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RESUMEN -

Con la intencién de conocer el origen de los niveles circulantes de osteocalci-
na (OC), asi como su valor relativo en el estudio de la osteodistrofia renal, se
compararon los niveles de OC, fosfatasa alcalina (FA) y PTH-C con los pardmetros
histomorfométricos de la biopsia 6sea sin descalcificar en 24 enfermos con IRC
terminal (20 en HDC y cuatro con filtrado < 8 mi/min.). La OC se correlacioné
con la superficie osteoide osteobldstica (SOO) (r = 0,64, p = 0,001) y con la fi-
brosis medular (r = 0,70; p < 0,001), no haciéndolo con la superficie resortiva, lo
cual demuestra que la OC circulante refleja la actividad osteoblastica. De los para-
metros bioquimicos fue el que mejor correlacion mantuvo con la SOO, siendo
ademds el dnico que discriminé en el 100 % de los casos entre osteitis fibrosa
severa (OFS) (n = 6) y osteomalacia (OM) (n = 6). Todos los casos de OFS tenian
niveles de OC > 35 ng/ml. y todos los de OM < 28,20 ng/ml. Esta capacidad
discriminante fue especialmente Gtil en los tres enfermos en HDC con hipercalce-
mia espontdnea, dos con OFS y uno con OM por depGsitos 6seos de aluminio.

Concluimos que la OC es un buen marcador de la actividad osteobldstica, que,
junto con su origen exclusivamente 6seo, la hacen ser un método prometedor para
el estudio por métodos incruentos de la osteodistrofia renal.

SERUM LEVELS OF OSTEOCALCIN IN RENAL OSTEODYSTROPHY;
COMPARISON WITH BONE HISTOMORPHOMETRY

SUMMARY

In order to know the relative value of bone GLA-protein or Osteocalcin (OC) in
the study of renal osteodystrophy, serum levels of OC, Alkaline Phosphatase (AP),
and PTH-C terminal were compared with histomorphometry of undecalcified iliac
crest bone biopsy in 24. CRF patients (20 on hemodialysis and 4 with creatinine
clearance < 8 mj/min). OC levels in 19 control subjects were: 4,6 * 1,3 ng/ml,
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and in CRF patients: Mild osteitis fibrosa (n = 9): 17,4 * 8,6; severe osteitis
fibrosa (SOF). (n = 6): 78,8 * 69,9, Osteomalacia (OM) (n = 6): 7,5 + 9; and
mixed disease (OF + OM) (n = 3): 42,7 + 31,4 ng/ml. OC showed a direct
correlation with osteoblastic osteoid surface (OOS) (r = 0,64; p = 0,001) and
marrow fibrosis (r = 0,70, p = 0,001), only marginally significant correlation with -
osteoclastsymm? (r = 0.44; p < 0.05), and no correlation with total resorptive
surface (r = 0.35). This indicates that circulating OC reflects osteoblastic activity.
Among biochemical parameters OC showed the best correlation with OSS, and the
best discrimination between SOF and OM. All SOF patients had OC levels
> 35 ng/ml., and all OM patients < 28.2 ng/ml. This discrimination was
especially useful in 3 CHD with spontaneous hypercalcemia, 2 with SOF and 1
with aluminum induced OM.

We conclude that osteocalcin is a good index of osteoblastic activity and can
be and important help in the study of renal osteodystrophy by non-invasive

methods.

Key words: Osteocalcine, bone histomorphometry, renal osteodystrophy.

Introduccidon

La osteocalcina (OC), o proteina GLA, es una pro-
teina de origen exclusivamente 6seo, no colagena,
con un peso molecular de 58.000, y que contiene
tres residuos del aminoacido Vit. K-dependiente acido
y-carboxiglutamico (GLA) '. Se encuentra ligado a la
fase mineral 6sea y su funcién bioldgica no ha sido
aun establecida 2. Con la reciente introduccion de
un radioinmunoensayo para determinar sus niveles
séricos !, se ha investigado ampliamente su Eapel
como «marcador» del metabolismo 6seo 3. La
mayor parte de estos trabajos indican que la OC es
producida por osteoblastos, reflejando la tasa de for-
macion 6sea 7. Sin embargo, el rapido descenso de
sus niveles séricos tras la administracion de
tirocalcitonina '° sugieren que la OC puede proceder
también de la resorcién ésea.

