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Introduccidn: la osteopetrosis (enfermedad de huesos de marmol] es un raro tipo de displasia 6sea
esclerosante caracterizada por una alteracién en el funcionamiento / morfologia del osteoclasto,
lo que conduce a un defecto en la resorcién 6sea. El diagndstico esta basado principalmente en los
hallazgos radiograficos. La isoenzima BB de la creatinquinasa(CK-BB] es sintetizada por los osteo-
clastos y se encuentra casi siempre aumentada en esta patologia. Su determinacién sérica podria
ser Util para el estudio e identificacién de la osteopetrosis. Objetivos: alertar frente a resultados dis-
cordantes de Creatinquinasa-MB (inmunoinhibicidn], por la interferencia producida por CKBB osteo-
clastica en osteopetrosis e incorporar técnicas de mediana complejidad, que permiten reconocer a
CKBB, en el estudio de esta rara patologia. Materiales y Métodos: suero de cuatro pacientes adultos,
con diagndstico de osteopetrosis, en el que se determind: actividad de Creatinquinasa y Aspartato-
aminotransferasa (IFCC), Lactato-deshidrogenasa(DGKC) y Creatinquinasa-MB (inmunoinhibicion),
en autoanalizado COBAS6000-Roche; e isoenzimas de Creatinquinasa (electroforesis). Resultados:
Se obtuvieron actividades en relacion al rango de referencia, superiores de Creatinquinasa (3/4 pa-
cientes) y Aspartato-aminotransferasa (1/4 pacientes); Lactato-deshidrogenasa normales (todos
los pacientes); Creatinquinasa-MB (inmunoinhibicién) superiores a Creatinquinasa-total (3/4 pacien-
tes). Se constatd la presencia de Creatinquinasa-BB (electroforesis], en los mismos pacientes con
resultados discordantes de Creatinquinasa-MB. Conclusiones: En los pacientes con clinica e image-
nes radiografias que orientan al diagnéstico de osteopetrosis, los resultados aberrantes obtenidos de
CKMB, se deben a la Creatinquinasa-BB de aporte 6seo, considerada una limitacién metodolégica. La
presencia Creatinquinasa-BB en la electroforesis apoya el diagndstico, excluyendo a otras enferme-
dades esclerosantes éseas, brindando una herramienta bioquimica de facil implementacién para el
estudio de osteopetrosis.

Palabras claves: Osteopetrosis, Huesos de marmol, Creatinquinasa, isoenzimas, Creatinquinasa-BB,
Osteoclasto, Marcador bioquimico, Diagndstico diferencial.

Resumen

Abstract Introduction: Osteopetrosis (marble bone disease] is a rare type of sclerosing bone disorder, charac-
terized by an altered functionality / morphology of the osteoclasts, which generates a defective bone
resorption. The diagnosis is based mainly on radiographic findings. In most cases of osteopetrosis, the
BB isoenzyme of creatine kinase (CK-BB), whichiis synthesized by osteoclasts, is increased. Thus, its
serum determination may be useful for the study and identification of osteopetrosis. Objectives: To
alert against discordant results of Creatine kinase-MB (immunoinhibition), due to the interference pro-
duced by osteoclastic CK-BB in osteopetrosis, and to incorporate techniques of medium complexity,
which allow recognizing CK-BB, in the study of this rare pathology. Materials and Methods: Sera from
four adult patients with diagnosis of osteopetrosis were used to determine: activity of: Creatine kinase
and Aspartate-aminotrasferase (AST) (IFCC), Lactate-dehydrogenase (DGKC) and Creatine kinase-MB
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(immunoinhibition), in an autoanalyzer (COBAS 6000-Roche]; and CK isoenzymes (electrophoresis).
Results: CK activities (three out of four patients] and AST [one out of four patients) were obtained in
relation to the reference range; normal LDH (all patients); CK-MB (immunoinhibition) higher than total
CK (three out of four patients). The presence of CK-BB (electrophoresis) was verified in the patients
with discordant results of CK-MB. Conclusion: In patients with clinical and radiographic images that
guide the diagnosis of osteopetrosis, the aberrant results obtained from CK-MB are due to the CK-BB
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contributed by the bones, which interferes as a methodological limitation. The presence of CK-BB in
electrophoresis supports the diagnosis, excluding other sclerosing osseous diseases, providing a bio-
chemical tool of easy implementation for the study of osteopetrosis.

