1a BGP procedente del medio condicionado del cultivo de osteoblastos
humanos o del suero, y en particular, a través de Sephadex G-50 medium.
La mayoria de los autores han utilizado la filtracidén en Sephadex como
paso de purificacién de esta proteina a partir de tejido éseo o suero.
Asi, Price y cols. (69,71) emplean Sephadex G-100 para la purificacidn
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 filtracién tales como Sephacryl S$-200 (80,138) y Sephacryl S-300
(139) han sido también utilizados en esta primera fase de purificacidn.
E1 eluyente utilizado generalmente suele ser HCONH, SmM. En este trabajo
hemos elegido Sephadex G-50 medium, con un rango de separacidn entre 1500

y 30000 Da de masa molecular, ya que comc hemos descrito anteriormente,
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la BGP humana tiene una masa molecular de 5800 Da. Entre las diferentes
clases de Sephadex G-50, se ha escogido el tipo medium, con tamafio de
particula seca entre 50 y 150 um, ya que el tipo superfine, que en
principio ofreceria una mayor capacidad de resolucién por su menor tamafio
de particula (10-40 um), obliga a wutilizar flujos de elucion
excesivamente lentos. La masa molecular aparente de la BGP humana marcada
con '*I y de suero humano, obtenida en este trabajo mediante interpolacion
en la curva de calibracion de Sephadex, y a partir de su Ve, ha sido de
13800 Da. Esta masa molecular es mayor que la real de la BGP humana y
coincide con los resultados obtenidos por Gundberg y cols. (140), ya que
aunque la BGP es una proteina pequefia, 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 capitulo de
Resultados, cuando purificamos la BGP pracedente del suero o del medio
condicionado de osteoblastos humanos por Sephadex G-50 medium obtenemos,
ademds del pico correspondiente a 1a masa molecular de BGP y otro de
menor tamafio, un pico inmunorreactivo cuyo Ve corresponde al Vo 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 podria corresponder
a formas agregadas de BGP y/o a la BGP unida a otros componentes del
suero.

E1 segundo paso utilizado, tras filtracidon en gel, para la
separacion 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 cromatografia en fase reversa es una técnica de separacion hidrofébica

gue proporciona elevada resolucién y alta recuperacion de la actividad
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biolégica de las proteinas asi purificadas. lLa columna C-4 y las
condiciones del gradiente empleadas en este trabajo son similares a las
utilizadas por otros autores para la purificacidén de BGP tanto de hueso
humano (117), como de suero (78,80).

Utilizando la metodologia de purificacidn en gel, separacion
posterior por HPLC, y cuantificacidn de 1a BGP mediante los tres métodos
descritos, hemos encontrado, al igual que Taylor y Garnerc, miltiples
formas inmunorreactivas de BGP en el suero de individuos adultos sanos.
Nos parecid de gran interés comparar estas formas con las encontradas en
el medio condicionado del cultivo de osteoblastos humanes. 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, ademds de por el IRMA ELSA-OSTED y por el RIA
0SCAtest. Por otra parte, el ensayo 0SCAtest detecta en el medio
condicionado de osteoblastos otras fracciones inmunorreactivas de BGP,
19, 22 y 25, que corresponderian a formas de menor tamaiio de tipo C-
terminal y/o medio, dada la especificidad del ensayo. Garnero y cols.
{79) miden BGP intacta y el fragmento N-terminal medio 1-43 en el
sobrenadante de células de osteosarcoma MG-63 y en osteoblastos humanos,
representando este fragmento 1-43 una proporcion del 40% de 1la
concentracion de BGP humana intacta. Segin 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 degradacion proteolitica de la proteina madura de 49 aminodcidos 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, Tlas cinco fracciones
correspondientes a BGP intacta. Ademds, en el suero encontramos una sexta
fraccion (pico 6) también detectada por Tlos 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 sdélo son detectadas la 19 y la 22, no
observandose la fraccion 25, que podria haber experimentado un rdpido
metabolismo periférico. Por otra parte, en el suero de sujetos controles
se observan dos picos por el ensayo ELSA-OSTEO (3 y 33), que
corresponderian a fragmentos N-terminales medios y que no son detectados
por el ensayo ELSA-OST-NAT, y un pico en posicidn 3, detectado por el RIA
0SCAtest, que podria corresponder a fragmentos de tipo C-terminal, N-
terminal medio y/o medio. Con respecto a los picos encontrados en
posicion 3, resulta curioso que no se retengan en 1a columna de HPLC. Una
posible explicacién 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 1a molécula de BGP, impidiendo su interaccidn con la misma.
En el caso del medio condicionado de osteoblastos, no se ha observado
este fendmeno, y como ya se ha presentado en el capitulo de Resultados,
vuelve a encontrarse una fraccion de BGP que no se une a la columna, en
proporcidén considerable, en el suero de los pacientes con osteoporosis
postmenopdusica y enfermedad dsea de Paget. Sin embargo, este hecho no

