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INTRODUCCION



1 .— ITNTRODUCCITON

El origen de la vitamina D data de hace 0,5 billones de afios cuando se produjo
un hdbitat concreto en el fitoplacton ocednico, expuesto a determinadas condiciones de
radiacion solar (1). Con la evolucion de los vertebrados terrestres, adquirié gran importancia
en relacion con el desarrollo y mantenimiento de la osificacion del esqueleto.

Durante las ultimas décadas, diferentes investigaciones pusieron de manifiesto
que la vitamina D es una hormona y no una vitamina (2). Si la exposicién a la luz solar es
adecuada no se necesitan suplementos dietéticos. El principio activo de la vitamina D se
sintetiza bajo control metabdlico a través de hidroxilaciones sucesivas en el higado y en el
rifién, y es transportado a través de la sangre hasta los tejidos efectores (intestino delgado y
hueso, fundamentalmente) para mantener la homeostasis del calcio. Los iones calcio y fosfato,
la hormona paratiroidea y probablemente otras hormonas peptidicas y esteroideas,
desempefnan un papel decisivo directo o indirecto en la regulacion del metabolismo renal de
la vitamina D (Figura 1).

Al hablar de vitamina D no podemos referirnos a un inico compuesto, sino a
una familia de ellos que presentan actividad vitaminica, siendo los mds importantes la
vitamina D, o ergocalciferol y la vitamina D, o colecalciferol. De modo general se usa el
término de vitamina D, que se aplica a ambas formas, ya que se piensa que en el hombre su
metabolismo y funciones son similares.

El andlisis de los defectos hereditarios o adquiridos en los procesos

metabdlicos, ha permitido conocer mejor la fisiopatologia de algunos trastornos del
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metabolismo 6seo, del calcio y del fosforo (3). Estos descubrimientos han impulsado ciertos
avances como: Ja sintesis quimica de metabolitos y andlogos activos de la vitamina D, el uso
clinico de 1,25(0OH),D, en muchos estados de resistencia a la vitamina D, y el desarrollo de

andlisis para determinar la concentracién sérica de los metabolitos de la vitamina D.



2. ASPECTOS HISTORICOS

Hay evidencia de que la mayoria de los animales terrestres y plantas son
capaces de producir vitamina D durante su exposicion a la luz solar (4). Desde el punto de
vista humano, algunos historiadores relatan la existencia de raquitismo desde el siglo II a. de
C., aunque la enfermedad no fue considerada como tal, hasta que las poblaciones se
congregaron en el norte de Europa justamente antes de su industrializacion. En la mitad del
siglo XVII Whisler, Glisson y DeBoot de forma independiente, reconocieron que muchos de
los nifios que vivian en zonas poco soleadas de ciudades industrializadas, desarrollaban una
enfermedad severa que afectaba a los huesos produciendo deformidades del esqueleto. La
incidencia de esta patologia aumentd de forma significativa durante 1a industrializacidn, sobre
todo en el norte de Europa y América, hasta tal punto, que diferentes estudios realizados en
autopsias en el siglo XIX en Leiden, sugerfan que el 80-90% de los nifios criados en ciudades
multitudinarias presentaban la enfermedad (5). Ya en 1822 Sniadecki verificé la importancia
de la exposicion al sol para la prevencién y curacién del raquitismo (6), basdndose en el
hecho de que los nifios que vivian en el interior de Varsovia presentaban una alta incidencia
de enfermedad dsea, en comparacion con los que vivian en zonas rurales a las afueras de la
ciudad. Sin embargo, se dié poca importancia al ambiente como causa de enfermedad hasta
1890, cuando Palm publicé un estudio epidemioldgico de todo el Imperio Britdnico y de
Oriente, en el que revelaba que el raquitismo era excepcional en nifios que vivian en ciudades
pobres de China, Japén ¢ India donde la alimentacién era escasa, mientras que 1os nifios de

clase media de las ciudades industrializadas de las Islas Britdnicas presentaban una alta



incidencia de la enfermedad. En 1919 Huldschinsky comprobé gue cuatro pacientes con
raquitismo severo, curaban al ser sometidos a la exposicion de una ldmpara de cuarzo con
vapor de mercurio, y pensé que la radiacion responsable de la curacion era Ja misma que la
que provocaba la melanizacidn de la piel.

En 1921, McCollum y cols. (7) resefiaron la importancia del fésforo de la dieta
en los fendmenos de osificacidn en ratas en crecimiento, demostrando que cuando la dieta era
pobre en fésforo y factor antirraquitico, las ratas desarrollaban raquitismo, cosa gue no
sucedfa cuando el aporte de calcio y fosforo era adecaudo, aunque el factor antirraquitico
tuera deficiente. Se desconocia si el factor antirraquitico del aceite de higado de bacalao era
la vitamina A u otra sustancia diferente. McCollum y cols. oxidaron el aceite de higado de
bacalao y observaron que la actividad de la vitamina A, se perdia permanenciendo la
actividad antirraquitica, que fue atribuida a otra sustancia liposolubie que denominaron
vitamina D (7).

E!l hecho de que el factor antirraquitico pudiera generarse en la piel, tras una
exposicion a la luz solar o radiacion ultravioleta e ingerirse en la dieta, obligd a pensar que
podia tratarse de factores diferentes. Para esclarecer este punto Powers y cols. (8) realizaron
un experimento en ratas raquiticas a las que trataron con aceite de higado de bacalao o
radiacién ultravioleta, y obtuvieron el mismo resultado.

Steenbock y Black (9) y Hess y Weinstock (10) de forma independiente,
demostraron que la irradiaciéon de muchos alimentos con una ldmpara de cuarzo con vapor
de mercurio, proporcionaba propiedades antirraquiticas a los mismos.

Inicialmente se pensé que la sustancia que se producia por la accion de la luz
ultravioleta era, el colesterol en }os animales y el fitosterol en los vegetales. Posteriormente

se comprobé que no se trataba del colesterol, porque éste perdia sus propiedades



antirraquiticas al ser purificado por procedimientos quimicos, sino que era una sustancia
relacionada con é€l.

El paso siguiente fue la identificacién y aislamiento de la vitamina D. Windaws
y cols. fueron los primeros en aislar una sustancia cristalina que denominaron vitamina D,,
identificada posteriormente como una mezcla de ergocalciferol y lumisterol. Afios mds tarde,
se consigui6é identificar la primera vitamina D conocida como ergocalciferol o vitamina D,,
que fue utilizada durante muchos afios como preparado sintético para la prevencion y curacién
del raquitismo en el hombre. En investigaciones posteriores Steenbock y cols. observaron que
los pdjaros curaban del raquitismo peor con ergosterol que con aceite de higado de bacalao
(11), basdndose en este hecho, el grupo de investigacion de Windawus en 1935 sintetizd
quimicamente el 7-dehidrocolesterol o provitamina D, (12) y demostré que su irradiacién con
luz ultravioleta daba origen a la vitamina D, o colecalciferol.

La unica diferencia estructural entre la vitamina D, y la vitamina D, es la
cadena lateral, que en la vitamina D, contiene un doble enlace entre C,, y C,, y un grupo
metilo en C,,.

La vitamina D, es de 10 a 20 veces menos activa que la vitamina D, en pollos.
Sin embargo, se ha asumido que en mamiferos, incluido €l hombre, tienen el mismo potencial
biologico, se metabolizan de forma similar y que las proteinas ligadoras de vitamina D se

unen a la vitamina D, con una eficiencia de 1,5 a 2 veces menor que a la vitamina D,.



3 .— ASPECTOS FOTOBIOLOGICOS

Cuando la piel se expone a la luz solar o a ciertas luces artificiales, la radiacién
ultravioleta penetra en la epidermis y ocasiona diversas reacciones fotoquimicas (13); una de
ellas es la transformacidn del 7-dehidrocolesterol en vitamina D,. Las radiaciones con longitud
de onda comprendida entre 290 y 315nm se absorven por los enlaces conjugados dobles en
posicion C, y C, del 7-dehidrocolesterof, fragmentando el anillo B entre C, vy C,, ¥
produciendo 9,10-secosterol o previtamina D, (Figura 2).

La previtamina D, es bioldgicamente inerte pero termoldbil que sufre una
reorganizacion molecular espontdnea en funcién de la temperatura, transformdndose en un
compuesto termoestable que es la vitamina D,. A la temperatura corporal se tarda
aproximadamente tres dias en la conversion completa de la previtamina D, en vitamina D,.
Los cambios intensos de la temperatura en la superficie cutdnea no modifican este proceso
de conversion, ya que ocurre en las capas de crecimiento activo de la epidermis, en donde
la temperatura permanece relativamente constante. Los dos compuestos, vitamina D y
previtamina D, se encuentra en un equilibrio que a 37°C y expresado en concentraciones es
de 89/11.

Aunque la melanina de la piel compite con ¢l 7-dehidrocolesterol por los
fotones uitravioleta, y por tanto, puede limitar la sintesis de previtamina D, la isomerizacion
fotoquimica de la previtamina D hacia dos productos biolégicamente inertes (lumisterol y
taquisterol), constituye un mecanismo importante para impedir la produccion exagerada de

previtamina D durante las exposiciones prolongadas al sol (14). De los distintos metabolitos
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formados en la piel, dnicamente la vitamina D, tiene alta afinidad para las proteinas
plasmdticas de transporte de vitamina D, por lo que pasa preferentemente a la circulacion.
El envejecimiento disminuye 1a capacidad de sintesis de vitamina D, por la

piel, produciéndose una reduccidn a la mitad a partir de los 70 afios (15).
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4.— METABOL.ISMO DE LA VITAMINA D

La vitamina D que existe en el organismo tiene dos origenes; la sintetizada en
la piel (aporte endégeno) que es la via principal de obtencion de vitamina D para la mayoria
de los individuos, y la obtenida a partir de la dieta (aporte exégeno) bien por ingerir
alimentos enriquecidos con esta sustancia, o por tomar alimentos ricos en la misma,
fundamentalmente higado, yema de huevo y aceite de higado de pescado. La vitamina D
procedente del aporte exdgeno se absorbe con el concurso de las sales biliares, utilizando el
mecanismo de absorcion de las grasas (Figura 3).

