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Resumen

Introduccion: Se ha demostrado que la osteocalcina tiene una relacion inversa con la glucemia, resistencia a la insuli-
na y adiposidad. Objetivo: Determinar la concentracion sérica normal de osteocalcina en adultos sanos mexicanos y com-
pararlos con los reportados en otras poblaciones. Método: Se determind la concentracion sérica de osteocalcina carboxila-
da y pobremente carboxilada en 100 adultos sanos mediante inmunoensayo enzimatico; se calculd la concentracion de
osteocalcina total. Se hizo una comparacion descriptiva con valores de otras poblaciones reportadas en la literatura.
Resultados: Las medianas de las concentraciones de osteocalcina carboxilada y pobremente carboxilada fueron 3.22 ng/mL
y 1.61 ng/mL, respectivamente; la media de osteocalcina total fue 7.40 = 5.11 ng/mL. No hubo diferencia significativa entre
los valores de osteocalcina total en nuestra poblacion y los de poblaciones en las que se utilizaron métodos de cuantificacion
similares al nuestro. Conclusion: La concentracion sérica promedio de osteocalcina total en la poblacion analizada fue de
7.40 ng/mL. Las variaciones sutiles entre poblaciones son atribuibles a factores genéticos y poblacionales, sin embargo, el
meétodo de cuantificacion fue el unico que se comprobd influye significativamente en los niveles de osteocalcina en pobla-
ciones sanas.
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Abstract

Introduction: Osteocalcin has been shown to have an inverse relationship with blood glucose, insulin resistance and adipo-
sity. Objective: To determine osteocalcin normal serum concentration in Mexican healthy adults and compare it with values
reported in other populations. Method: Carboxylated and undercarboxylated osteocalcin serum concentrations were determined
in 100 healthy adults by means of enzyme immunoassay; osteocalcin total concentration was calculated. A descriptive com-
parison was made with other populations’ values reported in the literature. Results: Carboxylated and undercarboxylated
osteocalcin median concentrations were 3.22 ng/mL and 1.61 ng/mL, respectively. Mean total osteocalcin was 7.40 + 5.11 ng/mL.
There was no significant difference between the osteocalcin values in our population and those of populations where similar
quantification methods to ours were used. Conclusion: Osteocalcin total serum concentration mean in the analyzed population
was 7.40 ng/mL. There are subtle variations between populations that are attributable to genetic and population factors; howe-
ver, the quantification method was the only variable that was shown to significantly influence on osteocalcin levels in healthy
populations.
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|ntroducci6n

La osteocalcina (OC) es un péptido de 49 aminoa-
cidos codificado en el gen BGLAP y producido princi-
palmente por los osteoblastos. Este péptido es el se-
gundo mas abundante en el hueso, solo después del
colageno. La OC tiene funciones osteogénicas y hor-
monales. Posterior a su sintesis en el reticulo endo-
plasmico rugoso, la OC es carboxilada en sus resi-
duos de &cido glutamico en las posiciones 17, 21 y 24,
respectivamente, dando como resultado la osteocalci-
na carboxilada (OCc), la cual comprende 95 % de la
OC corporal total.! Esta carboxilacion es mediada por
una carboxilasa dependiente de vitamina K y dicho
proceso confiere a la OCc gran afinidad por la hi-
droxiapatita. La fraccién pobremente carboxilada de la
osteocalcina (OCnc) puede ser obtenida por carboxi-
lacién parcial durante su sintesis o descarboxilacion
de la OCc generada por el microambiente &cido indu-
cido por los osteoclastos durante la resorcion dsea.?

Las funciones de la OC dependeran del tejido donde
actie y del grado de carboxilacion. En el hueso, la OC
aumenta la formacion dsea y mejora las propiedades
mecanicas del mismo mientras que estimula la diferen-
ciacion osteoclastica. El efecto neto es formacion, re-
modelacién y mantenimiento 6seo.?

Inicialmente, la OC se consideraba una hormona
exclusiva del metabolismo dseo, sin embargo, gracias
a los estudios realizados por Lee et al., se demostrd
asociacién entre metabolismo energético y dseo, don-
de la OCnc tiene una relacién inversa con la glucemia,
resistencia a la insulina y adiposidad. Ademas, la OC
aumenta la expresion y secrecion de insulina en las
células beta pancredticas y la secrecion de adiponec-
tina desde el adipocito.! En pacientes con diabetes
mellitus existen niveles disminuidos de OCnc y estos
correlacionan negativamente con peso, indice de masa
corporal y niveles de glucosa plasmatica en ayuno, por
lo que se ha propuesto a la OC como un predictor y
una opcidn terapéutica de dicha enfermedad.? Por otro
lado, la OC se ha visto implicada en la fertilidad, ya
que correlaciona significativamente con los niveles de
testosterona libre en la poblacién masculina.? Final-
mente, la OC pudiera influir en el desarrollo de trastor-
nos del afecto y ansiedad, ya que se ha demostrado
que inhibe la produccion de GABA por el estriado y el
hipocampo, donde aumenta la sintesis de neurotrans-
misores monoaminérgicos, con lo que disminuyd la
ansiedad y la depresion en un modelo murino.?*