La OC circulante se elimina por via renal, y estu-
dios recientes sefalan que sus niveles séricos no co-
mienzan a elevarse hasta que el filtrado cae por de-
bajo de 20 ml/min/1,73 m?''. Hoy se dispone de
muy poca informacién sobre sus niveles en la IRC
terminal ''"'3, siendo atn mas escasos los estudios
que los correlacionan con los hallazgos de la biopsia
6sea 3.

En el presente trabajo hemos pretendido conocer
los niveles de OC en la IR terminal y su valor predic-
tivo de las lesiones histoldgicas Gseas, especialmente
en comparacién con otros pardmetros bioquimicos
mas cominmente usados en la osteodistrofia renal.
Para ello determinamos los niveles séricos de OC,
fosfatasa alcalina y PTH-C terminal en 24 enfermos
con IRC terminal, y los comparamos con_los hallaz-
gos de la biopsia dsea sin descalcificar. Diecinueve
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sujetos normales, en los que se determind la OC, sir-
vieron de grupo control.

Material y método
Enfermos

Fueron estudiados un total de 24 enfermos, cuatro
con filtrado inferior a 8 ml/min. justo antes de entrar
en programa de didlisis y 20 en hemodialisis crénica
(HDC). Ninguno era diabético ni padecia hepatopa-
tia objetivable por niveles normales de GOT, GPT y
GGPT; diez padecian glomerulonefritis crénica, nue-
ve nefropatia tubulointersticial en general, uno ne-
froangiosclerosis y en cuatro no se conocia la causa
de la IRC. Ninguno recibia anticonvulsivantes, este-
roides ni dicumarinicos. En el grupo predialisis, la
ingesta proteica estaba restringida, mientras que era
libre en el grupo en HDC. Todos recibian A(OH}; en
cantidades variables, excepto uno con hipofosfore-
mia, que ademas recibia aportes orales de fésforo.
Cinco estaban en tratamiento con 1,25(OH),D;. Los
enfermos en HDC se dializaban cuatro-seis horas
dos-tres veces por semana, con un contenido estan-
aar de calcio en el liquido dializante de 7 mg/dl. En
la tabla I se resumen otros datos clinicos.

Pardametros bioquimicos

Los niveles de Ca se midieron por espectofotometria
de absorcién atémica; los de POy, por colorimetria,
y los de fosfatasa alcalina (FA), por cinética enzimati-
ca optimizada (Deutsche Gesellschaft fir Klinische
Chemie ®). La PTH se midié por RIA utilizando un
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Tabla 1.

Datos clinicos de los enfermos segin el diagnéstico histolégico éseo

N.° enfermos  Tiempo en HD

- N.° enfermos

Edad Yy sexo pre HD (meses) Etiologia enc‘t)zatswlegto

OF leve-moderada(n =9) ............. 32,22 £ 12,34 3 32,83 £ 27,91 5 GNC 1

(15-54) (10-86) 3 NI

8V, 1H 1 NC
OFsevera(n =6) ..........0......... 36,33 £ 12,63 0 46 + 25,96 1 GNC 1

. (19-56) (20-90) 2 NI

4V, 2H , 3 NC
OM(n=6) 31,83 £ 14,80 1 64,80 £ 19,92 3 GNC 2

(18-59) (60-98) 2 NI .

