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Resumen

Objetivo del trabajo: Describir el metabolismo déseo a lo largo de la adolescencia, segin la edad y el desarrollo
puberal en adolescentes.

Material (pacientes) y método: El analisis de los marcadores de metabolismo 6seo se realizé a partir de mues-
tras de suero con osteocalcina (OC; n=95), propeptido aminoterminal del procoldgeno de tipo 1 (P1NP; n=87)
y C-telopépidos B-isomerizados (B-CTX; n=65)] y de orina [B-CTX (n=209)] que se analizaron mediante in-
munoensayo de electroquimioluminiscencia.

Resultados: La concentracion de los marcadores de formacion y resorcion dsea eran mds altos en los chicos y las
chicas menos desarrollados comparado con los grupos de mayor desarrollo puberal (p < 0.05), excepto ,-CTX (en
orina) en chicos (p = 0,105). Sin embargo, la osteocalcina no mostré una tendencia significativa en chicos (p =
0.264) al agrupar por edades. Los chicos adolescentes presentaron un remodelado 6seo superior al de las chicas.
Conclusiones: Los chicos adolescentes presentaron un remodelado dseo superior al de las chicas, lo que sugie-
re una mayor actividad metabdlica de éstos durante la adolescencia.
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Abstract

Objetives: To describe bone metabolism throughout adolescence, according to age and pubertal development.
Material and methods: Bone metabolism markers were analysed on serum [Osteocalcin (n=95), aminotermi-
nal propeptide of type I procollagen (PINP, n=87) and ,-isomerised C-telopeptides (B-CTX, n=65)] and urine
samples [B-CTX (n=209)] by electrochemiluminescence immunoassay.

Results: bone formation and resorption biomarkers concentration were higher in males and females with lo-
wer pubertal development compared with those groups with higher development (p < 0.05), except urine ,-
CTX in males (p = 0,105). Osteocalcin did not show a significant trend in males (p = 0.264) when grouping by
age. Males had an increased bone turnover compared to females.

Conclusions: Males showed an increased bone turnover compared to females, suggesting higher metabolic ac-
tivity during adolescence.

Key-words: Adolescents, bone, bone metabolism markers.
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I Introduccion

La mayor acumulacién de masa dsea durante la infancia y
adolescencia determina la salud dsea en la edad adulta [1].
De hecho, durante la adolescencia se producen los mayores
incrementos de contenido mineral, especialmente entre los
11 y los 14 afos en chicas y entre los 14 y los 16 afios en los
chicos [2], alcanzando un mdximo del 51% del pico de masa
6sea durante el crecimiento puberal [3][4]. Se puede conside-
rar que el riesgo de osteoporosis depende del pico de masa
6sea alcanzado antes de los 20 afos [5], por lo que los anali-
sis realizados durante esta edad son importantes como factor
preventivo de una futura osteoporosis [6][7].

El desarrollo del hueso depende de su actividad metabdli-
ca, incluyendo la formacion y la resorcion dsea, y como con-
secuencia de ello, también el remodelado 6seo. El hecho de
poder obtener informacion del metabolismo del hueso puede
revelar importantes datos de un desarrollo éseo deficiente.
Esta informacion podria ayudar a prevenir una fragilidad
Osea aumentada y el riesgo de fracturas traumiticas de los
huesos.

Se han descrito varios marcadores de actividad metabdlica
del hueso [8], entre los que se incluyen los de formacion
Osea, como son la osteocalcina, y el propéptido aminotermi-
nal del procoldgeno de tipo 1 (PINP) y como marcador de
resorcion Osea el isomero, del telopéptido carboxiterminal
del coldgeno tipo 1 p-CTX), tanto en suero como en orina.
La osteocalcina es comtnmente utilizada como marcador de
formacion dsea y es, ademds, la mayor proteina no colagéni-
ca de la matriz de hueso [8], siendo especificamente produci-
da por los osteoblastos. Concentraciones elevadas de osteo-
calcina estdn asociadas con niveles elevados de formacion
oOsea e incluso de remodelado 6seo [9]. El PINP es un indica-
dor especifico de la deposicion de coldgeno tipo 1y, por lo
tanto, puede ser definido como un marcador especifico de
formacion dsea. Mds del 90% del colageno tipo 1 se encuen-
tra en la matriz organica del hueso [10]. Durante la rotura
del coldgeno, los fragmentos de diferentes tamaros del telo-
péptido C-terminal son liberados a la circulacion. Se ha ob-
servado que las moléculas de coldgeno tipo 1 pueden sufrir
una p-isomerizacion del residuo del acido aspértico dentro
de sus telopéptidos [11][12] y por eso las moléculas de cola-
geno tipo 1 pueden encontrase en la matriz del hueso como
linear (o) o C-telopépidos p-isomerizados ( B-CTX) [13].
Determinando los marcadores de formacion y resorcion, se
puede estimar el remodelado dseo.