El mecanismo exacto de como la OC realiza esta
vasta gama de funciones se desconoce. Sin embargo,

se ha identificado al receptor GPRC6A como el posi-
ble mediador exclusivo de las funciones de la OC, ya
que el fenotipo de ratones knock-out de GPRCBA es
muy similar a los knock-out de osteocalcina. A su vez,
se ha identificado que las vias de sefalizaciéon que
dicho receptor estimula terminan en la expresion de
genes que mejoran el perfil metabdlico como el recep-
tor gamma activado del proliferador de peroxisomas
(PPAR-y, peroxisome proliferator activated receptor
gamma) y de genes que aumentan la esteroidogéne-
sis, como el elemento de unidn de respuesta al AMPc
(CREB, cAMP response element-binding), todo por un
mecanismo ligado a proteinas G. A pesar de esto, no
se ha descrito la estructura molecular de dicho recep-
tor ni su mecanismo de unién con la OC, por lo que
sigue siendo solo una posibilidad.?

Actualmente la OC es utilizada como un marcador de
formacién dsea, tanto en la investigacion como en la
clinica. Entre sus aplicaciones destacan la determina-
cion del riesgo de fracturas, de respuesta terapéutica a
bisfosfonatos y remplazo hormonal, monitoreo de activi-
dad metastatica 6sea, monitoreo de mieloma multiple y
respuesta a la administracion de hormona de crecimien-
to en trastornos por deficiencia de esta, entre otras.®®

Método

Se reclutaron 100 adultos clinicamente sanos en el
Programa de Deteccion de Diabetes y Sindrome Meta-
bélico del Laboratorio de Bioquimica, Centro Universi-
tario de Ciencias de la Salud, Universidad de Guada-
lajara, Jalisco, México. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica, Investigacién y Bioseguridad del cen-
tro y se alined a las normas y principios éticos estable-
cidos en la Declaracion de Helsinki, ratificada en la 18.2
Asamblea Médica Mundial. Después de firmar el con-
sentimiento informado se obtuvo la historia clinica y se
realizé la exploracion fisica, con la toma de las medi-
ciones pertinentes para descartar hipertension arterial,
sobrepeso, obesidad y sindrome metabodlico, utilizando
los criterios y métodos estipulados en el Séptimo Re-
porte del Joint National Committee on the Prevention,
Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Pressure, la Organizacion Mundial de la Salud y en el
Adult Treatment Panel Ill, respectivamente.®

Posterior a un ayuno de 12 horas, se realiz6 la toma
de muestra sanguinea para las determinaciones bio-
quimicas. Se excluyeron los individuos que reunian
criterios para diabetes tipo 2, sindrome metabdlico,
hipertension arterial sistdlica, que indicaron alguna
patologia que pudiese alterar los niveles de OC o que
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consumian medicamentos que pudieran influir en los
niveles de OC: insulina, glucocorticoides, anticoncep-
tivos orales, vitamina D, vitamina K, bisfosfonatos,
calcio, calcitriol, tiazolidinedionas o anticoagulantes.

Todas las muestras sanguineas obtenidas fueron cen-
trifugadas y separadas para posteriormente almacenar
los sueros a -20 °C. La determinacién de OCc se hizo
mediante inmunoensayo enzimético (EIA) tipo sand-
wich, que utiliza anticuerpos monoclonales dirigidos
contra los fragmentos que contienen el residuo 17-y-car-
boxiglutamico, especifico para OCc (Gla-OC MK-111®,
Takara Bio Inc., Japdn). Dicha prueba tiene coeficientes
intra e interensayo de 3.3-4.8 y 1.0-2.4, respectivamen-
te. El ensayo para OCnc utiliza la misma técnica y se
dirige contra los fragmentos que contengan los residuos
21 y 24 glutdmicos, los cuales son especificos para
OCnc con 5 % de reactividad cruzada con OCc (Glu-OC
MK-118®, Takara Bio Inc., Japdn). Dicha prueba tiene
coeficientes intra e interensayo de 4.6-6.7 y 5.7-9.9,
respectivamente. Para el calculo de OCt se realiz6 la
suma aritmética de los valores de OCc y OCnc, confor-
me se indica en diferentes publicaciones.'>'

El andlisis estadistico se llevd a cabo con los progra-
mas SPSS versién 18.0 y Graphpad Prism version 5. Se
tomé como significativo un nivel de confianza de 95 %
y un valor de p < 0.05. Para verificar una distribucion
normal en las variables determinadas se realizé la prue-
ba de Kolmogorov-Smirnov. Se obtuvo media aritmética,
desviacion estandar, error estandar de la media y rango.
Para el andlisis inferencial se utilizd t de Student para
variables con distribucion normal, mientras que para
variables con distribucion no normal se utilizaron chi
cuadrado, Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney.