4V, 2 H 1 NAE
Formasmixtas(n =3) ................. 16 + 3,46 0 37,33 £ 21,20 1 GNC 1

(15-20) (18-60) 2 NI

3V

OF = osteitis fibrosa:; OM = osteomalacia; GNC = glomerulonefritis cronica; NI = nefropatias tubulointersticiales en general; NAE = nefroangiosclerosis;

NC = etiologia no conocida.

anticuerpo contra la PTH bovina y que reacciona
contra la secuencia 65-84 de la PTH humana (C-
terminal) (Immunonuclear Corporation ®, Minneso-
ta). La osteocalcina (OC) se midié en suero por dupli-
cado mediante RIA que utiliza anticuerpo de conejo
dirigido contra la proteina GLA 6sea bovina ' (Immu-
nonuclear Corporation ®). Todos los pardmetros se
midieron sin conocer el resultado de la biopsia 6sea
y la extraccion de suero se realizé dentro de la sema-
na previa a la practica de ésta, predialisis en los en-
fermos en HDC. Se estudiaron los 24 enfermos, y los
niveles de OC también se midieron en un grupo con-
trol de 19 sujetos normales de 32,4 £ 10,9 (diecio-
cho-cincuenta y tres) anos de edad.

Biopsia osea

Las muestras se obtuvieron de la cresta ilfaca en
todos los enfermos, usando un trocar de Bordier de
7 mm. de didametro. Estas se fijaron sin descalcificar
en alcohol absoluto, siendo luego incluidas en resi-
nas poliéster (Polymaster 1209 AC). Con un micréto-
mo Jung-K se obtuvieron cortes de 5 u, los cuales se
tineron con las técnicas de Masson-Goldner, azul de
toluidina y acido aurintricarboxilico para detectar de-
positos de aluminio. Los diferentes parametros histo-
morfométricos se cuantificaron con la técnica de
contaje de puntos e intersecciones usando la pieza
ocular de Merz. El método ha sido descrito con deta-
lle previamente '* 13, '

El diagndstico de osteitis fibrosa (OF) se estableci6
por la presencia de fibrosis medular, incremento de
la superficie resortiva y del ndimero de osteoclastos,
hiperosteoidosis con osteoblastos activos en su super-
ficie y exceso de hueso no laminar («woven bone»)
al examen con luz polarizada ' . Formas leves

fueron aquellas en las que no existia fibrosis medular
o ésta era < 0,5 %, pero se demostraba la presencia
de un incremento de la superficie resortiva vy
osteoide '?- 29 Cuando las superficies resortivas eran
profundas y confluentes, con osteoclastos agrupados,
y la fibrosis medular era superior al 5 % del volumen
total de tejido 6seo, la OF se considerd severa.

El diagnéstico de osteomalacia (OM) se basé en la
presencia de un incremento del volumen osteoide
(> 15 % del volumen 6seo trabecular) con baja acti-
vidad osteobléstica, predominio de osteoide laminar,
mas cuatro laminillas coldgenas en el lecho osteoide
al examen con luz polarizada, disminucion del frente
de mineralizacién visualizado con azul de toluidina
y ausencia de fibrosis medular '*- '8,

Las lesiones mixtas de OF + OM se diagnosticaron
cuando con lesiones propias de OM coexistia una fi-
brosis medular > 0,5 % 19 20,

Un grupo de 11 individuos normales de
30,5 + 14,1 anos de edad (rango 10-55) fallecidos
en accidente de trafico y donantes renales sirvieron
de grupo control '°.

Método estadistico

Los resultados se expresan en X £ DS. Se utilizé el
anélisis de regresion lineal («r» de Pearson) para co-
rrelacionar los pardmetros bioquimicos con los histo-
morfométricos, y la U de Mann-Whitney para anali-
zar las diferencias de los parametros bioquimicos en-
tre los diferentes grupos histolégicos 2.

Resultados

Un grupo de nueve enfermos (37,5 % padecian os-
teitis fibrosa (OF) leve-moderada, seis (25 %) OF se-
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Tabla II. Pardmetros histomorfométricos de los diferentes grupos de enfermos

vOT VO/VOT SOO/STT SR F Ocl.
OF leve moderada (n = 9) 21,93 £ 5,61 9,23 + 3,86 49,42 + 19,25 8,35 + 7,45 13,33 £9,32 0,99 + 1,01 1+£1,02
. {16,32-30,52)  (2,95-13,60) (34,04-71,44) (0-25,16)  (2,48-29,87) (0-2,08) (0-2,71)
OF severa (n = 6) 30,14 £ 9,01 13,32 + 3,10 48,73 % 14,36 32,57 + 11,8237,65 + 12,64 10,30 + 2,99 3,74 + 1,37 .
(19,06-39,85) (10,21-18,30) (31,80-66,52) (20,85-48,90) (22,07-58,50) (6,95-13,24) (2,49-5,76)