La edad repercute negativamente en la sintesis de vitamina D por la piel, pero
no afecta a la absorcién intestinal (16). En los sindromes de malabsorcién intestinal,
enfermedad de Crohn, Whipple y fibrosis quistica, la absorcion de vitamina D puede estar
comprometida. Las enfermedades que afectan al intestino delgado a nivel mds distal o al
intestino grueso, generalmente no afectan a la absorcion de vitaminas liposolubles (17).

Una vez que la vitamina D ha sido ingerida, sus componentes liposolubles se
incorporan a la fraccién de quilomicrones y son absorbidos por el conducto linfatico. A las
4 horas de la ingestién de 50.000 UI de vitamina D, se observa un incremento significativo
de la concentracion de vitamina D, que es mdximo a las 12 horas y va descenciendo a las 72
horas. No existe un drgano especifico de almacenamiento de vitamina D, aunque si se ingiere
en exceso, las mayores concentraciones se encuentran en el higado, tejido adiposo y misculo.

La vitamina D sintetizada en la piel o ingerida en la dieta, debido a su cardcter
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liposoluble, pasa a la circulacién sanguinea unida a una proteina transportadora, la DBP
(vitamin D binding protein), también 1lamada globulina grupo especifico. La DBP es una
globulina alfa de peso molecular de 56.000 D. constituida por una cadena polipeptidica que
fija equimolecularmente a la vitamina D y a sus metabolitos hidroxilados. Su concentracién
en plasma es de 6000 nmol/L. La mdxima afinidad de unidn es para el 25-hidroxicalciferol
(25(OH)D), el 24,25(0OH),D compite efectivamente con el 25(OH)D a concentraciones
similares. La vitamina D y el 1,25-dihidroxicalciferol (1,25(0OH),D) son de 5 a 10 veces
menos competitivos. Las afinidades de los distintos metabolitos por la DBP son
proporcionales a sus vidas medias en el plasma; en consecuencia el 1,25(OH),D pasa
facilmente a los tejidos mientras que el 25(OH)D lo hace con mayor dificultad.

El complejo vitamina D-DBP es tranportado al higado donde la vitamina D se
hidroxila en los hepatocitos mediante la 25-hidroxilasa-vitamina D localizada en mitocondrias
y microsomas del parénquima celular hepdtico (18). El 25(OH)D es uno de los metabolitos
circulantes principales de la vitamina D; su vida media es de aproximadamente 21 dias, y su
concentracion plasmdtica es un buen reflejo del aporte dietético de vitamina D y de la
exposicion a la luz solar.

I.a conversién de vitamina D hacia 25(OH)D puede verse comprometida en las
enfermedades hepdticas colestdsicas o parenquimatosas severas (19), como consecuencia de
la reduccion de las reservas de 25-hidroxilasa-vitamina D y de la malabsorci6n intestinal.

Los pacientes con sindrome nefrdtico con una proteinuria mayor de 4 g/dia,
suelen presentar niveles reducidos de 25(OH)D, como consecuencia de 1a pérdida urinaria de
las proteinas ligadoras de vitamina D y de 25(OH)D, de un peso molecular similar al de la
albimina (20).

Cuando aumenta el metabolismo de 25(OH)D a 1,25(OH),D en enfermedades

13



como el raquitismo vitamina D dependiente tipo II, sarcoidosis, enfermedades
granulomatosas, hiperparatiroidismo primario y calcinosis tumoral hiperfosfatémica, se
observan concentraciones bajas de 25(OH)D aunque dentro de limites normales (21,22,23).

El 25(OH)D carece de efectos bioldgicos in vivo a concentraciones fisioldgicas,
pero actua a concentraciones elevadas in vitro (24). Después de su formacion en higado, el
25(OH)D se une a las proteinas transportadoras de vitamina D y es conducido hasta el rifién
donde sufre una hidroxilacion estereoespecifica sobre C, o C,, (25), dependiendo del balance
calcio-fosforo, para dar lugar al 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(0OH),D) reconocido como
el metabolito activo de la vitamina D, o al 24R,25-dihidroxivitamina D (24,25(0OH),D).
Aunque el rifion es el érgano principal donde se encuentran ubicadas estas hidroxilasas, en
la placenta (26,27) y en cultivos celulares de hueso, piel y monocitos también se han
observado estos procesos (28,29). La hidroxilacién en 1« se realiza por medio de la enzima
25(OH)D-1a-hidroxilasa (1a-hidroxilasa), que es una monoxigenasa de funcion mixta que se
localiza en la membrana interna de las mitocondrias de las células del tibulo proximal de la
nefrona. La la-hidroxilasa es una cadena de transporte electrénico formada por tres
componentes proteicos: ferredoxina reductasa, ferredoxina y citocromo Ps,. La ferredoxina
reductasa es una flavoproteina que recibe electrones del fosfato de nicotinamida-adenin-
dinucledtido (NADPH) que son transportados hasta la ferredoxina. La ferredoxina es un
potente regulador que transporta los electrones hasta el citocromo P,s, componente catalitico
que mediante el concurso del oxigeno molecular, producird la hidroxilacién del sustrato
25(0OH)D en posicién 1o de la molécula. Esta reaccion estd regulada finamente por iones:
calcio, fdésforo y potasio, y por hormonas: hormona paratiroidea, AMPc¢, calcitonina,
hormonas sexuales, hormona de crecimiento e insulina entre otras.

La actividad enzimdtica del tubo contorneado proximal se pierde tras la
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tiroparatiroidectomia y aumenta con la administracién de hormona paratiroidea y AMPc; la
actividad de la lo-hidroxilasa de la pars recta no se detecta en ausencia de calcitonina.
Estudios realizados en microsecciones de segmentos de nefronas confirman la presencia de
dos formas diferentes de lo-hidroxilasa. Las enzimas del tubo contorneado proximal se
activan por la hormona paratiroidea a través del AMPc, las de la pars recta son estimuladas
por la calcitonina en un proceso AMPc independiente. Para algunos autores esto es importante
durante la etapa fetal, donde al estar suprimida la hormona paratiroidea, se necesitan otros

mecanismos de produccién de 1,25(OH),D (30).

4.1 REGULACION DEL METABOLISMO DEL 25(CH)D

No se conoce con precision el mecanismo por el que la hormona paratiroidea
influye en el metabolismo renal del 25(OH)D. La produccién renal de 1,25(OH),D se
correlaciona con el efecto hipofosfatemizante de la hormona paratiroidea y probablemente,
con la concentracidn intracetular de fosfato (31). Cuando a ratas deficientes de vitamina D
se las somete a una tiroparatiroidectomia, disminuye su capacidad de sintesis de 1,25(0OH),D,
y la recuperan cuando se les administra hormona paratiroidea (32). Si a las mismas ratas se
les aporta una dieta rica en calcio y pobre en fosforo, revierten los efectos de la
tiroparatiroidectomia y son capaces de sintetizar 1,25(OH),D. De estos datos se puede deducir
que la regulacion del fdsforo sérico es el factor mds importante para la actividad de 1a lo-
hidroxilasa. En el hombre, esta teorfa parece confirmarse ya que en sujetos sanos, la
restriccion de fosforo produce un aumento de la concentracion de 1,25(OH),D un 80% por
encima de los valores basales, y esto se correlaciona con un aumento de la sintesis, mds que

con una disminucién del aclaramiento (33). Los suplementos de fésforo en la dieta producen
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el efecto contrario.

Aunque se ha demostrado que la hipocalcemia induce la 1a-hidroxilasa renal,
parece que el proceso es secundario al efecto de la hormona paratiroidea, que estimula la
adenilciclasa del tubo contorneado proximal desencadenando toda fa cascada que conduce al
aumento de la absorcion renal de calcio, secrecion tubular de fosfato y produccion de
1,25(0OH),D (34).

La hormona paratiroidea es muy importante en la regulacién "momento a
momento” de la la-hidroxilasa renal (35), pero en este proceso enzimdtico influyen otros
factores. Durante el embarazo, la lactancia y las fases de crecimiento esquelético rdpido, el
organismo se adapta al aumento de las necesidades de calcio facilitando su absorcién
intestinal, a través del aumento de la produccién de 1,25(0OH),D (36). Los estrégenos, la
prolactina y la hormona de crecimiento aumentan la produccién renal de 1,25(OH),D, de
forma directa e indirecta en modelos experimentales de animales in vivo e in vitro (37).
Estas hormonas, por si solas y en circunstancias normales, no parecen aumentar la produccion
de 1,25(0H),D, por lo que se cree que han de existir otros factores desconocidos que juegen
un papel a este nivel.

Los esteroides sexuales tienen un efecto indirecto en el metabolismo renal del
25(OH)D en pollos. Sin embargo en ¢l hombre su papel es confuso. La concentracion de
1,25(0OH),D no est4 alterada de forma significativa en mujeres jévenes con anorexia nerviosa
y déficit de estrégenos (38). Durante la fase de maduracidn sexual de los nifios, el aumento
de la testosterona no se acompafia de alteraciones de la concentracion de 1,25(OH),D (39).
Sin embargo durante la menopausia, la disminucidon de los estrégenos tiene un efecto
significativo en la produccién renal de 1,25(OH),D (40). En mujeres osteoporéticas los

niveles de 1,25(0OH),D son ligeramente mds bajos que en mujeres control de la misma edad
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y los tratamientos con estrogenos, producen un ligero aumento en los niveles de 1,25(0OH),D.

La edad puede disminuir el efecto de la hormona paratiroidea en el
metabolismo del 25(OH)D a 1,25(OH),D. Experimentalmente se¢ ha observado que en
individuos jovenes, la infusién de fragmentos activos de hormona paratiroidea (1-34 PTH)
duplica los niveles de 1,25(OH),D a las 24 horas, y esto no ocurre en ancianos osteoporoticos
(41).

El propio 1,25(0OH),D también modifica el metabolismo renal del 25(OH)D,
reduce la actividad de la 25(OH)D-1a-hidroxilasa y aumenta ¢l metabolismo bacia 24,25-
dihidroxivitamina D (42). En general la la-hidroxilasa y 1a 24-hidroxilasa responden a los

mismos factores pero con efectos opuestos.

