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RESUMEN

La determinacién de Osteocalcina (OC) ha sido propuesta en nifios con deficiencia de
Hormona de Crecimiento (GHD) para evaluar el efecto del tratamiento con Hormona de
Crecimiento sobre el remodelado 6seo. Se compararon los valores de OC en nifios con
GHD bajo tratamiento, con un grupo control de nifios sanos utilizando dos
inmunoensayos comerciales (ECLIA y CLIA) en suero y plasma. La media obtenida en
nifios con GHD fue significativamente mas alta que el grupo control con ambas
metodologias (CLIA: GHD 74,5 +/- 28,6 ng/ml, control 57,5 +/- 25,6 ng/ml; ECLIA:
GHD 109,6+/- 37,8 ng/ml, control 79,9 +/- 29,6 ng/ml; p<0,001).

Si bien GH tiene un efecto bifasico sobre el remodelado 6seo, se desconoce la
proporcion relativa de OC y fragmentos que proviene de cada proceso. Por consiguiente
es conveniente utilizar un mismo método en el seguimiento de estos nifios con GHD
debido a las diferencias metodologicas halladas. Nuestros valores fueron
significativamente mayores en plasma que en suero, lo que podria atribuirse a una
mayor estabilidad de OC.



INTRODUCCION

Osteocalcina (OC) es la proteina no colagena que mas abunda en hueso. Este péptido
de 49 aa se sintetiza principalmente en osteoblastos. Si bien la mayor parte se incorpora
a la matriz 6sea, una pequeia fraccion se libera a circulacion donde se puede
cuantificar con diferentes inmunoensayos. (1 — 7, 31)

En la actualidad OC se utiliza como marcador de formacion 6sea. Se ha demostrado “in
vitro” que tanto la molécula intacta como sus fragmentos se liberan de la matriz 6sea
durante el proceso de resorcién, motivo por el cual su determinacion reflejaria ambos
procesos del remodelado 6seo. (8 - 9)

Es posible observar ademds variaciones con los distintos inmunoensayos utilizados,
debido a la presencia de fragmentos de diferente reactividad lo cual limita su utilidad en
la practica clinica. (1 — 3, 10 - 14)

Aproximadamente un tercio de la OC circulante es molécula intacta, otro tanto
corresponde al fragmento amino terminal (N mid) y el resto a fragmentos de menor
tamafio, producidos por protedlisis “in vivo” (10). Garnero y colaboradores (col)
identificaron dichas formas predominantes de OC en mujeres normales y con
osteopenia, sugiriendo que la eleccion de una metodologia adecuada dependera, en gran
parte, de la patologia subyacente (3). Ademas “in vitro” la molécula de OC es muy
inestable generando en especial, el fragmento N mid (15 - 16), por lo que ensayos que
detecten solo la molécula intacta seran “sensibles” a la degradacion “in vitro”, y
aquellos que detecten fragmentos, podran “sobreestimar” la concentracion de OC
intacta (10).

Se ha propuesto la determinacion de OC en niflos con deficiencia de Hormona de
Crecimiento (GHD) bajo tratamiento con GH recombinante (rGH) para evaluar el efecto
del mismo sobre el remodelado 6seo (2, 17 — 18), ya que GH incrementa los marcadores
de formacién y resorcion 6sea (19). Su verdadera utilidad en la practica clinica atn
resulta controvertida (20, 30).

En base a lo dicho, nuestros objetivos son:

- Comparar los valores de OC en nifios con GHD bajo tratamiento con rGH con un
grupo control de nifios sanos utilizando dos inmunoensayos comerciales: ECLIA
(ensayo que mide los niveles de molécula intacta y N mid) y CLIA (s6lo mide molécula
intacta).

- Comparar los valores obtenidos de OC en suero y plasma con heparina por ambos
métodos.