Resultados

Se cuantificaron las concentraciones de OCc y
OCnc de 78 mujeres y 22 hombres clinicamente sa-
nos, con una edad promedio de 45.4 + 5.9 afios y se
calcularon los niveles de osteocalcina total (Oct). La
mediana de las concentraciones de OCc y OCnc fue
de 3.22 ng/mL y 1.61 ng/mL, respectivamente; la me-
dia de la concentracion sérica de OCt fue de 7.40 +
5.11 ng/mL (Figura 1). Las caracteristicas de los su-
jetos estudiados se presentan en la Tabla 1.

Con la finalidad de comparar los niveles de OCt de
la poblacion mexicana sana se recopild informacion de
este parametro en controles sanos de diferentes pobla-
ciones (Tabla 2), tanto de estudios transversales anali-
ticos como de estudios de casos y controles. La me-
diana de la concentracion de OCt en poblacién
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carboxilada*

Osteocalcina

Figura 1. Concentraciones séricas de las variantes de osteocalcina.
*Mediana. ** Media.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de 100 adultos
sanos en quienes se cuantificé la concentracion sérica de las
variantes de osteocalcina

Sexo n
Masculino 22
Femenino 78

Media + DE

Edad (afios) 454 +59

Peso (kg) 7213+ 14.8

Talla (cm) 161.056+7.4

Presion arterial sistélica (mm Hg) 113.25 + 10.96

Presion arterial diastélica (mm Hg) 74.9+7.51

australiana fue 6.6 ng/mL;"® en turcos, de
8.82 + 4.03 ng/mL y en estadounidenses, de 4.4 +
1.4 ng/mL."'8 En poblaciéon marroqui, la media de los
niveles séricos de OCt fue de 18.3 + 5.3 ng/mL, en
brasilefios de 33.2 + 5.1 ng/mL y en austriacos de
40.0 = 21.3 ng/mL, valores significativamente mayores
en comparacion con los obtenidos en nuestra poblacién
(p < 0.01,p < 0.001, p < 0.0001, respectivamente).’*?!

Discusion

La principal utilidad clinica de la osteocalcina es la
de un marcador de recambio 6seo que puede ser apli-
cado a diferentes patologias como osteoporosis, enfer-
medad de Paget y neoplasias 6seas.?®?223A su vez, la
OC puede ser empleada como indicador de riesgo car-
diovascular,? riesgo metabdlico y control glucémico en
pacientes diabéticos.?® Por lo anterior, consideramos de
suma importancia disponer de un rango de referencia
especifico en la poblacion mexicana.

En nuestro estudio, los rangos de normalidad de las
concentraciones séricas de OCc, OCnc y Oct fueron
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Tabla 2. Comparacion de las concentraciones de osteocalcina y algunas variables clinicas y demograficas entre distintas poblaciones

Poblacién Oct Edad IMC (kg/m?) H/M CrS (mg/dL) Método Referencia
(ng/mL) (afos)

Mexicana 7.40 +5.11 454 +59 2746 +5.14 22[78 0.88+0.2 EIA —

(n=100)

Australiana 6.6" 62 + 3" 25+ 1* 20017 1.0+ 0.07 RIA 16

(n=37)

Turca 8.82 + 4.03t 54.35 £ 3.7 26.73 + 4.071 0/20 ELISA 17

(n=20)

Estadounidense 44+ 141 54.6 £ 11.7* 278+ 2.7t 10/10 -- RIA 18

(n=20)

Marroqui 183 +5.3" 53.2 + 8 254 + 411 35/0 - EQm 19

(n=35)

Brasilefia 332 +51* 465+ 1.17 26.5+ 0.6 10/14 IRMA 21

(n=24)

Austriaca 40.0 £ 21.3* 84.2 + 6.3 254 + 4.8 - - EQm 20

(n=588)

*p < 0.01, *p < 0.001, **p < 0.0001, tValor no significativo

Oct, osteocalcina total; IMC, indice de masa corporal; H/M, hombre/mujer; CrS, creatinina sérica; EIA, electroinmunoensayo; RIA, radioinmunoensayo; EQm, electroquimioluminiscencia;