4.2 METABOLISMO EXTRARRENAL DE 25(OH)D A 1,25(0OH),D

Hennemann y cols. pensaron que la absorcién intestinal elevada de calcio,
podia ser la causante de la hipercalcemia e hipercalciuria observada en enfermos con
sarcoidosis (43). El conocimiento de que la vitamina D debia de transformarse en
1,25(0H),D para realizar su funcién en el intestino, llevé a diferentes investigadores a
especular que el aumento de la absorcidn intestinal de calcio, era consecuencia de una
produccién anormal de 1,25(OH),D. Posteriormente se ha observado que otras enfermedades
granulomatosas como tuberculosis, silicosis y enfermedades fingicas, presentan
concentraciones inapropiadamente altas o normal-altas de 1,25(0OH),D. Inicialmente se
atribuyé el aumento de 1,25(0OH),D a un defecto de la regulacion renal. El hallazgo de
enfermos anéfricos con sarcoidosis, hipercalcemia y niveles elevados de 1,25(0OH),D, apunt6

la idea de que ia transformacién de 25(0OH)D a 1,25(OH),D podia realizarse también fuera
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del riiién (44), como se ha podido demostrar en homogenados de ganglios linfdticos, en
cultivos de macrofagos alveolares pulmonares de pacientes con sarcoidosis, y en macrdfagos
activados por lipopolisacdridos de las paredes de bacterias gram negativas o por interferon
gamma.

Ciertos tipos de linfomas tienen capacidad de metabolizar 25(OH)D a
1,25(0OH),D, aunque se desconoce el mecanismo que activa la le-hidroxilasa en estos
enfermos. Cultivos de linfocitos de cordén umbilical infectados por virus HTLV-1, son
capaces de inducir el metabolismo de 25(OH)D hacia un metabolito identificado como
1,25(0H),D por espectroscopia de masa, de 10 que se desprende gue estas células infectadas

por virus poseen la maquinaria necesaria para sintetizar esta hormona (45).

4.3 METABOLISMO ALTERNATIVO DEL 25(0H)D Y 1,25(0H),D

La hidroxilacion en 24R se lleva a cabo por la 25-hidroxi-vitamina D-24R-
hidroxilasa. Esta es una enzima similar a la 1o-hidroxilasa y se regula por un mecanismo
inverso, estando su actividad intimamente ligada a los niveles de 1,25(OH),D. En los dltimos
afios se ha propuesto un modelo para la modulacion de las actividades de las enzimas 1o y
24R-hidroxilasa. La sefial hormonal procedente de 1a hormona paratiroidea interactua con la
adenilato ciclasa originando la sintesis de AMPc, para activar una proteinfosfatasa
denominada fosfoferredoxina fosfatasa (46). Se produce la desfosforilacién de la ferredoxina,
permitiendo as{ su unién con e! citocromo P,,-loe para dar origen a la sintesis de
1,25(OH),D. Por otra parte, una proteincinasa calcio-dependiente actuaria sobre la
ferredoxina fosforildndola, permitiendo el acoplamiento de ésta con el citocromo P.s-24R

dando origen a la sintesis de 24,25(0OH),D, teniendo lugar el desacoplamiento de la
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ferredoxina con €l citocromo P,-1a y por tanto, inhibiendo la sintesis de 1,25(OH),D. En
este modelo se contempla el que las enzimas 1o y 24R-hidroxilasa tienen una parte comin
para ambas, la ferredoxina reductasa y la ferredoxina, y sdlo seria especifico de cada enzima
el citocromo P, El acoplamiento de la ferredoxina con ambos citocromos estaria modulado
por los procesos de fosforilacién/desfosforilacién, dando como resuitado la modulacion de

la sintesis de 1,25(0OH),D y 24,25(0H),D (Figura 4).

Pig. 4.- Requlacidn de la sintesis de 1,25(0H).D y 24,25(0H).D

PTH
CAMP
PK-icAMP
t
24,25-D
25-D
1,25-D
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La enzima 24R-hidroxilasa ademds de en rifién, también se localiza en otros
grganos. En cultivos de células que poseen receptores nucleares para el 1,25(0H),D, como
los condrocitos, queratinocitos, fibroblastos de la piel, células intestinales y melanomas,
también se metaboliza 25(OH)D hacia 24,25(0OH),D. Aunque el 24,25(0OH),D tiene una
concentracién plasmdtica 100 veces mayor que la del 1,25(OH),D, su mecanismo de accién
estd poco claro, lo mds probable es que la hidroxilacion en C,, constituya la primera etapa
para la degradacidn tanto de 25(0OH)D como de 1,25(OH),D, aunque hay algunos autores que
le atribuyen un papel complementario en el crecimiento dseo (47) y en el desarrollo
embrionario (48).

En condiciones fisioldgicas el 25(OH)D se metaboliza en C,, para formar el
258,26-dihidroxivitamina D, [25,26(0H),D,] (25) cuya concentracién en sangre es también
un reflejo de la situacién nutricional de 25(OH)D en el hombre. No tiene una actividad
bioldgica especial, pero remeda las acciones del 1,25(OH),D cuando es hidroxilado en C, a
nivel del rifién formando 1,258S,26-trihidroxivitamina D,. No se conoce demasiado sobre la
regulacién de este metabolito, pero el rifién parece que es el lugar fundamental de su
metabolismo.

La hidroxilacién del 25(OH)D en C,, da lugar al 23S,25-dihidroxivitamina D,.
Este metabolito es el precursor de un paso adicional que produce otro metabolito identificado
como 25-hidroxivitamina D,-23,26-Jactona. La lactona puede identificarse en el suero de
animales y hombres que han recibido dosis farmacoldgicas de vitamina D. No hay evidencia
de que tenga actividad relacionada con la 25(OH)D a nivel intestinal ni dseo, pero las
proteinas ligadoras de 25(OH)D tienen una afinidad por €l de 5 a 7 veces mayor que para el
25(0H)D, (18).

Ademgs de las muiltiples hidroxilaciones que pueden producirse en la cadena
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lateral de la vitamina D, los hidroxilos también pueden oxidarse. El 24,25(0OH),D, y el
23,25(0OH),D, se oxidan formando 24-ceto-25(0OH)D, y 23-ceto-25(OH)D,, respectivamente.

Hasta la fecha, se han identificado mds de 20 metabolitos de la vitamina D.
Todos se originan a partir del 25(OH)D o 1,25(OH),D (49) y la mayoria se consideran como
productos de degradacion. Mencidn especial merece la secuencia metabdlica por la que se
inactiva el 1,25(0H),D por la escision oxidativa de la cadena lateral entre C, y C,,
apareciendo un producto bioldgicamente inerte e hidrosoluble, el 4cido 1a-hidroxivitamina

D-23-carboxilico o dcido calcitroico (50).
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5 .— FUNCITONES BIOLOGICAS

DEIL. 1,25 (0OH). D

5.1 FUNCIONES CLASICAS DEL 1,25(0OH),D

Los estudios realizados en los dltimos afios, permiten concluir que el
mecanismo de accion de la vitamina D corresponde al de un sistema hormonal, donde la
vitamina D actua como una prohormona y el 1,25(0OH),D como la verdadera hormona
sintetizada en el rifidn, que se vierte a la sangre para alcanzar los drganos efectores, donde
media las respuestas bioldgicas atribufdas a la vitamina D. La respuesta biolGgica mejor
conocida de la vitamina D consiste en la estimulacién de la absorcién intestinal de calcio.
Entre la administracion de la vitamina D y la respuesta intestinal transcurre un periodo de
latencia de 24 a 48 horas (51). Este periodo puede reducirse a 20-24 horas si se administra
25(0OH)D, e incluso a 8-12 horas si se administra directamente 1,25{0OH),D, lo que confirma
la via metabdlica indicada. Sin embargo, aunque se administre el metabolito dihidroxilado a
dosis altas, se¢ mantiene un periodo de latencia que resulta imposible de reducir. Este
fenémeno es similar al que se observa con las hormonas esteroideas (52), y viene
condicionado porque Se requiere un tiempo para que tenga lugar la interaccidn entre la
hormona y el receptor celular, la fijacidn selectiva del complejo hormona-receptor a la
cromatina nuclear, y especialmente, para la sintesis del ARN mensajero especifico y del
material protefnico que constituird ¢l verdadero vehiculo de la respuesta hormonal.

La administracién de 1,25(OH),D, marcado radiactivamente permite comprobar

su localizacién en el nucleo de las células del epitelio intestinal, al cabo de cuatro horas,
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después de haberse fijado a una fraccién protefnica y soluble del citoplasma, denominada
receptor. Una vez el 1,25(OH),D, se encuentra unido a la cromatina, se detecta una activacién
de la sintesis de ARN y una produccion de proteina transportadora de calcio intracelular
(CaBP). La cantidad formada de esta proteina es proporcional a la del 1,25(0H),D, localizada
en la mucosa intestinal, y se correlaciona con la actividad de la 1e-hidroxilasa renal, y con
el transporte intestinal de calcio mediado por Ia vitamina D. Este proceso se interfiere,
experimentaimente, por la presencia de Actinomicina D, inhibidor de la sinteis de ARN
dependiente de ADN, de acuerdo con un mecanismo de accion similar al de las hormonas
gsteroideas.

Existe acuerdo undnime en que las acciones celulares del 1,25(0OH),D se inician
por interaccion de la hormona con un receptor o protefna ligadora especifica, que se ha
podido demostrar mediante anticuerpos monoclonales antirreceptor del 1,25(0OH),D de
diferentes especies de mamiferos (53). Los receptores son protefnas intracelulares similares
a las de las hormonas esteroideas. El descubrimiento del receptor para el 1,25(0OH),D data
del afio 1961, de los trabajos de Brumbaugh y Haussler (54) y Kream y cols. (55) que
comprobaron la existencia de una proteina con capacidad de unién al 1,25(OH),D, con una
afinidad alta. El receptor presenta un lugar de unién a la hormona (K; = 10™-10™") y un
dominio de unidn para el ADN. La importancia del receptor para la funcién del 1,25(0H),D
se demuestra en los raquitismos vitamina D dependientes tipo 11, donde hay una resistencia
en los drganos diana a la accién de este metabolito. Se ha comprobado, que en ratas en
periodo neonatal, falla la respuesta al 1,25(OH),D hasta los 16-18 dias postparto, momento
en el que el receptor hace su aparicion en el enterocito (56). Esta aparicién se acelera con los
glucocorticoides y se impide con la adrenalectomia. El mismo comportamiento se observa con

el transporte intestinal de calcio.
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La unién de la hormona al receptor produce una fosforilacién y aumenta la
afinidad del receptor para su unién al micleo y al ADN (52). El complejo hormona-receptor
a nivel nuclear, regula la transcripcion de los ARN mensajeros especificos que gobiernan la
traslacion de las proteinas.