Key Words: Osteopetrosis, Bones marble disease, Creatine kinase, isoenzymes, Creatine kinase-BB,
Osteoclasts, Biochemical tool, differential diagnosis.

Introduccién

La osteopetrosis (OPT) o enfermedad de los huesos de
marmol, se presenta como un grupo heterogéneo de trastor-
nos esqueléticos metabdlicos. Es un raro tipo de displasia
6sea esclerosante, caracterizada por una alteracién en el
funcionamiento / morfologia del osteoclasto, lo cual conduce
auna deficiente resorcién ¢sea. Es conocida también como la
enfermedad de los huesos de marmol, debido a que los mis-
mos se encuentran altamente calcificados y tienen mayor
fragilidad!. Hay sustitucion del hueso trabecular por hueso
compacto, que radiograficamente se denota con una densi-
dad 6sea aumentada®.

Es una enfermedad de etiologia hereditaria, que se presen-
ta de manera autosémica recesiva o dominante. Sin embargo,
algunos autores indican que puede ser adquirida por el uso
de bifosfonatos®. Las manifestaciones clinicas varian desde
formas asintomaticas, que se diagnostican con el examen
radiolégico de rutina, a formas severas que se manifiestan en
todo el esqueleto desde el nacimiento, pudiendo ser fatales .
Se calcula que la prevalencia general de OPT es de 1 caso por
100.000-500.000 habitantes. De acuerdo con los patrones
hereditarios, la prevalencia estimada para autosémicos re-
cesivos es de 1:200.000, y para autosémicos dominantes de
1:20.000%°.

La forma recesiva o maligna, asociada a un defecto en el
cromosoma 11q13, se presenta durante la infancia, y puede
llegar a ser fatal. Durante el curso de la enfermedad los pacien-
tes pueden presentar osteoesclerosis, fracturas, talla corta,
neuropatias compresivas (ceguera y sordera), falla hemato-
l6gica, infecciones, retardo psicomotor, macrocefalia, obstruc-
cion nasal y otras. El principal riesgo de vida de estos pacien-
tes es la pancitopenia, como consecuencia del reemplazo de
medula dsea por matriz 6sea altamente calcificado, dando
lugar al riesgo de infecciones, hemorragias y anemia®®. Por
otra parte, existen formas intermedias, menos severas, que
se expresan también durante la nifiez.

En cuanto a la forma dominante o benigna, también cono-
cida como enfermedad de Albers-Shonberg (asociada a un
defecto en el cromosoma 1p21), se presenta en la adultez.
A diferencia de la forma recesiva, la sintomatologia clinica de
los pacientes se centra principalmente en las fracturas a re-
peticién que presentan, y se la subclasifica en dos tipos: 1 y
2, que se diferencian principalmente por el patrén radiol6gi-

co del esqueleto axial. Ademds, la OPT (tipo 1) se caracteriza
por presentar osteoclastos pequefios y en menor cantidad, a
diferencia de la OPT (tipo 2] que presenta un gran nimero de
osteoclastos de gran tamafio en la matriz dsea. El subtipo 2 es
aquel que presenta mayor riesgo de fracturas y por lo tanto, el
més reconocido clinicamente’.

El mecanismo fisiopatolégico de la enfermedad, en la cual
se encuentra disminuida la resorcién ésea, estaria vinculado
con una o mas mutaciones. Los osteoclastos en condiciones
normales liberan H* a través de la funcién de la ATPasa va-
cuolar (V-ATPasa), permitiendo asi que enzimas sensibles a
los acidos degraden la matriz. La deficiencia o mutacién en la
V-ATPasa en osteoclastos, se observa en distintos tipos de OPT
17.18.13 Porlo tanto, dado que la OPT se debe a una mutacion en
una subunidad de la bomba de protones (TCIRGI) o en los ca-
nales de cloro 7 (CLCN?], se encuentra impedida la liberacién
del HCl, indispensable para la adecuada resorcién dsea.