IRMA, ensayo inmunorradiométrico

3.22 ng/mL, 1.61 ng/mL (medianas) y 7.40 + 5.11 ng/mL
(media), respectivamente. Los valores de las concen-
traciones séricas de OC dependen de diferentes fac-
tores, entre los cuales destacan variaciones genéticas,
raza, edad, sexo, vitamina D y geografia. Estudios de
gemelos han demostrado que 80 % de la variaciéon en
la concentracion sérica depende de la expresion ge-
nética,?® lo que pudiera explicar las variaciones entre
razas, menores en la caucasica y mayores en la ne-
gra.?” La edad también influye en el nivel de OC: es
mayor en nifios y adolescentes, que tienen mas capa-
cidad osteogénica, que en adultos. Las mujeres suelen
tener una menor concentracion de osteocalcina en el
periodo premenopausico debido a que los estrogenos
tienen un efecto inhibitorio en la sintesis de OC y existe
aumento esperado de OC en la posmenopausia. La
vitamina D es un estimulador de la transcripcion del
gen BGLAPYy, por ende, las concentraciones de osteo-
calcina son menores en poblaciones con baja ingesta
de esta 0 menor exposicion a la luz solar.?2 Finalmen-
te, la OC es degradada por enzimas renales, por lo
que el deterioro de la funcién renal aumentara los ni-
veles circulantes de dicha hormona.?”

Al comparar nuestros valores con los de otras pobla-
ciones del resto del mundo no encontramos diferencia
estadistica con los valores obtenidos en australianos,
turcos y norteamericanos. Sin embargo, los valores que
mostraron ser significativamente distintos fueron los ob-
tenidos en poblacién marroqui, brasilefia y austriaca.
Partiendo de la amplia heterogeneidad entre estas po-
blaciones no pudiéramos atribuir las diferencias a facto-
res genéticos y ambientales, puesto que estos grupos

humanos difieren ampliamente en la dieta que consu-
men, su genética y la geografia del lugar donde residen,
a pesar de lo cual sus rangos de normalidad no difieren
significativamente entre si, como se esperaria. Lo que
parece marcar la diferencia entre los grupos parece ser
el método de cuantificacién de la hormona, puesto que
podemos hacer dos grandes grupos: los que usaron
inmunoensayo enzimatico, ELISA y radioinmunoensayo)
contra los que utilizaron ensayo inmunorradiométrico y
electroquimioluminiscencia). Existen numerosos méto-
dos para cuantificar los niveles de OC, todos utilizan la
interaccion antigeno-anticuerpo como medio para iden-
tificar a la molécula de interés (OC en nuestro caso) y
pueden ser divididos en tres grupos: basados en radia-
cion, enzimaticos y por electroquimioluminiscencia. Los
primeros son el radioinmunoensayo y el ensayo inmu-
norradiométrico, que emplean anticuerpos marcados
con radiacién, los cuales son cuantificables al unirse al
antigeno (OC).* Los ensayos enzimaticos son el ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y el in-
munoensayo enzimatico, que cuantifican el antigeno uti-
lizando anticuerpos ligados a una enzima; después de
la reaccion antigeno-anticuerpo se agrega un sustrato
para la enzima que resulta en una reaccion colorimétrica
medible.®' Finalmente, la electroquimioluminiscencia se
fundamenta en la unién de anticuerpos marcados con
un material que después de un estimulo eléctrico da
lugar a una reaccion luminiscente cuantificable.®

Se ha demostrado alta correlacion entre los valores
de OC obtenidos por ELISA, inmunoensayo enzimatico
y radioinmunoensayo.%Sin embargo, los valores obte-
nidos por ensayo inmunorradiométrico suelen ser tres
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a cuatro veces mayores. No encontramos estudios que
correlacionen el método de electroquimioluminiscencia
con ELISA, inmunoensayo enzimético y radioinmunoen-
sayo, aun asi, se reportan rangos hasta cinco veces
mayores utilizando este método.? Las posibles razones
de estas discrepancias se centran en la sensibilidad y
especificidad particular de cada método y del laborato-
rio que produce el kit, asi como del tipo de anticuerpos
que se utiliza para la identificacion de la molécula.

Ya que la OC intacta es una molécula inestable en
el plasma, los métodos de cuantificacién emplean la
determinacion de fragmentos, particularmente la suma
del segmento aminoterminal (aa. 1-19) y medio (20-43),
ya que es la parte de las moléculas que contiene los
residuos de &cido glutdmico carboxilables, otra razén
responsable de la variabilidad en las mediciones.?>%

Conforme nuestro conocimiento, esta es la primera
descripcion de las concentraciones séricas de OCc,
OCnc y OCt en individuos sanos de una poblacién
mexicana. Estamos conscientes que estos valores
fueron obtenidos en un subgrupo poblacional repre-
sentado por residentes del occidente de México, sin
embargo, al no existir un consenso nacional pueden
ser usados como referencia para investigaciones
posteriores en diferentes regiones del pais.

Los factores que afectan las concentraciones de OC
son diversos, sin embargo, el método de cuantificacion
parece ser el mas importante, por lo que es imperativo
estandarizar el proceso de medicion de dicha hormona.
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