Existe poca informacion sobre marcadores de formacion y
resorcion durante la adolescencia. Cabe destacar, que esta in-
formacion puede ser de especial interés en las chicas, ya que
tienen un mayor riesgo de desarrollar osteoporosis [14]. HE-
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LENA (Healthy Lifestyle in Europe by Nutrition in Adoles-
cence) es un proyecto financiado por la Unién Europea
[15][16] que incluye un estudio multicéntrico transversal que
fue llevado a cabo en diez ciudades europeas. El rango de
edad de los adolescentes fue 12 afos y medio hasta los 17
afios y medio [17].

Nuestra hip6tesis de trabajo es que los chicos tienen mayo-
res niveles de formacion y resorcion que las chicas, y por lo
tanto un mayor remodelado dseo que, por otra parte, se ve
reducido durante la adolescencia. Para demostrar esta hip6-
tesis nos hemos propuesto describir los marcadores de for-
macion y resorcion (osteocalcina, PINP y p-CTX) a lo largo
de la adolescencia.

I Poblacion y metodologia

Para nuestro estudio hemos seleccionado una submuestra
de los adolescentes de Zaragoza en los cuales se evalu6 tam-
bién el metabolismo éseo. En el protocolo de HELENA se
establecid que a 1/3 de los adolescentes se les tomaria una
muestra sanguinea. El andlisis de los marcadores de hueso se
realiz6 a partir de muestras de suero [OC (n=95), PINP
(n=87) y B-CTX (n=635)] y de orina [ p-CTX (n=209)]. El
consentimiento informado por escrito fue firmado por los
padres y por los propios adolescente. El estudio fue prepara-
do siguiendo las pautas éticas de la Declaracion de Helsinki
de 1961 (revision de Edimburgo en 2000). El protocolo del
estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Gobierno de Aragoén (CEICA). La descripcion
completa respecto a temas éticos y de buena préctica clinica
dentro del estudio HELENA ya ha sido publicada [18].

Los criterios de inclusion en el estudio HELENA fueron:
no participar simultaneamente en otro estudio clinico, no ha-
ber tenido ninguna enfermedad aguda en la dltima semana y
tener datos vélidos de la edad, sexo e indice de masa corpo-
ral. Ademas, la historia médica sobre enfermedades o medi-
camentos que afecten al metabolismo del hueso fue conside-
rado como criterio de exclusion especifico para este estudio.

Se aplicaron las pautas internacionales de antropometria
en adolescentes [19-22]. Se pesé y tall6 a los sujetos en ropa
interior y descalzos. El peso (kg) y altura (cm) fueron medi-
dos con una béscula electronica (marca SECA 861), preci-
si6n 100 g, rango 0-150 kg y un estadiémetro (marca SECA
225), precision 0,1cm, rango 70 - 200 cm, respectivamente.

Se realizé un examen fisico para clasificar a los adolescen-
tes en uno de los cinco estadios de maduracion sexual defini-
dos por Tanner and Whitehouse [23].

Las concentraciones de osteocalcina, PINP y B-CTX (en
suero y orina) se determinaron mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) usando un analizador
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Elecsys 2010. Para el control de calidad se us6 «Elecsys Pre-
ciControl Bone 1, 2, y 3». Los controles con diferentes inter-
valos de concentracion se realizaron con el test en determina-
ciones simples 1 vez cada 24 horas, con cada kit de reactivos
y después de cada calibracion.

Osteocalcina en suero

El test Elecsys N-MID Osteocalcin emplea dos anticuerpos
monoclonales dirigidos especificamente contra los epitopes
del fragmento N-MID y del fragmento N-terminal, detectan-
do con ello tanto el fragmento N-MID estable como la oste-
ocalcina (atin) intacta. En el suero recogido se evitd la hemd-
lisis, porque los eritrocitos contienen proteasa, la cual
degrada la osteocalcina. Se usé la Técnica sindwich con una
duracion total de 18 minutos cada ensayo. El intervalo de
medicion fue 0,5-300 ng/mL (definido por el limite de detec-
cién y el mdximo de la curva principal). Los valores inferio-
res al limite de deteccién se indican como < 0,500 ng/mL.
Los valores por encima el intervalo de medicion fueron di-
luidos. Sensibilidad analitica (limite inferior de deteccidon)
fue < 0,50 ng/mL.