se observa en el suero de pacientes con insuficiencia renal crénica. 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 mds
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 qhe no aparece en el correspondiente perfil
del ensayo ELSA-OST-NAT, tendrdn que corresponder a fragmentos de BGP de
tipo N-terminal medio. Gundberg y cols. (77), al realizar el estudio de
las distintas formas inmunorreactivas de BGP en el suero de individuos
controles, obtienen un dnico pico correspondiente a BGP intacta. En este
caso, el uUnico ensayo utilizado para la deteccion 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, ademds del pico correspondiente a la BGP intacta {en la mayor
proporcidn), tres picos anteriores y dos posteriores. Nuestros resultados
son bastante coincidentes con los de Garneroc y cols. (79). Estos autores
encuentran en el suero de sujetos controles: 36.4% de BGP intacta, 13.9%
de fragmentos N-terminales, 14.6% de fragmento medio, 30% de fragmento
N-terminal medio y 5.1% de fragmentos C-terminales medios. Si
consideramos que s6lo 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 BGP total para Tlos
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fragmentos N-terminales medios. Si observamos la figura 20B, nosotros
encontramos un 61% de BGP intacta (picos 28, 31, 35, 3B y 42) y un 38.9%
de fragmentos de BGP 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 1lo tanto diferentes formas
moleculares, y que sin embargo poseen inmunorreactividad de BGP intacta,
1-49. Una posible explicacién de este hecho podria ser, que dichas
fracciones correspondieran a BGP con diferentes grados de y-
carboxilacidn. Ya en el afio 1980, Poser {28) describid la existencia de
moleculas de BGP parcialmente y-carboxiladas, con respecto a las tres
posiciones de Gla (17, 21 y 24) de la secuencia de BGP humana, al
purificar BGP de hueso humano. Por otra parte, se ha detectado BGP con
distintos grados de carboxilacién o incluso totalmente descarboxilada en
suero humano {122), al disponer de ensayos especificos con reactividad
unicamente para BGP y-carboxilada. Sin embargo, los ensayos de BGP a los
que nos hemos estado refiriendo a 1o 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 1a BGP no estd
completamente y-carboxilada en humanos. Segin estos autores, esta y-
carboxilacion incompleta reflejaria la y-carboxilacion parcial de 1la
proteina durante su sintesis. Este hecho podria explicar los resultados
obtenidos en este trabajo en el sentide de obtener varios picos
correspondientes a BGP intacta en el propio medio de cultive, y que
coinciden con los obtenidos en el suero. Por otra parte, Delmas y cols.
(141), al ddentificar proteinas no coldgenas 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 explicacidn para la obtencién de diferentes
picos inmunorreactivos correspondientes todos ellos a 1a molécula intacta
de 49 aminodcidos, podria ser el mayor o menor grado de glicosilacidn de
la BGP, hecho ya descrito por Gundberg y cols. (142) en sujetos normales,
en el caso de la BGP unida al hueso.

Al observar el patrén de formas inmunorreactivas de BGP del
suero de pacientes con insuficiencia renal crénica en hemodidlisis
(figuras 21 y 22), 1lama la atencidn 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 croénica, detectdndose 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) podria deberse a diversas
causas (77): 1° Desaparicidn por su metabolismo periférico; 2° Sintesis
alterada de BGP durante el proceso acelerado de formacidén dsea en la
osteodistrofia renal; 3° Transformacién de la molécula, en estados
urémicos, en una forma carbamilada, por condensacién del grupo CN
derivado de la urea con grupos amino.

Una diferencia muy importante del perfil cromatogrifico de
la BGP encontrado en los pacientes con insuficiencia renal con respecto
al perfil de los individuos controles, es la deteccion por el IRMA ELSA-
OSTEQ de un pico situado en posicion 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 N-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 1la presencia, en un porcentaje del 50%, de un
fragmento N-terminal medio de BGP en el suero de pacientes con fracaso
renal crdnico, lo que estaria 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, podria explicarse por el metabolismo de la BGP intacta a
fragmentos N-terminales medios y su acumulacion en circulacion debido a
1la insuficiencia renal, por sintesis alterada en el osteoblasto, o bien
por aumento de la BGP circulante procedente de la resorcidn dsea que
ocurre en la osteodistrofia renal.

Otros fragmentos que aparecen en el suero de pacientes con
insuficiencia renal crdnica en hemodidlisis y no en sujetos controles san
el 19, detectado por el ensayo ELSA-OSTEO, y el 17, detectado por el RIA
0SCAtest. Este Gitimo corresponde posiblemente a un fragmento C-terminal
y/0 medio de BGP. Las causas posibles de la aparicidn de estos fragmentos
son las mismas que las resefiadas anteriormente con respecto al fragmento
25.