Varios autores han demostrado la produccién de CK-BB
por parte de los osteoclastos y, segln los mismos, la altera-
cién de estas células en la OPT podria ser el resultado de la
elevacion de la CK-BB en suero. Los osteoclastos son células
extraordinariamente dindmicas, capaces de extraer la matriz
calcificada del hueso (degradacién 6sea)®. Ademas, la CK-BB,
cuya expresion se incrementa considerablemente durante la
osteoclastogénesis, regula el suministro dindmico de ATP en
osteoclasto maduro, interviniendo en la formacién y manteni-
miento del anillo de filamento de actina y las actividades de la
V-ATPasa y RhoA. Durante la resorcién ésea dicha capacidad
puede encontrarse excedida, explicando los altos niveles de
CK-BB, enfatizando la importancia de la adecuacién temporal
y espacial en la disponibilidad de energia'®-29, Asj, la actividad
alterada de los osteoclastos impide el normal proceso de re-
modelacién ésea, danado seriamente la estructura de la ma-
triz%10,

En cuanto a la parte bioquimica especificamente, es
oportuno mencionar ciertas consideraciones de la enzima
creatinquinasa o CK, implicada en esta rara patologia. Es
una transferasa conocida con el nombre de ATP: creatine
N-phosphotransferase (EC 2.7.3.2). Esta presente en todos
los tipos musculares (esquelético, miocardico), en el cerebro
y tejido neuronal. Cataliza la conversidn del fosfato de creatina
en creatina y trifosfato de adenosina (ATP), principalmente
para proporcionar una fuente de energfa para los misculos
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activos'®. Es una proteina dimérica, que puede presentar tres
isoenzimas séricas: muscular (MM), cardiaca (MB) y cerebral
(BBJ, producto de la combinacién de dos monémeros iguales
o diferentes??.

El musculo esquelético produce principalmente la isoenzi-
ma CK-MM, (aproximadamente el 90% de la CK total], mientras
que el musculo cardiaco sintetiza mayoritariamente la isoen-
zima CK-MB. Ambas isoenzimas se encuentran presentes en
el suero de un individuo sano. La presencia sérica de la isoen-
zima CK-BB, puede considerarse normal en los neonatos, de-
bido a la falta de madurez neurolégica y cierre de las cisuras
craneanas. Su presencia en otras condiciones se considera
patolégica. El patrén de expresion de la CK-BB en adultos se
reduce principalmente a la sintesis de la isoenzima por el te-
jido nervioso y ciertos tejidos neoplasicos'®. Las concentra-
ciones séricas se incrementan rapidamente luego de un dafio
cerebral, enfermedades neurodegenerativas, traumatismos
con compromiso en el sistema nervioso central y en algunos
adenocarcinomas'®. Se ha demostrado que existen altas con-
centraciones de CK-BB en la pared del tracto gastrointestinal;
encontrandose elevada en el suero de pacientes con infarto
intestinal e incluso se ha referido una asociacion directa con
el dafo tisular®®.

Los aumentos séricos de su actividad, podrian deberse a
un incremento en la permeabilidad de la membrana. Existen
varias hipdtesis que pretenden explicar este incremento,
como cambios en la distribucién iénica, insuficiencia enzima-
tica y reduccion de ATP. Se ha observado en estudios experi-
mentales que el aumento de la permeabilidad no esta necesa-
riamente asociado con dafio histolégico®3.