Estudios experimentales que emptean 1,25(OH),D marcado radiolégicamente,
0 con inmunoperoxidasas dirigidas frente a anticuerpos monoclonales antirreceptor, han
demostrado la localizacion del receptorsobre todo a nivel del micleo de las células diana.

Como respuesta a la interaccion entre la hormona y el receptor se forman una
seri¢ de proteinas; en el hueso la osteocalcina y en el intestino la proteina ligadora de calcio
(CaBP) descubierta por Wasserman y Taylor (57).

La interaccién del 1,25(0OH),D con la célula diana produce alteraciones a dos
niveles, uno dependiente de la localizacién nuclear del complejo hormona-receptor y otro
independiente de este fendmeno nuclear. Se han aislado dos poblaciones diferentes de
receptores de 1,25(0OH),D; en pollos. El 80% de los receptores estdn en el nicleo v se unen
dvidamente al complejo celulosa-ADN; la segunda poblacion estd en el citosol, tienen avidez
por el 1,25(0OH),D, pero no se une al complejo celulosa-ADN. De esta forma, aunque la
poblacién de receptores del citosol presenta alta afinidad por el 1,25(OH),D,, aparentemente
necesita un dominio de unién al ADN, Posiblemente la union del 1,25(0H),D, al receptor
citosolico controla los efectos no mediados por el micleo, mientras que la unién de la
hormona con los receptores nucleares controla los efectos que requieren transcripcion génica.
La poblacién de receptores citoplasmdticos puede representar a aquellos que previamente
estuvieron unidos al micleo, y que ya estdn en proceso de catabolizacién (58).

A nivel intestinal el 1,25(OH),D estimula el transporte de calcio y fosfato

desde 1a luz del intestino delgado hacia la circulacion (35). El aumento de la resorcion dsea
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producido por el 1,25(0OH),D probablemente ocurre de forma sinérgica con la hormona
paratiroidea. Los osteoclastos maduros no poseen receptores para la hormona paratiroidea ni
para el 1,25(0OH),D. Sin embargo, existen pruebas que sugieren que ambas hormonas
aumentan la actividad de resorcién ¢sea estimulando las células precursoras osteocldsticas
inmaduras, que poseen receptores para las mismas, y se transforman en osteoclastos maduros,
y/o interaccionan con los osteoclastos, que producirian citoquinas y aumentarian la actividad
de las células maduras (59). La funcidn del 1,25(0OH),D sobre la regulacion renal del calcio

y fésforo no se conoce con precision.

5.2 OTRAS FUNCIONES BIOLOGICAS DEL 1,25(0H),D

En los iltimos afios se han localizado receptores para el 1,25(OH),D en
numerosos tejidos, algunos de los cuales aparentemente no tienen relacidn con el metabolismo
del calcio (60,61). Este hecho ha supuesto la posibildad de conocer otras funciones del
1,25(OH),D que ademds de ser una hormona calciotropa, ejerce un papel en la regulacion del

sistema inmune y un aumento de la diferenciacion celular, entre otras.

A .- EFECTOS DE DIFERENCIACION Y ANTIPROLIFERACION DEL 1,25(0H),D

Diferentes tipos de lineas celulares tumorales con receptores para el
1,25(0OH),D en cultivos, responden a esta hormona con una disminucién de la tasa de
proliferacién y un aumento de la diferenciacion. Si se exponen células promielociticas
humanas malignas (HL-60) al 1,25(0OH),D, se observa una maduracién hacia macréfagos
funcionantes en el plazo de una semana {62). Se desconoce €l mecanismo por el que ¢l

1,25(0OH),D induce la maduracién, se sabe que disminuye la expresion del oncogén c-myc
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coincidiendo con la disminucidn de la replicacion. No obstante, este efecto no es prolongado,
si se elimina el 1,25(0H),D de los promielocitos HL-60 en fase de maduracidn, las células
regresan a su estado de malignidad original, y no se suprime la expresién del oncogén c-myc.
En la leucemia mielobldstica, para conseguir una supresién celuiar, se necesitan cantidades
elevadas de 1,25(0OH),D que producen hipercalcemias importantes. En la actualidad se
investiga sobre andlogos de la vitamina D con actividad preferente en la diferenciacién de
promielocitos sobre su actividad hipercalcemiante, que se consiguen afiadiendo un carbono
a la cadena lateral o al 26-metilo. El compuesto resultante es 10 veces mds activo en la
diferenciacion de las células HL-60 que fa hormona nativa, y no tiene practicamente efectos
en la movilizacion del calcio dseo.

Los osteoclastos son células activas de la médula dsea que se cree proceden de
la linea celular de macréfagos-monocitos circulantes (63). El 1,25(0H),D induce la fusién
de monocitos en células multinucleadas gigantes con capacidad de resorcién Gsea in vitro (64).
Los osteoclastos de pollos maduros carecen de receptores para ei 1,25(0OH),D y se puede
especular que la accion del mismo a nivel 0seo, es promover la maduracion de las células

monocitos-macrdfagos hacia osteoclastos multinucleados.

B.- EFECTOS INMUNORREGULADORES DEL 1,25(0H),D

La presencia de receptores para ¢l 1,25(OH),D en linfocitos activados por
mitégenos y monocitos de sangre periférica (65), sugiere que la interaccién de los metabolitos
de la vitamina D con estas c€lulas puede modular la respuesta inmune en el hombre. In vitro,
se ha demostrado gue el 1,25(0OH),D a concentraciones fisioldgicas, inhibe la proliferacion
de células mononucleares periféricas activadas por inhibicién de la produccién de interleukina

2 (66). Sin embargo, no se ha podido demostrar este efecto inhibitorio, in vive, en sangre
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periférica humana. Posiblemente las concentraciones circulantes de 1,25(0OH),D sean
inadecuadas para modular la respuesta periférica inmune, pero la acumulacién de metabolitos
en determinados tejidos, puede ser inmunolégicamente importante en el microambiente de los
mismos. Diferentes autores apuntan la idea de que la produccién local de 1,25(0OH),D, por
los macroéfagos alveolares en los pacientes con sarcoidosis, puede ser un factor regulatorio
importante en la proliferacion de linfocitos y en la produccién de linfokinas en el espacio
alveolar de estos enfermos (67). Se necesita profundizar mds en este campo para determinar
si realmente ¢l 1,25(0OH),D es importante en los fenémenos de inmunorregulacién en el

hombre.

C.- EFECTOS DEL 1,25(0H),D A NIVEL DE LA PIEL

La piel de los mamiferos, ademds de ser una via de sintesis de vitamina D,,
es un organo diana para las formas activas de esta hormona. Se han identificado receptores
para ¢l 1,25(0H),D, en piel de roedores y en cultivos de fibroblastos dérmicos vy
queratinocitos humanos (68). En cultivos de células humanas, el 1,25(0OH),D, inhibe la
proliferacién de fibroblastos y queratinocitos, estimula la sintesis de 7-dehidrocolesterol,
facilita la cornificacién de los queratinocitos y aumenta la melanogésis en células de
mefanomas.

Para algunos autores, la alopecia presente en los enfermos con raquitismo
vitamina D dependiente tipo 1I, puede estar en relacion con la ausencia de receptores
bioefectivos de 1,25(0OH),D, en la piel de estos enfermos, ya que la administracién de
grandes cantidades de este metabolito, no estimula el crecimiento del cabello en estos casos
(69).

El 1,25(0OH),D, se ha utilizado como tratamiento en enfermos con psoriasis,

27



en base a su capacidad de inducir la diferenciacion celular ¢ inhibir la proliferacién de las

células epiteliales, observdndose una mejorfa de los sintomas en la mayoria de ellos.
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S .— ANAL.LTSITS DE LA VITAMINA D

Y SUSs METABOILLITOS

Debido a que los niveles de estos metabolitos en sangre son muy bajos, del
orden de ng/mL (el 25(OH)D) y pg/mL (el 1,25(OH),D), sélo ha sido posible abordar su
medida a partir de los estudios realizados por Yalow y Bergson, que dieron como fruto las
técnicas de Radioinmunoandlisis (RIA) (70). Hasta ese momento sélo se podian hacer estudios
de aproximacion por métodos bioldgicos tales como: observar el crecimiento de la linea
epifisaria (71), observar la estimulacién de la absorcion intestinal de calcio en ratas
deficientes de vitamina D (72) o comprobar la estimulacién del crecimiento de los animales.

La determinaciéon de los metabolitos de la vitamina D por técnicas de
competicién proteica o RIA es compleja, debido a los problemas de reacciones cruzadas que
presentan estos metabolitos a causa de la poca especificidad de las protefnas ligadoras y
anticuerpos, por lo que es necesario el empleo de técnicas de purificacién y separacion de los
mismos, antes de su cuantificacién.

La introduccidn de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la
purificacién de las muestras, y la sintesis de radioligandos con actividad especifica alta, han
sido dos avances tecnoldgicos importantes para la cuantificacion de metabolitos de la vitamina
D. El 25(OH)D y el 1,25(0H),D son los metabolitos que tiene utilidad desde un punto de
vista clinico, por esta razén vamos a prestar especial interés en los métodos para su

valoracién, haciendo una leve mencién de las mediciones de vitamina D y otros metabolitos.
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6.1 DETERMINACION DE VITAMINA D, Y VITAMINA D,

La cuantificacidn de vitamina D, y vitamina D, es una tarea drdua que aporta
poca informacion al clinico. Aunque la determinacién de los niveles de vitamina D,, puede
proporcionar un indice de la cantidad de vitamina D sintetizada en Ja piel después de una
exposicion a las radiaciones ultravioleta B, no es una medida adecuada de la situacion de la
vitamina D en un individuo, ya que desaparece rdpidamente del suero, y su concentracion es
muy variable, pudiendo ser baja incluso en verano si el individuo no ha estado expuesto
recientemente a una cantidad adecuada de luz solar (73).

La vitamina D al ser menos polar que sus metabolitos hidroxilados, no puede
ser purificada o aislada adecuadamente mediante una HPLC de fase normal. Precisa una
extraccion de los lipidos mediante una cromatografia en columna, purificacién mediante

HPLC en fase reversa y cuantificaciéon mediante HPLC en fase directa (74).