Formas mixtas (n = 3)

33,44 £ 20,34 26,68 £ 12,4576,98 + 11,27 1,77 £ 1,35
(15,60-63,84) (15,54-49,42) (65,06-90,05) (0,52-4,17)

7,28 +402 0,28 0,28 0,41 + 0,44
(0,78-11,62) (0-0,74) (0-1,01)

24,72 9,39 24,75 £ 4,36 67,51 + 10,73 32,04 + 21,33 24,27 + 7,51 6,73 + 4,37 2,36 + 1,29

(14,87-33,57) (20,79-29,42) (58,27-79,28) (12,43-54,75) (15,62-29,03) (1,94-10,48) (1,39-3,83)
Controles (n = 11) ....... 24 £503 2,16 £ 1 11,89 £6,21 0,76 £ 0,76 3,13 £ 1,30 0 0,17 £ 0,20
(13,52-30,29) (0,18-3,86) (2-18) (0,20-5) (0,87-5,69) (0-0,65)

VOT = % volumen éseo trabecular; VO/VOT = volumen osteoide relativo; SO = superficie osteoide total; SOO/STT = % superficie osteoide osteoblastica
con respecto a la superficie trabecular total; SR = superficie resortiva total: F = % fibrosis medular; Ocl. = n.° osteoclastos X mm?. ~

vera, seis (25 %) osteomalacia (OM) y tres (12,5 %)
lesiones mixtas (OM + OF) (tabla 1). En la tabla It se
expresan los diferentes pardmetros histomorfométri-
cos de cada grupo. En s6lo un enfermo, pertenecien-
te al grupo OM, se evidenciaron depésitos de alumi-
nio en la interfase osteoide/hueso mineralizado. Este
enfermo padecia ademas hipercalcemia espontanea
(Ca = 11,2 mg/dl.) (fig. 1).

En los sujetos normales, los niveles séricos de os-
teocalcina (OC) fueron 4,60 £ 1,29 ng/ml. En la ta-
bla 11l se resumen los parametros bioquimicos de los
diferentes grupos de enfermos. Sélo dos enfermos

v o

i
Fig. 1.—Enfermo con osteomalacia y depdsitos 6seos de aluminio

en la interfase osteoide/hueso mineralizado (). Acido aurin-
tricarboxilico X-160.
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mostraron niveles normales de OC, uno del grupo de
OF leve-moderada y otro del grupo OM, ambos en”
HDC. En lafigura 2 se representan los valores indivi--
duales de OC en los diferentes grupos. En ningin ca-
so hubo solapamiento de dichos valores entre OF se-
vera y OM. En los primeros siempre fueron >
35 ng/ml., y en los segundos, < 28,5 ng/ml. Un so-'
lo caso de OF moderada, con una OC de 35,67
ng/ml., cay6 en el rango de valores de OF severa.

En la figura 3 se representan los valores individua-
les de fosfatasa alcalina (FA) en los diferentes gru-
pos. En tres casos de OM y en uno de OF leve-
moderada hubo solapamiento con los niveles del
grupo OF severa.

Dos enfermos con OM y uno con OF leve-
moderada mostraban niveles de PTH dentro del ran-
go de los valores del grupo OF severa (fig. 4).

Los tres enfermos con lesiones mixtas mostraban
niveles de FA dentro del rango de valores del grupo
OF severa. Sin embargo, en dos de ellos los niveles
de OC y PTH estaban por debajo de dicho rango
(figs. 2-4).

En la tabla 1V se expresan las correlaciones de los
diferentes parametros bioquimicos con los histomor-
fométricos. La OC fue el que mejor correlacién man-
tuvo con la superficie osteoide osteoblastica (SOQ).
También se correlacioné con la fibrosis medular
(FM), no haciéndolo con la superficie resortiva (SR) y
s6lo débilmente con el ndmero de osteoclastos.