Se han reportado casos de OPT en nifios y adultos, que
presentaron inesperadamente CK-BB en su circulacion. Dada
esta situacion se planted el interrogante de sila isoenzima en
suero podria ser un marcador bioquimico Util en el diagnéstico
de la OPT, ya que hoy en dia este esta basado principalmente
en imagenes radioldgicas. A la vez, existen otras enfermeda-
des esclerosantes del hueso que carecen de CK-BB en circula-
cién y pueden presentar patrones radiograficos similares con
la OPT, para las cuales seria de utilidad como marcador bioqui-
mico a la hora de diferenciarlas®®1-31,

En el estudio de la OPT algunos autores consideraron incluir
la medida de actividad sérica de la lactato deshidrogenasa
sérica (LDH, EC 1.1.1.27] y aspartatoaminotransferasa (AST,
EC2.6.1.1), que a menudo estan elevadas en la forma Albers-
Shonberg, pero no en otros tipos de OPT o trastornos esclero-
santes 6se0s??.

Impulsa este estudio el constante desafio en el laboratorio
bioquimico clinico, de incorporar técnicas de mediana comple-
jidad que puedan ser Gtiles en forma rapida para el estudio de
esta rara patologia 6sea, y su diferenciacién de otras patolo-
gias esclerosantes del hueso.

Objetivos
e Alertar antes resultados discordantes entre la actividad
de CK total y su isoenzima la CK-MB, |a posibilidad de una

interferencia, originada por la existencia de CKBB en suero
debida a la osteopetrosis.

e Desmitificar los origenes tradicionales de la sintesis de CK,
y en consecuencia su implicancia clinica.

e Incorporar técnicas de mediana complejidad que puedan
ser Gtiles en forma rapida para el estudio de esta rara pato-
logia 6sea, y su diferenciacién de otras patologias esclero-
santes del hueso.

Materiales y métodos
Se estudiaron cuatro pacientes, dos hombres (H] y dos mu-

jeres (M] con diagndstico clinico y radioldgico de Osteopetrosis.
Se les extrajo por puncién venosa sangre, de la que se separé
el suero. En él se realizaron las determinaciones bioquimicas
de las actividades de CK, CK-MB, AST y LDH, y la identificacion
de las isoenzimas CK. Todos los pacientes fueron argentinos
de raza blanca y firmaron su consentimiento escrito para la
realizacion de este estudio, avalado por el comité de ética de
lainstitucién. A continuacién se detallan las caracteristicas de-
mograficas y clinicas de los pacientes (caso):

e (aso 1: Paciente de 75 afos de edad, sexo femenino, sin
fracturas y con dolores osteomusculares.

e (Caso 2: Paciente de 18 afos de edad, sexo masculino.
Comenz6 con dolores dseos generalizados a los 8 afos.
Presentaba leve hipoacusia bilateral.

e (aso 3: Paciente de 21 anos de edad, sexo masculino, co-
menz6 con dolores dseos a los 3 afos y pardlisis facial.
Presenté 14 fracturas mdltiples en ambas caderas, con
alteracién en la consolidacidn, dolores osteomusculares y
queratocono bilateral.

e (aso 4: Paciente de 41 anos de edad, sexo femenino, co-
menz6 con sintomas a los 8 afios. Presentd 3 fracturas de
cadera y multiples alteraciones dentales.

Serealizé la medida de la actividad de CK y AST por el méto-
do cinético IFCC, de LDH por método cinético DGKC y de CK-MB
por inmunoinhibicién, en autoanalizador COBAS 6000-Roche,
Germany.

Se utilizaron los Valores de Referencia validados del fabri-
cante para CK= H: (38-174) UI/L; M:(26-140) UI/L; CKMB=
hasta 25 UI/L; AST= H: hasta 37 UI/L; M: hasta 31 Ul/L; y LDH:
(230-480] UI/L.