P1NP total en suero

Se us6 el test inmunoldgico i vitro para la determinacion
cuantitativa del PINP total en suero y plasma humanos. Este
test determina el extremo aminoterminal, el asi llamado
P1INP - propéptido aminoterminal del procoldgeno de tipo 1.
El test Elecsys P1NP detecta ambas fracciones presentes en la
sangre, razon por la cual se lo considera un andlisis del PINP
total. Se uso la técnica sandwich con una duracion total de
18 minutos cada ensayo. El intervalo de medicion fue 5-
1200 ng/mL (definido por el limite de deteccion y el maximo
de la curva principal). Los valores inferiores al limite de de-
teccion se indican como < § ng/mL. Los valores por encima
el intervalo de medicion fueron diluidos. La sensibilidad ana-
litica (limite inferior de deteccion) fue < 5 ng/mlL.

B-CTX en suero y orina

El test Elecsys p-CrossLaps/serum estd destinado especifi-
camente para determinar los fragmentos reticulados isomeri-
zados de coldgeno de tipo I independientemente de la natura-
leza de la reticulacion. La especificidad del test se garantizd
por la aplicacion de dos anticuerpos monoclonales que reco-
nocen los octapéptidos lineares p-8AA (EKAHD-B-GGR). El
test Elecsys B-CrossLaps/serum cuantifico asi todos los frag-
mentos de la degradacion del coldgeno de tipo I que contie-
nen el octapéptido B-8AA isomerizado ( B-CTx) por partida
doble. Se us6 la técnica sdndwich con una duracién total de
18 minutos cada ensayo. El intervalo de medicion fue 0,01 -
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6 ng/mL (definido por el limite de deteccion y el miximo de
la curva principal). La hemolisis (Hb > 0,5 g/dL) produce
concentraciones disminuidas falsas de p-CTx. La sensibili-
dad analitica (limite inferior de deteccion) fue 0,01 ng/mL.
La sensibilidad funcional fue 0,07 ng/mL.

Los datos de marcadores de metabolismo dseo se presen-
tan como mediana e intervalo intercuartil, ya que los resi-
duos no mostraron una distribucién normal.

Para el analisis por edad y estadio de Tanner se usé el test
U de Mann Whitney con el fin de determinar las diferencias
entre sexos. Para determinar las diferencias entre grupos de
edad o estadios de Tanner, se us6 el test H de Kruskal-Wallis
fue usado. Todos los andlisis se realizaron con el paquete es-
tadistico SPSS version 14.0 con un nivel de significacion fija-
do a 0,05.

I Resultados

Las tablas 1 y 2 describen las concentraciones de osteo-
calcina, PINP y, BCTX (en suero y orina) en chicos y chicas
adolescentes por grupos de edad o de maduracion sexual.
Los chicos presentaron mayores concentraciones de marca-
dores de formacion (osceocalcina y PINP) en todos los gru-
pos de edad, ademds de los estadios de Tanner lll y V (p <
0,05). Para los marcadores de resorcion los chicos también
presentaron mayores concentraciones, de la siguiente for-
ma: B-CTX (suero): grupos de edad 14-15 y 16-17 afios y
medio (p < 0,05); B-CTX (orina): todos los grupos de edad
(p < 0,05) excepto el rango 14 - 15 (p = 0.058). Estos mar-
cadores de resorcion presentaron también mayores concen-
traciones en los chicos en el estadio de Tanner V (p < 0,05)
(Tabla 2).

Al avanzar la adolescencia, los marcadores de formacion
mostraron una disminucién significativa en sus concentra-
ciones tanto en chicos como chicas comparando los grupos
de mayor con los de menor edad (p < 0,05) (Tabla 1), aun-
que la concentracion de osteocalcina no disminuyd significa-
tivamente en los chicos (p = 0.264) (Tabla 1) cuando la
muestra fue agrupada en funcion de la edad. Los marcadores
de resorcién mostraron una concentracion significativamen-
te menor comparando los grupos de mayor con los de menor
desarrollo cuando la muestra se agrup6 por estadio de Tan-
ner (p < 0,05), aunque los B-CTX (en orina) en chicos no
disminuyeron de forma significativa (p = 0,105) (Tabla 2).