MATERIALES Y METODOS

Materiales: Se midi6 OC por ECLIA y CLIA en 87 muestras de suero y plasma con

heparina. Se analizaron dos grupos:
I) grupo control (40 nifios y jovenes; 19 mujeres y 21 varones; rango de edad: entre
2 y 20 afios).
Criterio de exclusion: nifios y jovenes que toman alguna medicacion o
presentan alguna patologia endocrina o que esté relacionada con el
metabolismo 06seo.
II) nifos y jovenes con GHD bajo tratamiento con rGH (13 mujeres y 34 varones;
rango de edad: 2 a 17 afios).

Metodologia: Las determinaciones de OC se hicieron por ECLIA en un analizador
Roche Elecsys 2010; y por CLIA en un analizador Siemens Immulite 1000, de acuerdo
a las especificaciones del fabricante.

Para ECLIA el coeficiente de variacion (CV) intraensayo fue 5,3 % y el CV
interensayo de 6,8 %.Para CLIA, el CV intraensayo fue de 6,4 % y el CV interensayo:
8,4 %

Toma de muestra: La muestra se tomo entre las 8.30 y 10 hs de la manana y se
conservo a 4o C hasta su centrifugacion antes de la hora de extraccion. Todas las
muestras fueron conservadas en freezer a - 20° C hasta su procesamiento.

Analisis estadistico: Se empled el analisis de regresion de Deming para comparar los
valores de OC por ECLIA y CLIA en ambos grupos y para comparar los valores en
suero y plasma con heparina entre ambos métodos. Una p< 0,05 fue considerada
estadisticamente significativa.



RESULTADOS

El valor medio de OC obtenido en el grupo control fue de 79,9 +/- 29,6 ng/ml para
ECLIA y 57,5 +/- 25,6 ng/ml para CLIA. En la comparacion de ambos métodos, la recta
obtenida fue: y= 1,25x + 7,96. ECLIA valoroé en este grupo un 25% mas que CLIA (r:
0,8148; p<0,001) Figura 1.

Figura 1: NIVELES DE OC EN UN GRUPO CONTROL DE NINOS Y JOVENES
SANOS (N: 40). COMPARACION DE DOS INMUNOENSAYOS: ECLIA y CLIA
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Para el grupo de nifios y jovenes con GHD bajo tratamiento con rGH el valor medio fue
109,6 +/- 37,8 ng/ml para ECLIA y 74,5 +/- 28,6 ng/ml para CLIA. La media de este
grupo fue significativamente mas alta que el grupo control tanto para ECLIA (p< 0,001)
como para CLIA (p< 0,006). En la comparacion de ambos métodos la recta obtenida fue
y=1,41x + 4,43. ECLIA valor6 un 41% mas que CLIA (r: 0,772; p< 0,001) Figura 2.
Con ambos métodos se obtuvo muy buena correlacion en los resultados obtenidos con
suero y plasma, aunque la diferencia entre los valores medios fue estadisticamente
significativa como se observa en la figura 3 (ECLIA suero 30 ng/ ml; plasma 34 ng/ ml;
= 0,9976; p<0,0001) y en la figura 4 ( CLIA suero 31,5 ng/ ml; plasma 40,1 ng/ ml; r=
0,9821; p<0,0001).



Figura 2: NIVELES DE OC EN NINOS Y JOVENES CON GHD BAJO
TRATAMIENTO CON rGH (N: 47). COMPARACION DE DOS

INMUNOENSAYOS: ECLIA y CLIA
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(OC ECLIA: Control 79,9 +/- 29,6 ng/ml; GHD 109,6 +/- 39,8 ng/ml. P< 0,001)
(OC CLIA: Control 57,5 +/- 25,6 ng/ml; GHD 74,5 +/- 28,6 ng/ml. P< 0,006)

Figura 3: COMPARACION DE LOS VALORES DE OC OBTENIDOS EN SUERO Y
PLASMA CON HEPARINA: ECLIA
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Figura 4: COMPARACION DE LOS VALORES DE OC OBTENIDOS EN SUERO Y
PLASMA CON HEPARINA: CLIA
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DISCUSION