Por Gl1timo, merece la pena destacar que en el suero de los
pacientes con insuficiencia renal crénica es prdacticamente indetectable
el pico que aparecia en el sueroc de sujetos controles en posicion 3, y
que correspondia a fragmentos que no se retienen en la columna de HPLC.
Esta diferencia con el suero de adultos sanos podria deberse a 1la
ausencia o alteracién en la insuficiencia renal de una mglécula
hipotética'que se uniria a la BGP e impediria su ijnteraccion con la
columna de fase reversa.

Ya en trabajos anteriores, Gundberg y Taylor habian descrito

la presencia de miltiples formas inmunorreactivas de BGP en el suero de
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pacientes con insuficiencia renal crénica. Gundberg y cols. (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 miltiples fragmentos
inmunorreactivos (mds 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 1a molécula de BGP.

En el suero de los pacientes con enfermedad dsea 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 crénica s6lo se observaban
también cuatro formas de BGP intacta, pero no las mismas que en este caso
(28, 31, 35 y 38). Las fracciones inmunorreactivas de BGP gque aparecen
en posicion 3 por el ensayo ELSA-OSTED y OSCAtest son cuantitativamente
muy importantes, al igual que sucedia en el suero de los sujetos
controles. Por el ensayo ELSA-OSTEQ, 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 fraccion 25 (11.8%), que corresponderia a un fragmento
N-terminal medio, como se ha citado anteriormente. Esta forma también es
detectada por este ensayo dnicamente en el suero de los pacientes con
insuficiencia renal. Otro fragmento N-terminal, presente en elevado
porcentaje (16.3%), es el 33, forma que también es detectada en el suero
de sujetos controles. E1 ensayo 0SCAtest detecta en el suero de pacientes

con enfermedad 6sea de Paget un fragmento en posicién 26 en un 25.6%, y
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que no aparece en los sujetos controles. Este fragmento corresponderia
a una forma C-terminal y/o media.

Taylor y cols. (78), al estudiar Tlas diferentes formas
inmunorreactivas de BGP en el suero de pacientes con enfermedad dsea de
Paget, encuentran varios fragmentos comunes a los hallados en sueros
controles y otro fragmento especifico de la enfermedad 6sea de Paget.
Estos autores explican sus hallazgos diciendo que se han podido generar
fragmentos de BGP diferentes durante el anormal proceso de formacidn o
resorcion dsea de esta enfermedad. Otra explicacidn, segiin los mismos
autores, seria la incapacidad del rifién para aclarar los fragmentos de
BGP con Tla misma rapidez con que se producen, en esta patologia
caracterizada por un remodelado muy acelerado.

En el suero de los pacientes con osteoporosis postmenopdusica
se encuentran también cinco formas moieculares de BGP intacta, pero no
responden al mismo patrén 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 podria deberse a 1la propia naturaleza de 1la patologia
osteopordtica, en 1a que se han descrito anomalias importantes en la y-
carboxilacién de la BGP (143-145). Estas anomalias impedirian una unidn
normal de esta proteina al hidroxiapatito del hueso y podrian estar
implicadas en el desacoplamiento de las actividades déseas de formacidn
y resorcion. En esta patologia, al igual que en la enfermedad dsea de
Paget y en 1los sujetos controles, vuelve a ser cuantitativamente
importante la fracciéon detectada en la posicion 3 por los métodos ELSA-
OSTEO y OSCAtest. Una caracteristica diferente del suero procedente de
las pacientes con osteoporosis postmenopausica con respecto a los sujetos

controles y a las otras patologias estudiadas, es la ausencia de las
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fracciones 19 y 22, detectadas por el ensayo OSCAtest. E1 unico trabajo
que hemos encontrado en la Tliteratura en que estudian los posibles
fragmentos de BGP existentes en pacientes <con osteoporosis
postmenopausica es el de Garnero y cols. (79). Estos autores encuentran
en el suero de estas pacientes un patrdn de formas de BGP muy similar al
de los sujetos normales, predominando la forma intacta y la N-terminal
media. Sin embargo, en nuestro estudio el patrén de BGP en 1la
osteoporosis es también diferente.