En los chicos se observé el pico de concentracion en la os-
teocalcina y B-CTX (suero y orina) en el estadio de Tanner
IV; mientras que en chicas fue sélo la osteocalcina y el f-
CTX (orina). En el caso de PINP, tanto chicos como chicas
alcanzaron el pico de concentracion en el estadio de Tanner
111, ademds del B-CTX (suero) solo en chicas.
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Tabla 1. Osteocalcina, PINP y B-CTX (suero y orina) en chicos y chicas segun grupos de edad

Grupos de edad 12,5-13,99 14-14,99 15-15,99 16-17,5
Chicos N p
Formacion
Osteocalcina 44 141,3 (109,19-164,5) ¢ 114,45 (86,91-157,42) *  123,6 (74,08-163,45) * 71,5 (46,45-132,8) * 0,264
PINP 39 887,35(534,6-1487,1)c* 911,2(401,6-1137,2)d *  568,9 (321,25-807,67)*  263.4 (133.32-472.25) 0,015
Resorcion
B-CTX (orina) 97 100,2 (80,7-118,8) ¢ 77,7 (58,12-131,02) 80,55 (69,22-129,52) * 80,25 (50,47-106,87) * 0,2
B-CTX (suero) 28 1,58 (1,13-1,98) 1,67 (1,24-1,85) * 1,33 (0,84-2) 1,56 (0,99-2.15) * 0,968
Chicas
Formacion
Osteocalcina 51 78,09 (59,74-107,82) a b 44,51 (38-56,8) 41,18 (33,26-50,5) 38,02 (37,36-42,14) 0,016
PINP 48 496,5 (299,5-601,8)ab ¢ 187,9 (137,8-236,6) 160,5 (117,5-204) 131,7 (116,2-160) 0,000
Resorcion
B-CTX (orina) 112 72,9 (39,6-96,37) 66,9 (35,4-103,8) 46,8 (23,88-78,9) 50,4 (38,25-66,52) 0,174
B-CTX (suero) 36 1,26 (0,86-1,32) abc 0,77 (0,63-1,92) 0,74 (0,67-0,92) 0,67 (0,63-0,84) 0,067

Todos los valores son medianas e intervalos intercuartiles.

*p £0,05 entre sexos; a p < 0,05 entre grupos de edad 12,5-13,99 y 14-14,99; b p < 0,05 entre grupos de edad 12-13,99 y 15-15,99; c p
< 0,05 entre grupos de edad 12,5-13,99 y 16-17,5; d p < 0,05 entre grupos de edad 14-14,99 y 16-17,5.

Tabla 2. Osteocalcina, PINP y B-CTX (suero y orina) en chicos y chicas segiin Estadio de Tanner

Estadio Tanner III Tanner IV Tanner V

Chicos n P
Formacion

Osteocalcina 44 133,2 (129,2-167,4) a 151,2 (70,36-177,8) 93,31 (63,18-133,5) * 0,029
PINP 39 1095,5 (951,42-1391,2) a 838,25 (631,37-1087,35) b 411,1 (294,4-662,4) * 0,002
Resorcion

B-CTX (orina) 97 114,9 (76,5-141,3) 117,6 (64,57-136,8) 84 (62,1-112,12) * 0,105
B-CTX (suero) 29 1,84 (1,59-1,94) 2,14 (1,74-2,43) b 1,33 (1-1,76) * 0,005
Chicas

Formacion

Osteocalcina 51 98,16 (74,29-126) a 104,2 (50,5-135,6) b 44,51 (37,29-63,09) 0,014
PINP 48 612 (601,8-643,8) a 564,5 (232,72-726,77) 185,4 (137,8-290) 0,006
Resorcion

B-CTX (orina) 112 74,1 (56,4-90,9) 99 (87,15-115,65) b 52 (33-81) 0,002
B-CTX (suero) 36 1,35 (1,29-1,65) a 0,98 (0,52-1,43) 0,79 (0,67-0,9) 0,052

Todos los valores son medianas e intervalos intercuartiles.
*p 0,05 entre sexos; a

I Discusion

Los principales resultados de este estudio son que los chi-
cos tienen un mayor remodelado dseo que las chicas duran-
te la adolescencia y que tanto los chicos como las chicas tie-
nen un descenso significativo en los marcadores de
formacion al aumentar la edad y maduracion sexual.