El andlisis de todas las isoenzimas de CK se realizé por
electroforesis convencional, sobre acetato de celulosa ge-
latinizado, a 180 mV, durante 25 minutos, con Tris barbital/
barbital sédico, pH: 8,6. Se incubo 90 minutos en estufa a 37°
C,en cdmara himeda con la solucién sustrato: ADP 2mM, AMP
5mM, DAPP 10M, NADP* 2mM, CrP 30mM, HK 2,5 U/ml, G6PD
1,5 U/ml, NAC 20mM, en 2 ml en buffer Imidazol, pH: 6.7. La
identificacién de las bandas se realizé por fluorimetria al UV
(produccién de NADPH], y se compard con un control sérico
de paciente sano (presencia de CK-MM, vestigios de CK-MB,
y ausencia de CK-BBJ; y un control comercial Sigma (las tres
isoenzimas presentes). De la corrida se obtiene una foto, que
se escanea y calcula por densidad de &rea el porcentaje (%)
de cada isoenzima presente con respecto a CK total.
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Tabla I. Caracteristicas demograficas y bioquimicas los pacientes con osteopetrosis.

Pacientes Sexo Edad cK CK-MB CK-MM CK-MB CK-BB LDH AST
(Caso) (afios) (uInL) (UL (%) (%) (%) (UInL) (uI/L)
Caso 1 M 75 116 214 72 28 317 38
Caso 2 H 18 327 14 95 5 371 21
Caso3 H 21 376 622 25 75 453 32
Caso4 M 41 216 260 80 20 418 26

» CK: Creatinquinasa; CK-MM: Creatinquinasaisoenzima 3; CK-MB: Creatinquinasaisoenzima 2; CK-BB: Creatinquinasaisoenzima 1; LDH: Lactato-
dehidrogenasa; AST: Aspartatoaminotransferasa; H: Hombre; M: Mujer.

Resultados la CK-BB se encuentra elevada?®. Mientras que en la OPT domi-
Se obtuvieron resultados por encima del rango de referencia  nante, sélo el subtipo 2 (el mas comin) presenta la CK-BB ele-
delaactividad de:CKen 3 de 4 pacientesyde ASTen 1de4pa-  vada, que se caracteriza por un gran nimero de osteoclastos
cientes; mientras que en todos los pacientes, la actividad de  de gran tamafio%?%, La presencia de CK-BB en algunos tejidos
LDH se encontré dentro de los limites del rango de referencia  fetales o malignos, se relaciona con una sintesis mediada por
(Tablal). células inmaduras o indiferenciadas. Los valores elevados en
Los resultados obtenidos de la actividad de CK-MB por el OPT, indican como potencial fuente de CK-BB a los osteoclas-
método de inmunoinhibicién fueron discordantesen 3delos4  tos inmaduros resultantes de la maduracién defectuosa de
pacientes estudiados, obteniéndose resultados de la isoenzi-  sus células progenitoras?®. Ha sido demostrado mediante el
ma superiores a los de la actividad total de la enzima (Tablal].  uso de la protedmica, un aumento en la expresion de CK-BB
En el analisis de las isoenzimas de CK por electroforesis,se  durante la osteocléstogenesis”.

observé presencia de la isoenzima CK-BB, en los mismos pa- Por otra parte la OPT autosémica dominante subtipo 1, que

cientes en los que se obtuvieron los resultados discordantes  se manifiesta con un menor nimero de osteoclastos de tama-

de CK-MB por el método de inmunoinhibicién (Figura 1). fio pequefio y una baja frecuencia de fracturas, no presentan

niveles de CK-BB. Ciertos autores indican que la osteopetrosis

Discusion autosémica dominante tipo 1 podria no ser una forma genuina
El diagnéstico de los desérdenes éseos esclerosantes con  de OPT, debido a la ausencia de CK-BB en suero?0-26,

densidad 6sea aumentada es complejo y se basa principal- Los resultados discordantes obtenidos de la actividad de

mente en la clinica del paciente (edad de presentaciény mor-  CK-MB por el método de inmunoinhibicién en los que se ob-
fologia) y hallazgos radiolégicos®! con lo cual se destaca la  servaron actividades de la isoenzimas superiores a los de la
importancia de hallar un marcador bioquimico que contribuya  actividad total de la enzima, se explican por la interferencia
al diagnéstico de los mismos. metodoldgica que presenta el mismo.