La FA y PTH se correlacionaron tanto con la SOO
y FM como con los parametros resortivos (SR y osteo-
clastos) (tabla IV). Los niveles de Ca y PO, no man-
tuvieron correlacién alguna con los distintos parame-
tros histomorfométricos.

Los niveles de OC se correlacionaron con los de
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Tabla 1ll. Pardmetros bioquimicos de los diferentes grupos de enfermos

Ca total FA PTH-C Osteocalcina
" (mg/dl.) (mg/dl.) (mU/ml.) (ng/ml.) (ng/ml.)
OF leve moderada(n =9) .......... 9,21 = 0,84 5,28 + 1,44 272,67 * 218,59 10,23 £ 15,03 17,45 + 8,63
(7,90-10,20) (3,30-7,90) (111-814) (3,10-50) (5,67-35,67)
OFsevera(n =6) ................. 9,65 + 0,77 5,98 + 0,74 974,17 £ 678,52 60 + 30,82 78,85 + 69,97
(8,70-10,50) (4,60-6,80) (374-2000) (30-100) (34,95-214)
OMIN=16)....................... 9,68 + 0,81 5,83 2,14 558,67 + 384,20 25,67 + 34,08 17,48 * 8,96
(9,10-11,30) (3,30-8,10) (201-1032) (4,9-65) (4,75-28,15)
Formasmixtas (n = 3) .............. 8,33 £ 0,65 5,67 + 1,85 1319,33 + 632,76 18,12 % 24,12 42,72 + 31,44
(7,70-9) (4,50-7,80) (658-1919) (1,8-60) (20,61-78,71)

OF = osteitis fibrosa; OM = osteomalacia.

Valores normales: FA = 80-270 mU/ml.; PTH-C = 0,30-1,20 ng/ml.; osteocalcina = 2,02-7,18 ng/ml.

PTH (r = 0,75; p < 0,001), no haciéndolo con los
de FA (r = 0,27).

Discusion

Al igual que otros autores 7 ! '3, hemos observa-
do que los niveles séricos de osteocalcina (OC) en la
IR terminal se encuentran casi invariablemente eleva-
dos. Estos se correlacionaron directamente con la su-
perficie resortiva. Esto viene a demostrar que la OC
circulante procede de la formacion y no de la resor-
cién Osea, siendo, pues, un buen marcador de la
actividad osteoblastica. La débil correlaciéon que
mantuvo con el nimero de osteoclastos X mm? de-

be ser la expresion del normal «acoplamiento» -

resorcion/formacién 6sea #°. La OC también guardé
una buena correlacién con la magnitud de la fibrosis
medular, lo cual constituye una prueba mas del ori-
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gen osteoblastico de estas fibras colagenas **. Estos
hallazgos resultan similares a los observados por Ma-
lluche y cols. '*. Sin embargo, estos autores encuen-
tran una mejor correlacién de la OC con los pardme-
tros indicativos de la actividad osteoblastica que no-
sotros. Esto puede explicarse por la diferencia de las
poblaciones estudiadas. Aquellos autores sélo in-
cluian dos grupos de enfermos: uno con osteomala-
cia (bajo turnover) y otro con osteitis fibrosa (alto tur-
nover) severa, en el cual el grado de fibrosis medular
era superior a la del nuestro. Mientras que nuestra
serie abarca todo el espectro de lesiones posibles en
la osteodistrofia renal, incluyendo ademas de los dos
grupos mencionados: formas leves y formas mixtas. Es-
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Fig. 2.—Niveles de osteocalcina en los diferentes grupos histoldgi-  Fig. 3.—Niveles de fosfatasa alcalina en los diferentes grupos his-
cos. U de Mann-Withney, OF severa vs. OM: p < 0,01. En lineas * tolégicos. U de Mann-Withney, OF severa vs. OM: no significati-

discontinuas se expresa el rango de valores normales.

vo. En lineas discontinuas se expresa el rango de valores normales.
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Fig. 4.—Niveles de PTH-C en los diferentes grupos histolégicos.
U de Mann-Withney, OF severa vs. OM: p < 0,05.