6.2 DETERMINACION DEL 24,25(0H),D

Puede realizarse con HPLC de fase normal con columnas de gel de silice,
utilizando como eluyente Isopropanol-Hexano. El 24,25(OH),D migra junto con el 25(OH)D,-
23,26-lactona (75). Ambos metabolitos s¢ pueden separar mediante una HPLC con columnas
de afinidad, usando Cloruro de Metileno e Isopropanol. La cuantificacion puede realizarse
mediante HPL.C o andlisis de competicion que emplean proteinas ligadoras. Queda por
demostrar, si esta determinacion tan laboriosa se compensa con Ia informacion que puede dar
al clfnico, aunque diferentes autores hablan del papel de este metabolito en el metablismo

dseo como factor en la diferenciacién del procoldgeno (76).
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6.3 DETERMINACION DE OTROS METABOLITOS

En los iltimos afios se ha investigado sobre la cuantificacion de otros
metabolitos de la vitamina D, el 25,26(0H),D y el 25(OH)D,-23,26-1actona mediante una
HPLC que los purifica de! extracto lipidico, como paso previo a su cuantificacion por
métodos competitivos que emplean proteinas ligadoras.

En el hombre, el papel fisicl6gico de estos metabolitos es poco conocido. De
hecho, el 25(0H)D,-23,26-lactena es el metabolito renal del 23,25(0H),D, que se detecta
tinicamente en el suero de pacientes con intoxicacién por vitamina D (77).

Se desconoce el significado de la afinidad alta de la DBP por la lactona, en
teoria concentraciones elevadas de este metabolito podrian desplazar el 25(OH)D y el

1,25(0OH),D de la DBP, y facilitar su unién con los receptores celulares (78).

6.4 DETERMINACION DEL 25(OH)D, Y 25(OH)D,

La determinacién de 25(OH)D puede realizarse mediante HPLC, RIA y andlisis
competitivos que utilizan proteinas ligadoras. Antes de su cuantificacién es necesario hacer
una extraccion de los lipidos del suero, para quitar componentes que producen interferencias.

El extracto lipidico contiene lipidos, vitamina D y sus metabolitos 1,25(0H),D,
25(0OH)D, 24 ,25(0H),D, 25,26(0H),D, 25(0H)D,-23,26-lactona. Todos ellos se unen a la
DBP con cierta afinidad, igual que lo hacen otros lipidos no relacionados con 1a vitamina D.

La precisidn de los métodos se puede mejorar haciendo una cromatografia del
extracto lipidico con dcido silicico o LH-20 Sephadex (79), para aislar la fraccién que
contiene el 25(OH)D previamente a su cuantificacién por HPLC o andlisis competitivos.

La determinacion de 25(OH)D, puede tener utilidad clinica en pacientes que

toman preparados multivitaminicos que contienen vitamina D,. La hidroxilasa que actua sobre
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el 25(OH)D en los microsomas hepdticos, no distingue entre las formas de vitamina D, y
vitamina D, como sustrato (80) por esto, ante concentraciones bajas de vitamina D, en estos
casos, se puede sospechar que la sfntesis de vitamina D, enddgena es deficiente, y que el
paciente depende de la dieta o de los suplementos vitaminicos para mantener los niveles de
vitamina D suficientes, que garanticen una situacién nutricional adecuada. En el laboratorio
se dispone de métodos de HPLC de fase normal, que separan 25(OH)D, y 25(OH)D,, para
analizarlos independientemente, a través de un detector ultravioleta sensible acoplado al
cromatOgrafo (81). El limite de deteccidn para estos ensayos oscila entre 2 y 5 ng, por lo que
para la cuantificacion de los dos metabolitos por separado, se necesita un volumen de muestra

grande (2-3 mL de suero), sobre todo ante una sospecha de déficit de vitamina D.

6.5 DETERMINACION DEL 1,25(0H),D

El primer andlisis para valoracién de la concentracion de 1,25(0H),D se realizé
en 1974 (82), precisamente 3 afios después de la identificacién estructural del 1,25(0H),D,
como un metabolito activo de fa vitamina D, (83). La clave para el desarrollo del mismo, fue
el descubrimiento de una proteina (receptor) del epitelio intestinal de pollo, que presentaba
afimdad alta y capacidad de unién baja, y que podfa utilizarse como proteina ligadora
especifica en las técnicas de radioligandos. Los primeros ensayos necesitaban gran volumen
de suero (20 mL) y 3 pasos de purificacién cromatogréfica previos al andlisis. Recientemente
se han mejorado los métodos, al disponer de trazadores con una actividad especifica alta, y
de cromatégrafos mejores para la purificacion de las muestras, existiendo diferentes
preparados comerciales para la valoracién del 1,25(0OH),D.

Los ensayos cldsicos de andlisis competitivos de proteinas ligadoras, utilizan

como receptor la proteina aislada del intestino de pollos deficientes en vitamina D; esto
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supone una desventaja porque discrimina contra la union al 1,25(0OH),D, en favor del
1,25(0OH),D,. De esta forma, como ambos metabolitos son bioldgicamente equipotentes, no
pueden medirse con eficiencia comparable y hay una infravaloracion de los niveles de
1,25(0H),D,. Este hecho puede tener alguna importancia cuando se determinan valores de
1,25(0OH),D en pacientes con suplementos nutricionales de vitamina D,.

Estos problemas se han solucionado al disponer de receptores procedentes del
timo de ternera, que ligan 1,25(OH),D, y 1,25(0OH),D, con idéntica capacidad y afinidad. De
esta forma, se pueden medir con mayor precision los niveles de 1,25(0OH),D de los extractos
lipidicos de pequefias cantidades de suero (0.5 a 1 mL), después de una purificacion a través
de un cartucho de polimeros de silicio (84).

El radioinmunoandlisis también se ha utilizado como método para medir la
concentracién de 1,25(0H),D, aunque tiene el inconveniente de que los anticuerpos fabricados
frente a 1,25(0OH),D,, presentan reacciones cruzadas con otros metabolitos de la vitamina D.

Ster y cols. (85) desarrollaron un bioandlisis muy sensible para la valoracién
del 1,25(0OH),D, que mide ia liberacién de *Ca en cultivos, previamente marcados, de tibia

y peron€ de ratas.
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7 e— UTITLITDAD CILLFNICA DE I.A
DETERMINACION DE

25(OH))D ¥ 1,25 (0OH).D

El 25(0OH)D es el metabolito de eleccién para conocer el estado nutricional de
vitamina D adquirida de forma enddgena o exdgena (86). Valores muy bajos o indetectables
pueden indicar una falta de sustrato para la 25-hidroxilasa-vitamina D hepdtica, una alteracion
de 1a actividad de dicha enzima, una alteracién de la sintesis de DBP o de su unién con el
25(OH)D, o un catabolismo acelerado de 25(OH)D. El déficit de sustrato puede estar en
relacion con una exposicion insuficiente a la luz solar y/o una malabsorcion intestinal de
vitamina D (87).

Las enfermedades hepatocelulares pueden producir un déficit de 25(OH)D
cuando esté comprometido el sustrato vitamina D, o vitamina D,. Sin embargo, no es
frecuente encontrar disminucion de 25(OH)D con niveles de vitamina D normales, excepto
cuando la alteracién hepdtica es muy intensa y la actividad enzimdtica se ve comprometida
(88).

La pérdida de DBP a través del rifién, en las proteinurias del sindrome
nefrético; €l intestino, en las enteropatfas pierdeproteinas; o la piel, en las quemaduras
importantes, puede asociarse con disminucién de los niveles de 25(OH)D.

La valoraciéa del 25(OH)D también ¢s importante para el seguimiento de los
tratamientos con suplementos vitaminicos, asi como para valorar la intoxicacion por vitamina
D por ingestion o administracién parenteral. Los individuos normales, ante una excesiva

exposicion a las radiaciones ultravioleta, no desarrollan intoxicacién por vitamina D, porque
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sdlo una pequefia cantidad de esta vitamina se transforma en Ia piel. Si la exposicion persiste,
la previtamina D, se transforma en fotoisémeros bioldgicamente inertes como taquisterol y
lumisterol, y la vitamina D, se degrada a 5,6-trans-vitamina D, y suprasterol 1y 2.

Ante un paciente con hipocalcemia hay que estudiar la sitvacién de las
hormonas que intervienen en el metabolismo del calcio: la vitamina D y la hormona
paratiroidea. En el primer caso, 1o que aporta mds informacién es el 25(OH)D, porque al
tener una vida media larga, es un indice excelente de la cantidad de vitamina D sintetizada
en el higado y de la cantidad de sustrato (25(OH)D) disponible para la sintesis del metabolito
activo (1,25(0OH),D). En pacientes hipocalcémicos, los niveles fraincamente disminuidos de
25(OH)D casi siempre indican sintesis cutdnea y aporte dietético deficiente.

La hipocalcemia con niveles de 25(OH)D normales o elevados, indica déficit
o disminucién de la bioefectividad de la hormona paratiroidea, alteracién adquirida del
metabolismo del 25(OH)D a 1,25(0H),D, alteracién hereditaria de la sintesis de 1,25(0H),D,
0 defecto de la accion del 1,25(OH),D sobre los érganos diana. Las dos dltimas situaciones
pueden diferenciarse por fos niveles de 1,25(OH),D, que serdn bajos o indetectables en el
raquitismo vitamina D dependiente tipo I, y elevados en raquitismo vitamina D dependiente
tipo 1I (30).

En los pacientes con disminucién de la sintesis de hormona paratiroidea o
alteraciones en los ¢érganos diana para la misma (hipoparatiroidismo, déficit de magnesio o
pseudohipoparatiroidismo), la concentracién de 1,25(OH),D serd baja; esto se debe a la falta
de estimulacién de la hormona paratiroidea a nivel de la 25(OH)D-1«-hidroxilasa renal y al
defecto inhibitorio de la hiperfosfatemia sobre la misma enzima. Debido al solapamiento de
los valores de 1,25(OH),D entre enfermos y poblacién normal, la cuantificacion de este

metabolito no es particularmente iitil para el diagnéstico de hipoparatiroidismo.
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La utilidad del 1,25(0OH),D para la evaluacion de pacientes con hipercalcemia
y/o hipercalciuria, en la mayorfa de los casos queda restringida a aquellos que tienen
suprimida la secrecion de hormona paratiroidea. La elevacion inapropiada de 1,25(0OH),D,
junto con la disminucidn de la hormona paratiroidea en pacientes con hipercalcemia y/o
hipercalciuria, es sugestiva de intoxicacion exdgena de la(OH)D,, dehidrotaquisterol o
1,25(0OH),D;; o de intoxicacién enddgena con 1,25(OH),D en pacientes con sarcoidosis,
enfermedades granulomatosas y linfomas, o hipercaiciuria absortiva (89).