Los resultados del presente estudio constatan la presencia
de diversas formas de BGP circulantes en el suero humano. Estas formas
podrian proceder tanto de la propia sintesis osteoblastica, como del
metabolismo periférico, o de los procesos de resorcién dsea. Es muy
importante tener en cuenta que las formas moleculares de BGP circulantes
dependen del tipo de patologia ¢sea de que se trate. Este hecho, unido
a la diversidad de antisueros o anticuerpos disponibles para 1la
cuantificaciéon de la BGP, hacen indispensable una adecuada seleccidon del
método para realizar un determinado tipo de estudio clinice o para su

utilizacion en el andlisis clinico rutinario.
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Conclusiones

Todos los ensayos estudiados presentan valores aceptables de

sensibilidad, coeficientes de variacidn y recuperacion.

La tinealidad de los IRMAs estudiados es mejor que la de los RIAs.

Los peores resultados se obtienen con el RIA OSTK-PR.

Los métodos que presentan un mejor grado de estandarizacion son los

IRMAs ELSA-OSTEO, ELSA-OST-NAT y el RIA OSCAtest.

Después de tratar las muestras de suero con un anticuerpo dirigido
contra la zona 43-49 de 1a BGP humana, sdlo el IRMA ELSA-OST-NAT
no detecta BGP residual, sugiriendo que este ensayo detecta
inicamente la molécula de BGP intacta. ET1 resto de los ensayos
estudiados son capaces de detectar otros fragmentos de BGP ademds

de Ta molécula intacta.

Ademds de la molécula de BGP intacta, el IRMA ELSA-OSTEQ es capaz
de detectar fragmentos de tipo N-terminal medio de BGP y el RIA

0SCAtest fragmentos C-terminales de 1a molécula.

La baja estabilidad de 1a BGP en el suero es un problema importante
a la hora de su utilizacion clinica. Con los ensayos IRMA ELSA-
OSTEQ, IRMA OSTEOCALCINA y RIA O0OSCAtest (con el empleo de una
disolucion estabilizante) se obtienen los mejores resultados de
estabilidad. Por tanto, las condiciones de almacenamientc de las
muestras son muy importantes al realizar la cuantificacion de 1la

BGP.
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10.

11.

Los valores absolutos de BGP obtenidos en una misma muestra por los
diferentes ensayos son distintos. La correlacidn encontrada entre
Tos 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 crdnica y enfermedad 6sea de Paget, debido a

la existencia de mayor nimero de fragmentos de BGP circulantes.

Se han detectado diferentes formas inmunorreactivas de BGP en el

medio condicionado del cultivo de osteoblastos humanos.

Se han detectado también diferentes formas inmunorreactivas de BGP
en el suero de sujetos controles y de pacientes con insuficiencia
renal crénica, enfermedad odsea de Paget y osteoporosis
postmenopdusica. Estas formas no son siempre las mismas,
dependiendo de su origen {osteoblastos, controles o distintas

patologias).

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 podrian corresponder a diferentes grados de y-carboxilacién,
glicosilacién y/o carbamilacidon, o a otras modificaciones de Ta

molécula de naturaleza desconocida.

Aunque el patron 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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12.

13.

14.

en el suero de sujetos controles y no en el medio condicionado de
una forma de naturaleza N-terminal que eluye a 30.6% de AcN y de
otras que no se retienen en 1la columna de HPLC y que no

corresponden a BGP intacta.

La principal diferencia encontrada en el suero de pacientes con
insuficiencia renal cronica con respecto al suero de sujetos
controles, es la ausencia de 1la forma inmunorreactiva de BGP
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 AcN y de

otra C-terminal o media que eluye a 27.4% de AcN.

La principal diferencia encontrada en el suero de pacientes con
enfermedad dsea de Paget con respecto al suero de sujetos controles
es la ausencia de la forma ipmunorreactiva de BGP intacta que eluye
a 31.0% de AcN y 1a presencia de miltiples formas inmunorreactivas
de tipo N-terminal, entre las que destaca, desde un punto de vista
cuantitativo, la fraccidén que eluye a 29.0% de AcN, y de otra forma

C-terminal o media que eluye a 29.2% de AcN.

En el caso de la caracterizacion de las formas inmunorreactivas de
BGP encontradas en el suero de las mujeres con osteoporosis
postmenopausica, es de destacar la presencia de una fracciodn
corréspondiente a BGP intacta que eluye a 29.2% de AcN y que no
aparece en el suero de los sujetos controles y la ausencia, sin
embargo, de otra fraccién que si aparece en controles,

correspondiente también a BGP intacta y que eluye a 32.4% de AcN
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15.

Por otra parte, es de destacar la ausencia de una forma de
naturalteza N-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.

De los resultados del presente trabajo podemos concluir que las
diferentes patologias Oseas estudiadas presentan diferentes
patrones inmunorreactivos de BGP circulante en suero, y por tanto,
es de gran importancia una rigurosa seleccion del ensayo a utilizar
en la cuantificacidén de los niveles de BGP, en el estudio del

remodelado éseo en dichas patologias.
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