La OPT forma parte de las displasias esclerosantes del hue- En la bibliografia consultada, varios autores detallan el
so, pero tiene la particularidad de presentar aumentada la CK-  hallazgo de resultados discordantes de CK-MB, cuando esta
BB en suero a diferencia de las demas®®2%. En la OPT recesiva  isoenzima es determinada por el método de inmunoinhibicion.
Para la medicién de la CK-MB, un anticuerpo especifico inhibe
Figura 1. Isoenzimograma electroforético de CK. las dos subunidades M de la CK-MM y la tnica subunidad M de
la CK-MB, lo que permite la medicién de la subunidad B de Ia
CK-MB (asumiendo la ausencia de CK-BB). La concentracion
catalitica de CK-B, que corresponde a la mitad de la actividad
CK-MB. El método parte de la premisa de la inexistencia de CK-
BB en el suero, ya que por el fundamento metodoldgico, se la
considera la principal interferencia, entre otros (presencia de
Caso 1 macrocreatinkinasa tipo 1)%223,

Control Comercial

En los pacientes con OPT estudiados por nosotros, hemos

Caso 2 obtenido resultados que coinciden con este tipo de situacio-
nes. En aquellos en los que se observé actividad de la isoenzi-

ma CK-MB mayor que la actividad de la CK total, se corroboré la

presencia de la isoenzima de CK-BB, identificada en la electro-

Caso3 foresis convencional de acetato de celulosa. El andlisis de las
isoenzimas de CK por electroforesis, permite identificar a las
isoenzimas de CK: CK-MM (CK-3], CK-MB (CK-2),CK-BB (CK-1),

Caso 4

y macroquinasas, como bandas fluorescentes distinguibles
en el gel de acetato de celulosa®®.

CK-BB(1)CK-MB(2)CK-MM(3)
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Los resultados de CK-BB obtenidos de las muestras de
nuestros pacientes, también fueron concordantes con otros
hallados en la bibliografia consultada de distintos casos clini-
cos de OPT20-2529,

En relacién a la actividad de AST y LDH medidas en nues-
tros pacientes, se encontraron dentro del rango de referen-
cia. Segln algunos autores las actividades de estas enzimas
podrian encontrarse elevadas en algunos casos de OPT, pero
no serfa un hallazgo constante, por lo que no brindan utilidad
como marcadores de esta enfermedad. Estas enzimas se es-
tudian para evaluar otras patologias osteomusculares, debido
a que uno de sus origenes es muscular esquelético®.

En los pacientes con OPT, los resultados aberrantes de la
actividad de CK-MB (CK-2) obtenidos por el método de inmu-
noinhibicién, se deben ala presencia de CK-BB (CK-1) de apor-
te 6seo originado en el osteoclasto, que interfiere como una
limitacion propia del método.

La presencia de laisoenzima CK-BB (CK-1), identificada por
elisoenzimograma electroforético en el suero de los pacientes
con clinica e imagenes radiolégicas compatibles con OPT, con-
cuerda con los hallazgos publicados de otros autores?0-2>29,

Debemos considerar que en la actualidad debido a la com-
plejidad y el alto costo de los ensayos genéticos, el diagnésti-
co de rutina de los desdrdenes dseos esclerosantes esta ba-
sado Unicamente en la clinica y en las imagenes radiolégicas,
lo cual representa un desafio. En el caso especifico de la OPT,
hoy en dia el diagnéstico de esta rara enfermedad se realiza
Unicamente mediante radiografias y clinica, destacando laim-
portancia de encontrar un marcador bioquimico que acompa-
fie y apoye estos estudios.

Se considera que la inclusién de la determinacién de la
isoenzima CKBB por electroforesis convencional en el labo-
ratorio bioquimico-clinico de rutina, brinda una herramienta
de facil implementacién para el estudio de los pacientes con
clinica de OPT, debido a que la misma es la Unica enfermedad
de todas aquellas clasificadas como desérdenes 6seos escle-
rosantes que presenta CK-BB elevada en suero.
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