La determinacion de 1,25(OH),D puede ser 1til para detectar
hiperparatiroidismo primario en pacientes sospechosos de esta enfermedad, con datos de
laboratorio poco claros.

Hay que tener en cuenta, que puede no haber un aumento claro del
1,25(OH),D en pacientes con hipercalcemia y/o hipercalciuria con enfermedad hepatocelular
o proteinuria nefrotica concomitante, donde estd disminuida la produccién ¢ hay pérdida de
protefnas que se unen al 1,25(OH),D. Aungque la concentracidn total de hormona puede ser
baja en estos enfermos, la concentracién de 1,25(0OH),D libre serd mayor de lo normal (90).

Respecto a la poblacidn infantil, en 1928 Hess y Lewis recomendaron la
suplementacion de 1a leche con vitamina D para prevenir el raquitismo en los nifios (91), y
desde entonces, numerosos autores han tratado de establecer la dosis recomendable de estos
suplementos (92,93,94). La Academia Nacional de las Ciencias de la Alimentacion y
Nutricién de los Estados Unidos de América, en 1973 establecié la dosis de vitamina D
necesaria para prevenir el raquitismo en 400 Ul/dia (95). Sin embargo, la prictica de
suplementar rutinariamente a todos los nifios con vitamina D durante los primeros meses de
la vida, ha sido muy debatida en las iiltimas décadas (96,97,98,99,100), existiendo diversas

opiniones en este sentido. Hay autores que basdndose en factores de tipo geogréfico, en el
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hecho de que las dosis fisioldgicas no revisten riesgos de efectos secundarios, y en que no han
publicado casos de raquitismos en los nifios que recibfan suplementos de vitamina D, son
partidarios de suplementar rutinariamente a toda la poblacién infantil
(101,102,103,104,105,106), mientras que ofros autores opinan que fa suplementacion tal vez
no sea precisa, y que la forma natural de obtener los aportes necesarios de vitamina D es a
través de la radiacion solar (107,108,109). De cualquier modo el estudio de la concentracidn
de 1,25(OH),D y 25(0OH)D va a ser de gran importancia, durante los primeros meses de la
vida en los que se produce una fase de crecimiento rdpido, dada la transcendencia de la

vitamina D para un desarrollo y crecimiento correctos.
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OBJETIVOS

Durante los ltimos afios se ha prestado especial interés al estado nutricional
de la poblacidn infantil, y a sus posibles necesidades de suplementos vitaminicos, sobre todo
durante las fases de crecimiento mds rdpido. Esto ha motivado en nuestro Hospital, la
necesidad de disponer de pardmetros bioquimicos relacionados con ¢l crecimiento y/o
metabolismo 6seo; entre ellos los metabolitos de la vitamina D, 25-hidroxicalciferol y 1,25-
dihidroxicalciferol.

La determinacidn de estos metabolitos no es sencilla, la mayoria de los autores
se basan en métodos que requieren la utilizacién de la HPLC en algiin momento del proceso,
técnica no disponible en la mayoria de los laboratorios clinicos, que a su vez precisa de un
volumen de muestra grande, lo que dificulta su aplicacion a la poblacién infantil.

Por este motivo, hemos elegido para la cuantificacién de 25-hidroxicalciferol
y 1,25-dihidroxicalciferol, métodos basados en ¢l andlisis competitivo de proteinas ligadoras
que requieren un volumen de muestra relativamente pequefio y que no precisan de HPLC.
Pretendemos poner a punto estos métodos para la cuantificacién de ambos metabolitos,
haciendo un control de los reactivos utilizados y una validacién de las técnicas que garanticen
unos resultados correctos.

Ademds, determinaremos los valores de referencia de 25-hidroxicalciferol y
1,25-dihidroxicalciferol, durante los primeros meses de la vida, teniendo en cuenta los
factores que mds influyen en el metabolismo de la vitammna D en una poblacién sana:

estacionalidad y alimentacidn.
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1.- MATERIAL BIOLOGICO

1.1 POBLACION ESTUDIADA

Hemos realizado un seguimiento clinico y bioquimico de 52 nifios (29 nifios
y 23 nifias) desde el nacimiento hasta los diez meses y medio de vida. Los nifios fueron
elegidos al azar en la maternidad del Hospital "12 de Octubre”, hijos de madre sana,
embarazo controlado sin complicaciones, parto a término y peso adecuado para la edad
gestacional. La eleccion se realizé en dos momentos diferentes, selecciondndose 22 nifios
nacidos en el mes de Agosto de 1989 (Grupo A) y 30 nifios nacidos en el mes de Diciembre
del mismo afio (Grupo B). Diecinueve nifios fueron alimentados con lactancia natural y 33
con una formula adaptada que contenia 400 UI/L de vitamina D. Los nifios recibieron
lactancia exclusiva hasta los 4 meses, se introdujeron. harinas de cereales al cuarto mes y
alimentos sélidos al sexto mes.

Los nifios fueron valorados clinicamente a las tres semanas, mes y medio, tres
meses, cuatro meses y medio, seis meses, siete meses y medio, nueve meses y diez meses y

medio.

1.2 RECOGIDA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Las muestras de sangre para la determinacién de 25(OH)D y 1,25(0OH),D se
han recogido a las 3 semanas, 3 meses, 6 meses y 9 meses de vida, coincidiendo con algunas
de las visitas pautadas por el pediatra, que valoraba el correcto crecimiento y desarrollo de

fos nifios.
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Las muestras de suero se han recogido en un tubo seco y se han conservado
en un bafio de hielo hasta su centrifugacion (antes de una hora después de realizar la

extraccion), y a -60°C hasta el momento de su utilizacion.

2. —INSTRUMENTAIL, Y REACTIVOS

2.1 MATERIAL INSTRUMENTAL

- Centrifuga IEC PR-600 con temperatura controlada (DAMON /IEC DIVISiON).

- Agitador eléctrico Cenco cat. n° 34525-200 (Cenco Instrumenten B.U., Breda. The
Netherlands).

- Colector de fracciones VAC ELUC SPS 24. Izasa.

- pHmetro Corning 140 (Essex England).

- Balanza de precisién Sartorius 2004 MP.

- Congelador -60°C Lie 80 (Koxka)

- Sistema de purificacién de agua Milli-Q (Millipore).

- Contador 8 de centelleo LS 1801. Beckman.

- Dispositivo de evaporacion BioMérieux n® 6 656 1, a una presion de 0,3 bar., que evapora
con una corriente de aire enriquecida con nitrégeno.

- Bafio de agua con temperatura regulable Grant Instrument Ltd.Barrington CB2 50
(Cambridge).

- Tubos de vidrio de 100 x 75 y 120 x 75 mm

- Pipetas de cristal de 1, 2, 5, 10 y 25 mL. (Bland Brand, West Germany).

- Matraces de 100, 200 y 500 mL. Simax CSN.
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- Probetas de 100, 200 y 500 mL. Simax CSN.

- Vasos de precipitacion de 25, 50, 100 y 250 mL (Schott Mainz, Duran, West Germany).

- Micropipetas de volumen fijo de 20, 50, 100, 300, 500 y 600 p1. (SMI micro/pettor, USA).

- Micropipeta de volumen regulable de 200 a 1000 yL (Renner. Labsystems).

- Dispensadores de 1000 mL de volumen regulable de 1 a 10 mL. Dispenser 7,3 Sivelab
Instrument AB.

- Viales de centelleo de polietileno de 5 mL. Ref. 401100. Lab Center.

2.2 REACTIVOS
- Acetonitrilo LiChrosolv. Grado HPLC. Merck.
- n-Hexano LiChrosolv. Grado HPLC. Merck.
- 2-Propanol LiChrosolv. Grado HPLC. Merck.
- Metanol LiChrosolv. Grado HPLC. Merck.
- Cloruro de Metileno LiChrosolv. Grado HPLC. Merck.
- Etanol Min. 99,5% LiChrosolv. Grado HPLC. Merck.
- Fosfato potdsico dibdsico (K,HPO,). Proanalysi. Merck.
- Hidroxido potdsico. Proanalysi. Merck.
- Agua bidestilada. Ibys.
- Liquido de centelleo Pico Fluor™ 4(0. Packard.
- Microlumnas cromatogrdficas desechables C,,,, Sep-pak. (Waters Espaiiola). Millipore.
- Muestras de: 25(OH)D, (Ro 8-8892)

24R,25(0H),D; (Ro 21-5816)

la,25(0OH),D, (Ro 21-5535)

25R,26(0OH),D, (Ro 14-9492)

43



suministradas por Hoffman-La Roche, Basel, Switzerland.

- Reactivos para la determinacién de 25(OH)D suministrados por Nichols Institute
Diagnostics. San Juan Capistrano, CA. 92674 U.S.A.

- Reactivos para la determinacion de 1,25(OH),D suministrados por Nichols Institute

Diagnostics. San Juan Capistrano, CA. 92675 U.S.A.



METODOS

3 -— METODO DE DETERMINACITON DE

1.1 FUNDAMENTO DEL METODO

Se basa en un andlisis competitivo que utiliza una proteina ligadora, que no
requiere extracciones ni cromatografias previas complejas.

En este método, los extractos alcohdlicos procedentes de 50 ul de suero, se
incuban con la proteina ligadora y el 25(OH)D marcado con tritio. Después de 3 horas de
incubacion a 4°C se afade una suspension de carbén-dextrano para separar el 25(OH)D unido
a la proteina ligadora del que ha quedado libre. Tras 20 minutos de incubacidn se centrifuga,
y el sobrenadante se transfiere a un vial que contiene liquido de centelleo. La radiactividad
se mide en un contador de radiaciones f. Los resultados se expresan en ng/mL de suero y se

interpolan en la curva estdndar.

1.2 COMPONENTES DEL ANALISIS DE 25(OH)D
Para la determinacién de 25(OH)D hemos utilizado los siguientes reactivos
suministrados por Nichols Institute Diagnostics.
- Protefna ligadora procedente de suero humano. 2 viales liofilizados que se reconstituyen con
16 mL de agua bidestilada fria.
- Trazador 25-hydroxy[23,24(n)-* H]|D, con una actividad inferior a 1 uCi (<37KBq).