Los datos que hemos obtenido son de utilidad para los
profesionales preocupados por la osteoporosis y la detec-

p < 0,05 entre Tanner I[I11y V; b p < 0,05 entre Tanner [V y V.

cioén temprana de problemas de mineralizacién que podrian
terminar en el desarrollo de enfermedades de fragilidad
6sea como la osteopenia y la osteoporosis. Detectar aque-
llos adolescentes con un metabolismo 6seo deteriorado po-
dria ayudar a tomar las medidas oportunas para prevenir la
aparicion temprana de problemas de fragilidad 6sea y redu-
cir asi el riesgo de fracturas traumaticas de los huesos de
esas personas.
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Nuestro estudio no incluye sujetos de todos los estadios
de Tanner, por lo que esta limitado de Tanner Il a V.

En relacion con los marcadores bioquimicos, existen varios
factores que puedan variar la concentracion de los mismos,
entre otros: el ritmo circadiano, la dieta, edad, sexo, ciclo
menstrual, funciones hepaticas, la filtracion de los rifiones,
temperatura estable, etc. Para intentar controlar estos efectos,
todos los adolescentes fueron medidos en las mismas condi-
ciones. Las muestras de sangre y orina fueron recogidas y al-
macenadas a la misma hora por la mafnana. Todos los adoles-
centes fueron medidos desde octubre de 2006 a junio de 2007
en la misma habitacion a temperatura estable.

Nuestros resultados han mostrado que las concentraciones
de los marcadores de formacion (Osteocalcina y PINP) y re-
sorcion (B-CTX en suero y orina) disminuyen en ambos se-
xos conforme avanza la pubertad. Se encontraron resultados
similares en un estudio en Holanda con chicos de 8-135 afios,
los cuales mostraron que una vez alcanzado el pico maximo
y hasta el final de la pubertad, los marcadores de formacion
[fosfatasa alcalina en suero (AP), osteocalcina, fostafasa al-
calina especifica en suero (BAP) y PINP)] y resorcion [telo-
peptido carboxiterminal del suero (ICTP) y deoxipiridolina
en orina (DPD)] disminuyeron de forma significativa en chi-
cas, excepto DPD/Creatinina (DPD/Cr). Sin embargo, en chi-
cos s6lo disminuy6 el ICTP [24]. De una forma similar, nues-
tro estudio también coincide, al menos para las chicas, con el
estudio de Lehtonen-Veromaa et al [8] con chicas caucésicas
de 9-15 afios para los marcadores de formacion (osteocalci-
na, BAP y PINP) y resorcion (8-CTX en suero). Nuestros da-
tos muestran un descenso en todos los marcadores de activi-
dad metabdlica del hueso en las chicas. Sin embargo, en los
chicos s6lo disminuy6 el PINP y los 8-CTX (en suero). Esto
podria ser debido a que los chicos tienen el pico de velocidad
de crecimiento en la etapa gonadal 4, mientras que las chicas
en la etapa 3, debido a su maduracion sexual mds temprana,
lo cual puede explicar que se produzca un descenso significa-
tivo en las chicas dicha etapa.

El periodo de la pubertad esta asociado con las mayores
concentraciones de marcadores del remodelado dseo [25-
27]. El presente estudio muestra que durante el estadio de
Tanner IV se alcanzan los picos maximos de osteocalcina y
B-CTX (suero y orina) en ambos sexos, excepto los f-CTX
(en suero) en chicos que se alcanzaron en el estadio de Tan-
ner III. Del mismo modo, el pico de P1NP coincide con el
estadio de Tanner III en ambos sexos. Estos resultados
muestran algunas diferencias con el estudio de Van Coever-
den et al. [24], quienes comunicaron que durante la etapa
gonadal 4 en chicos se alcanzaron los picos maximos de AP,
BAP, osceocalina, PINP, ICTP y DPD/Cr mientras que en
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chicas se alcanzaron en la etapa 3, excepto la DPD/Cr.
Igualmente hay diferencias con el estudio de Yilmaz et al.
[28] quienes encontraron los valores maximos de osteocal-
cina en el estadio de Tanner IIL

Las diferencias entre estudios pueden ser debidas a dife-
rencias en la metodologia, el proceso de analisis de las
muestras organicas y el instrumento de anélisis, tamafio de
la muestra, variaciones diurnas y estacionales y la mens-
truacion en las chicas. Estos factores podrian influenciar la
concentracion de cada marcador y deben ser tomados en
cuenta en futuros estudios.

Serfa interesante que los estudios futuros tengan en cuen-
ta el mayor nimero posible de factores que puedan influen-
ciar las concentraciones de los mismos. |
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