Tabla IV. Correlaciones encontradas entre los para-
metros bioquimicos e histomorfométricos

_con osteodistrofia sintomatica

SOO/STT SR Ocl. x F
mm
oC r= 0,64 r=20,35 r= 0,44 r=0,70
p = 0,001 N p<005 p<0001
FA r= 0,56 r = 0,64 r= 10,62 r=0,73
p<001. p=0,001 p<0,01 p < 0,001
PTH-C r= 0,58 r=0,49 = 0,60 r= 0,66
p<00l p<00l p<00l p=0,00l

Los pardmetros hislo’ll(’)gicos: VOT, VO/VOT y SO no guardaron correlacion
alguna con ninguno de los pardmetros bioquimicos.

K

ta mayor diversidad también nos ha permitido de-
mostrar que los niveles de OC aisladamente no esta-
blecen el diagnéstico histolégico, pues éstos son si-
milares:enlas formas leves, en la osteomalacia y en
muchos casos de formas mixtas (fig. 2). Cinco de

nuestros enfermos llevaban tratamiento durante un -

periodo que oscilé de tres a doce meses, con
1,25(0OH);D3. Este produce a corto plazo (dos sema-
nas) una elevacién de los niveles de OC y a largo
plazo (un afo) un descenso de los mismos '¢. Posi-
blemente, en alguno de estos casos el tratamiento ha
inducido cambios en los niveles de OC, sin que ain
haya transcurrido el tiempo suficiente (al menos seis
meses) para producir cambios histoldgicos significati-
vos. Este puede ser otro factor que haya contribuido
a la menor correlacién de la OC con los pardmetros
de la actividad osteoblastica en nuestro estudio con
respecto al de Malluche y cols. '3.

De los parametros bioquimicos estudiados obser--
vamos que la osteocalcina (OC) guardé la mejor co-

rrelacién con la superficie osteoide osteoblastica, al

46

igual que han observado otros autores '* 2°. Para

analizar mejor esta diferencia comparamos por sepa-

-rado dos grupos de enfermos con actividad osteo-

blastica opuesta: los portadores de osteitis fibrosa se-
vera, que representan los casos con un mayor turn-
over, y los afectos de osteomalacia, en los qué la acti-
vidad osteoblastica deprimida condiciona un bajo
turnover. Sélo la OC separé todos los casos de am-
bos grupos (fig. 2), mientras que la PTH-C terminal y
la FA tenian menor valor discriminante (figs. 3y 4).
El hallazgo frecuente de niveles elevados de la isoen-
zima intestinal de 1a FA en la uremia 2% 27 y la detec-
cién de fragmentos bioldgicamente inactivos de PTH-
C terminal 2% 2% pueden explicar este hecho. Por dl-
timo, la comparacién entre si de los grupos: osteitis
fibrosa severa y osteomalacia tiene un notable interés
practico, pues a ellos suelen pertenecer los enfermos
30: 31 5 con hipercal-
cemia espontanea o inducida aun con dosis bajas de
vitamina D ?'. Observamos hipercalcemia persisten-
te espontdnea (calcemia > 10,3 mg/dl. en nuestro
laboratorio) en tres enfermos en HDC. Uno de ellos
padecia una osteomalacia con depdsitos de aluminio
en la interfase osteoide/hueso mineralizado (fig. 1),
siendo sus niveles de OC de 19,77 ng/ml. Los dos
restantes padecian una osteitis fibrosa severa y sus
niveles de OC eran superiores a 35 ng/ml., cifra ésta
que, por otra parte, separd entre si todos los casos de
osteomalacia y osteitis fibrosa severa (fig. 2).

En resumen, la osteocalcina circulante procede de
la formacion 6sea y es un mejor marcador de la acti-
vidad ostecbldstica que otros parametros mas co-
munmente usados en [a osteodistrofia renal. Este he-
cho y el que su origen sea exclusivamente Gseo le
hacen ser un método prometedor para el estudio de
dicha entidad por métodos incruentos.
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