- Estdndares de 25(OH)D. 5 viales liofilizados que se reconstituyen en 0,5 ml. de agua
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bidestilada fria, obteniéndose las siguientes concentraciones 4, 11, 22, 50 y 120 ng/ml. de
25(OH)D.

- Controles. 2 viales que contienen 25(OH)D liofilizado de suero humano a dos
concentraciones conocidas, se reconstituyen en 0,5 mL de agua bidestilada fria.

- Carbon-dextrano. 1 vial de 10 mL..

- Tampdn NSB. 1 vial liofilizado que se reconstituye en 5 mL de agua bidestilada frfa.

1.3 REALIZACION DEL ANALISIS DE 25(0OH)D

Todos los reactivos se almacenan en congelador a -15°C, excepto 1a suspension
de carbon-dextrano que se mantiene a 4°C, hasta el momento de su utilizacién, teniendo
siempre en cuenta no sobrepasar la fecha de caducidad de los mismos.

El ensayo se realiza a 4°C por lo que todos los reactivos, materiales y sueros
de los enfermos, han de permanecer en hielo durante el mismo. Se reconstituyen los reactivos
liofilizados con agua bidestilada frfa segin las indicaciones del fabricante (excepto el reactivo
que contiene la proteina ligadora, que se reconstituye inmediatamente antes de su utilizacion)
para proceder como sigue:

A) Fase de extraccion

Pipetear 50 ul de esténdares, controles y muestras de pacientes en un tubo de
cristal correctamente identificado, y afiadir a cada uno de ellos 600 u! de un reactivo de
alcohol frio compuesto por Etanol/Metanol/2-Propanol (90/5/5) [Reactivo de alcohol}. Agitar
en vortex aproximadamente 5 segundos y dejar en hielo durante 20 minutos, centrifugdndose
posteriormente a 1300 - 1500 x g 15 minutos a 2 - 8°C. El sobrenadante se procesa segin ¢l

protocolo siguiente:
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B) Ensayo propiamente &icho (Tabla. I)

Rotular los tubos de vidrio de 100 x 75 mm en mimero suficiente para incluir;
total, ligazdn inespecifica (NBS), ligaz6n mdxima (B,), 5 estdndares, 2 controles y las
muestras a analizar, todos por duplicado.

Aifiadir 50 pl del reactivo de alcohol a los tubos rotulados del 1 al 6 (Total,
NBS y B,).

De cada uno de los tubos que contiene ¢l extracto de alcohol de los estdndares,
controles y muestras problema, transferir cuidadosamente 50 ul a su tubo correspondiente.

Aifiadir 20 pl del trazador [25(OH)D H?] a todos los tubos. Agitar y cubrir con
papel de aluminio para evitar su exposicion a la luz.

Reconstituir el reactivo que contiene la proteina ligadora.

Aifiadir 600 1 del tampén NSB a los tubos 1 y 2 (Totales) y 500 ul a los tubos
3 y 4 (NBS).

Anadir 500 ul de la proteina ligadora al resto de los tubos. Cubrir con papel
de aluminio ¢ incubar durante 3 horas a 2 - 8°C.

Durante la dltima media hora de incubacion, preparar el reactivo de carbon-
dextrano agitdndolo de forma continua y manteniendo el envase que lo contiene en hielo
picado, para conseguir una correcta homogenizacion antes de transferir 100 gl a todos los
tubos, excepto a los correspondientes a los totales. Agitar vigorosamente e incubar 20 minutos
a temperatura ambiente.

Centrifugar a 1300 - 1500 x g durante 20 minutos a 2 - 8°C.

Pipetear 4,5 mL de liquido de centelleo a los viales debidamente identificados
a los que se afiaden 555 ul del sobrenadante de cada uno de los tubos, evitando mover el

precipitado.
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Determinar 1a radiactividad de cada tubo en el contador B, durante 2 minutos
cada uno de ellos.

Los resultados se expresan en funcién de B/T, siendo B el contaje del
sobrenadante de cada tubo en desintegraciones por minuto (dpm), y T la media del contaje
obtenido en los tubos de actividad total. Se dibuja una curva estdndar representando en
ordenadas B/T y en abcisas la concentracién de 25(OH)D en ng/mL. Los contajes de los
controles y sueros problema se interpolan en esta curva para conocer la concentracion de los

mismos.

Tabla I. Metédica del andlisis de 25(0H)D

ESTARDAR
N=DE CONTROL 25(0H)D PROTEINA CARBON
TUBO S.PROBL. MARCADO LIGADORA | INCUBAC. | DEXTRANO | INCUBAC. | CENTRIF. CONTAJE
lyz2 50 ut 20 pl 600 pl -
TOTAL NSB
3y 4 500 k1 100 p1
KBS NSB 3 horas 2 min.
4%
>3Y6 500 ul 1500xg
B, Agitar P.Lig. Agitar 15 min
20 min. 4%
7 al 16 T, amb,
Estand. Agitar
17 al 20
Control
21.,..
S.Probl. } ! ! ! ! ! I
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2.— CONTROIL. DE CALITDAD DE T.0S
REACTIVOS UTIL.ITZADOS PARA T.A

DETERMINACTION DE 25 (0OH)D

2.1 ANTIGENO MARCADO

Se estudia si el 25(OH)D se ha degradado durante el proceso de marcaje o si
el tiempo de almacenamiento provoca una alteracion significativa en el mismo, porque en
ambos casos se produciria una disminucion de su capacidad para ligarse al anticuerpo.

El 25(OH)D marcado se somete a una cromatografia de polaridad en
minicolumna, en un tiempo préximo a la fecha de marcaje y a la de caducidad. Las columnas
utilizadas son cartuchos Sep-pak (Waters Espafiola) rellenos de una fase estacionaria
hidrofobica o no polar (Cy,,); para la fase mévil se emplean disolventes polares que eluyen
la muestra. La seleccién del relleno y los disolventes utilizados son los adecuados para
permitir una elucion correcta del 25(OH)D {molécula polar), y retener en el cartucho las
fracciones no deseables de la muestra.

La técnica empleada ha sido la siguiente:

1. Acondicionamiento de la columna previo a la aplicacion de la muestra, mediante lavados
sucesivos utilizando:

5 mL de n-Hexano

5 mL de 2-Propanol

5 mL de Metanol

5 mL de agua bidestilada
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2. Aplicacién de 500 gl de 25(OH)D marcado, del que se recoge el eluido. Posteriormente
se van aplicando solventes de polaridad creciente en el siguiente orden:

5 mL de agua bidestilada

5 mL de Metanol/H,0 al 70%

10 mL de cioruro de Metileno/n-Hexano al 10%

5 ml. de 2-Propanol/n-Hexano al 1%

5 mL de 2-Propanol/n-Hexano al 5%

Los eluidos correspondientes a cada apartado se recogen por separado, y s¢
someten al contaje de su radiactividad durante 5 minutos, representdndose sus dpm frente al

nimero del tubo para obtener el perfil de actividad.

2.2 ANTIGENO FRIO (ESTANDARES)

El control de calidad del antigeno frio lo hemos realizado mediante la
cromatografia de una solucién de estindar de 25(OH)D suministrada por la casa comercial.
Hemos practicado dos tipos de ensayos:

a) Cromatografia de 100 ul de una mezcla de estdndares que se efectua en las mismas
condiciones técnicas que las expresadas en el apartado anterior. Tras eluir los distintos
solventes que eliminan todas las sustancias diferentes al 25(OH)D, el eluido correspondiente
a los 5 mL de cloruro de Metileno en n-Hexano al 10%, se recoge en alicuotas de 500
pl/tubo mediante un colector de fracciones. Se concentran hasta tener un volumen aproximado
de 200 pl/tubo con el que se realiza el andlisis competitivo de protefnas ligadoras para,
determinar la concentracion de 25(OH)D en cada tubo.

b) Se realiza el mismo proceso anterior, con una mezcla de estdndares en la que se

ha hecho una extraccion previa con el reactivo de alcohol. Se pipetean 400 pl de estdndar y
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4800 ! de reactivo de alcohol, se centrigua y el sobrenadante resultante se aplica en la
columna. Después de eliminar las sustancias no deseadas, se recoge ¢l eluido de 5 mL de
cloruro de Metileno en n-Hexano al 10% fraccionado en alicuotas de 500 ul/tubo, que se
evaporan bajo corriente de nitrégeno liquido y se reconstituyen con 200 pl del reactivo de

alcohol, realizdndose posteriormente el andlisis de protefnas ligadoras.

2.3 PROTEINA LIGADORA

Se trata de estudiar la cinética de la unidn antigeno - anticuerpo €n base a su
constante de asociacion

K. = [Ag-Ac] / [Ag][Ac]

Donde [Ag-Ac] es la concentracion del complejo antigeno-anticuerpo, [Ag] es la
concentracion de antigeno y [Ac] la concentracion de anticuerpo o proteina ligadora.

Esta constante representa la actividad potencial del ensayo; se determina
mediante el cdlculo de {a pendiente de la asintota a la curva obtenida al representar
grdficamente la relacién

B/F = f (Bya)

Esta relacion puede ser de dos tipos:

a) Lineal. Indica que el anticuerpo es homogéneo, es decir, que existe un solo
tipo de anticuerpo con lugares de union iguales e independientes.

b) No lineal. Indica que el anticuerpo es heterogéneo, es decir, que existen

puntos de distinta afinidad por el antigeno o que aparecen fenémenos de cooperatividad.
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3.— VALIDACTON DEI. METODO DE

DETERMINACITON DE 25 (0OH)D

Hemos estudiado diversos pardmetros que definen a los métodos de andlisis
competitivos de protefnas ligadoras, de acuerdo con las pautas establecidas por la Federacion
Internacional de Quimica Clinica (110,111) y el European Comittee for Clinical Laboratory

Standards (112).

3.1 ESTUDIO DE LA IMPRECISION

Este pardmetro mide la variacion observada entre determinaciones repetidas de
una misma muestra. También se conoce como "reproductibilidad”, y puede definirse como
el grado en que un conjunto de determinaciones de una misma muestra, coincide con la media
de este conjunto.

Los resultados se expresan como un coeficiente de variacion (CV = Desviacion
estindar/media x 100).