La OC en suero es un “pool” heterogéneo de formas moleculares estructuralmente
diferentes (10). OC intacta es muy inestable “in vitro”, generando principalmente el
fragmento N mid (1-43); motivo por el cual, algunos autores postulan que aquellos
ensayos que miden molécula intacta mas N mid podrian resultar de mayor utilidad. (21)
Garnero y col utilizaron anticuerpos monoclonales para identificar los fragmentos
circulantes en sujetos sanos y en pacientes con enfermedades dseas metabolicas. Sus
resultados mostraron un incremento en el fragmento N mid en pacientes con
Enfermedad de Paget, y un incremento de OC intacta y N mid en pacientes con
insuficiencia renal cronica; sugiriendo que la eleccion de una metodologia adecuada
dependera en gran parte de la patologia subyacente (3). AlUn existen controversias
acerca del inmunoensayo que puede ser de mayor utilidad en la practica clinica. (21)

En nifios con GHD se ha demostrado que el tratamiento con rGH incrementa los
marcadores del remodelado 6seo (19). El efecto de rGH es bifasico: aumenta
inicialmente la resorcion y luego la formacion (22), ejerciendo su accion en forma
directa o indirecta, a través del factor de crecimiento insulino simil (IGF1). (23, 24)
Estudios “in vitro” han demostrado que GH estimula la osteoblastogénesis, la
proliferaciéon de osteoblastos y su funcion diferenciada (28); e IGF1 estimula la
oscteoclastogénesis (24) aumentando asi los niveles de OC. Ademaés, rGH estimula la
carboxilacion de la OC (26), proceso necesario para la formacion normal del hueso,
contribuyendo a la microheterogeneidad de las formas circulantes de OC, la cual podria
deberse a diferentes grados de ycarboxilacion o glicosilacion (27).

Los estudios realizados por Ivaska y col (8) demostraron que durante el proceso de
resorcion Osea se libera a circulacion tanto OC intacta como sus fragmentos, si bien no
se puede estimar la proporcion relativa de OC que proviene de cada proceso (formacion
o resorcion) en una determinada situacion clinica.

Baroncelli y col (25) estudiaron el impacto de rGH sobre la dindmica de los marcadores
bioquimicos en 24 nifios con GHD bajo tratamiento durante 9 afios. Durante ese periodo
los niveles de OC estuvieron por encima de sus valores pre tratamiento en todas las
determinaciones hasta que adquirieron la talla final. Nuestros resultados concordaron
con lo informado por Baroncelli y col utilizando un diferente protocolo de trabajo. Estos
autores determinaron los niveles de OC total (intacta mas N mid) en dichos nifios con
un ensayo inmunoradiométrico antes del tratamiento con rGH y una vez al afio después
de iniciado el mismo, hasta completar el estudio (25).

Hubina y col (26) estudiaron el efecto de rGH en adultos con GHD observando un
incremento en los niveles de OC total y carboxilada, permaneciendo elevados por
encima de sus niveles basales durante los 18 meses de tratamiento.

En nuestro grupo de estudio los niveles de OC fueron mas elevados en nifios con GHD
bajo tratamiento con rGH por ambos inmunoensayos respecto al grupo control, siendo
esa diferencia significativamente mayor por ECLIA. Estos resultados demuestran la
conveniencia de utilizar un mismo método en el seguimiento de estos nifos.

Existen reportes en la bibliografia que indican que el uso de anticoagulantes puede
influir en la inmunorreactividad de la OC (4, 29). Si bien obtuvimos muy buena
correlacion en los resultados obtenidos con suero y plasma, nuestros valores fueron
significativamente mayores en plasma, lo que podria deberse a una mayor estabilidad de
OC.



CONCLUSION

Nuestros resultados demuestran la conveniencia en la utilizaciéon de un mismo método
en el seguimiento de pacientes tratados con rGH debido a las diferencias metodologicas
halladas. Son necesarios estudios posteriores que permitan correlacionar el
comportamiento con otros marcadores del remodelado y factores de crecimiento, los
cuales podrian arrojar nuevos conocimientos sobre estas diferencias observadas. Cada
laboratorio deberia estandarizar el tipo de muestra a utilizar para la determinacioén de
OC (suero o plasma), si bien resta determinar si dicha diferencia es clinicamente
relevante.
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