Hemos estudiado la imprecision intra-andlisis mediante el andlisis de cuatro
sueros con concentraciones diferentes de 25(OH)D (Sueros A, B, C y D), medidos por
duplicado en un mismo ensayo, de 10 a 14 veces cada uno de ellos.

La imprecist6n inter-andlisis de ha valorado con la determinacion sucesiva de

dos sueros con diferente concentracién de 25(OH)D (Sueros A y B), a lo largo de 15 andlisis.



3.2 ESTUDIO DE LA INEXACTITUD

Este pardmetro mide la concordancia entre ¢l valor obtenido en un ensayo y
el valor verdadero de una sustancia en una muestra. Se calcula en funcién de la desviacién
porcentual respecto al valor diana, tomando como valor diana, la media aritmética de los
resultados obtenidos.

La inexactitud la hemos evaluado mediante pruebas de recuperacion, para lo
cual se ha determinado la concentracion de un suero con un nivel conocido de 25(OH)D, al

que hemos aftadido cantidades conocidas de 25(OH)D a partir de una solucidn estdndar.

3.3 ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD

La especificidad se define como el grado en el que un ensayo responde a
sustancias diferentes a aquellas para la que estd disefiado. Con este pardmetro se pretende ver
la capacidad de un método analitico, para detectar unicamente la sustancia que se quiere
medir, y se evalua mediante:

a) Test de diluciones. Antes del proceso de extraccion con alcohol, hemos
mezclado un suero humano con una concentracién determinada de 25(OH)D, con una
solucién de suero fisioldgico segtin las siguientes razones: 4/5, 3/5, 2/5y 1/5, determinando
posteriormente la concentracidon de 25(OH)D en cada una de las diluciones.

También hemos realizado el test de diluciones sobre un suero humano, al que
habiamos sometido a un proceso de extraccion con alcohol, antes de realizar las diluciones
a razon de 4/5, 3/5, 2/5 y 1/5 con una solucién estdndar que contiene 0 ng/mL de 25(OH)D,

determinando igualmente la concentracion de 25(OH)D en cada una de ellas.



b) Test de reacciones cruzadas. Se define como la cantidad de sustancia
requerida para desplazar el 50% del trazador, bajo condiciones estdndar del ensayo.

Las reacciones cruzadas de andlogos del 25(OH)D, con la proteina ligadora
utilizada para la determinacion de esta sustancia, se estudian viendo como afecta el exceso
de estos metabolitos en la cuantificacion de la misma, para lo cual hemos afiadido cantidades
conocidas de 24,25(0OH),D, 25,26(OH),D y 1,25(0OH),D, a una muestra de suero con un valor

conocido de 25(OH)D, y hemos observado si hay incremento de dicho valor.

3.4 ESTUDIO DEL LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccién ha sido definido por la I.F.C.C. (International
Federation of Clinical Chemistry) y por la .LU.P.A.C. (International Union of Pure and
Applied Chemistry) con ligeras diferencias pero con el mismo sentido. La I.F.C.C. lo define
como el menor resultado individual que puede distinguirse de un blanco adecuado, con una
probabilidad preestablecida (95%). La I.U.P.A.C. 1o define como la concentracion que se
deduce de la medida mds pequefia que se puede detectar, con una certeza razonable, por un
procedimiento analitico determinado. De las definiciones anteriores puede deducirse que el
limite de deteccion es directamente proporcional a la imprecisién del método analitico a
concentracion cero.

El limite de deteccién lo hemos calculado, hallando la curva media de los
estdndares de calibracion del método, obtenida de 15 andlisis, y en ella el valor medio + 2
desviaciones estdndar del punto correspondiente a 0 ng/mL de 25(OH)D, ya que toda la zona

comprendida en ese rango de concentracion serd indistinguible de 0 ng/mL.
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3.5 INTERVALQO ANALITICO
Es el rango de la curva estdndar o intervalo de concentracion, para el que se
puede aplicar ¢l método sin modificaciones. Los valores deberdn estar de acuerdo con los

datos esperados, de tal manera que éstos se lean en la zona de mds sensibilidad de la curva.

3.6 INTERVALO DE REFERENCIA

Consiste en el rango de valores de un pardmetro obtenidos en una poblacién
supuestamente sana.

Hemos obtenido los valores de referencia en relacion con la edad (3 semanas,
3 meses, 6 meses y 9 meses de vida) y la estacionalidad (verano e invierno), y en funcidn de

la media + 2DS, después de depurar aquellos resultados que superaban la media + 4DS.
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4 .— METODO DE DETERMINACITON DE

1,25 (0H)..D

4.1 FUNDAMENTO DEL METODO

Se trata de un andlisis competitivo de proteinas ligadoras proporcionado por
Nichols Institute Diagnostics, que consta de dos fases:

Primera fase. Proceso de extréccién del metabolito 1,25(0H),D a través de
una cromatografia en columna con un cartucho C,, 4.

Segunda fase. Los extractos resultantes de la fase anterior se incuban con la
proteina ligadora de 1,25(0OH),D durante 1 hora, antes de anadir el 1,25(0OH),D marcado con
tritio. Transcurrido el periodo de incubacidn, se afiade una solucién de carbén-dextrano para
separar el 1,25(OH),D unido a la proteina ligadora, det 1,25(OH),D libre. Tras 30 minutos
de incubacidn a 4 °C, se centrifuga y el sobrenadante se transfiere a un vial que contiene
liquido de centelico. La radiactividad se mide en un contador de radiaciones 8 y los resultados
se interpolan en la curva estdndar. Los valores se expresan en pg/mL de suero, después de
realizar una correccion gque tiene en cuenta la recuperacién obtenida del paso por la columna

de cromatografia C,, .

4.2 COMPONENTES DEL ANALISIS DE 1,25(0H),D
La determinacién de 1,25(OH),D la hemos realizado con los siguientes
reactivos suministrados por Nichols Institute Diagnostics:

- Receptor de 1,25(OH),D procedente de timo de ternera. Dos viales que contienen 21 mL
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de solucidn de receptor después de su reconstitucion.

- Trazador 1,25(OH), (*H-26,27)D. Un vial que contiene 3,4 mL en un buffer de isopropanol
con una actividad < 1 pCi= < 37 kBq de 1,25(OH),D tritiado.

- Trazador de recuperacion 1,25(0OH), (*H-26,27)D. Un vial que contiene 1,6 mL de trazador
con una actividad < 1 pCi.

- Suspension de carbon-dextrano (15 mL).

- Estdndar con 0 pg/mL de 1,25(0H),D. Un vial con 6 mL en un buffer de isopropanol.

- Estdndares de 1,25(0OH),D. Cinco viales de 0,5 mL de un buffer de isopropanol con 25, 50,
100, 200 y 400 pg/mL de 1,25(0OH),D.

- Controles. Dos viales que contienen 1,25(0OH),D liofilizado procedente de suero humano,
a dos concentraciones conocidas.

- Buffer NSB. Un vial liofilizado que se reconstituye con 6 mL.

- Diluyente del receptor de 1,25(0OH),D (45 mL).

- Dithiothreitol. Dos viales con 16 mg.

- 24 minicolumnas cromatograficas Sep-pak C,g.q,.

4.3 REALIZACION DEL ANALISIS DE 1,25(0H),D
El andlisis consta de varias fases y se realiza a 4 °C, por lo que todos los

reactivos y sueros de pacientes, deben de permanecer en un bafio de hielo durante el mismo.

A) Procedimiento de extraccién (Tabla II)
- Pipetear 1 mL de cada control y muestras de pacientes en un tubo de vidrio de 120 x 75

mm.

- Afadir 50 gl del trazador de recuperacion a cada tubo, asf como a dos viales a los que
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anadiremos 4,5 mL de liquido de centelleo. Las dpm de estos viales se utilizardn para
calcular las recuperaciones. Agitar los tubos que contienen los controles y muestras con el
trazador, 2 veces en los siguientes 10 minutos.

- Aiiadir 1 mL de Acetonitrilo a cada tubo y agitar vigorosamente durante 30 segundos.

- Centrifugar a 1300 - 1500 x g a 2-8°C durante 15 minutos.

- Decantar el sobreanadante en un tubo de vidrio de 120 x 75 mm que contenga 1 mL de
fosfato potdsico 0,4M a pH = 10,5 y agitar. Centrifugar a 1300 - 1500 x g durante 10
minutos a 2-8°C.

- Guardar el sobrenadante en bafio de agua helada hasta el momento de ser decantado en la

columna C,;, precondicionada.

B) Precondicionamiento de las columnas Cy; oy

Se lleva a cabo en un colector de fracciones. El sistema de vacio debe
permanecer cerrado mientras se estdn aplicando ias soluciones y tan pronto como éstas hayan
atravesado las columnas, para evitar que se sequen con el paso del aire. El vacio éptimo se
consigue aproximadamente con 15 inches o 400 mm Hg.

El precondicionamiento de las columnas, previo a la aplicacion de las muestras,

se hace con las siguientes soluciones:

5 mL de n-Hexano
5 mL de 2-Propanol
5 mL de Metanol

5 mL de agua ultrapura
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Tras su elucién, la columna estd preparada para aplicar el sobrenadante
resultante del proceso de extraccion de las muestras. A continuacion, se lavan las columnas
con las siguientes soluciones, desprecidndose los elufdos.

5 mL de agua ultrapura

5 mL de Metanol en agua al 70%

5 mL de Cloruro de Metileno en n-Hexano al 10%
5 mL de 2-Propano! en n-Hexano al 1%

Por tltimo se aplican 5 ml. de 2-Propanol en n-Hexano al 5% recogiéndose
el eluido resultante.

Las columnas pueden utilizarse hasta un mdximo de tres veces, para lo que se
regeneran con 5 mL de 2-Propanol y se precondicionan como se ha mencionado
anteriormente. Este proceso debe se realizarse justamente antes de su reutilizacion.

Si el ensayo no puede completarse en un dfa, los extractos procedentes de las
muestras se evaporan en el dispositivo pertinente, bajo corriente de aire enriquecido con
nitrégeno a 5 psi, durante 30 a 45 minutos. El tubo que contiene el residuo procedente de la
evaporacion s¢ cubre con papel de aluminio, manteniéndose a -20°C durante un tiempo
inferior a una semana. Inmediatamente antes de su utilizacion se reconstituye con 200 ul de
estindar de 0 pg/mL de 1,25(OH),D helado, se agita y se mete en hiclo. A los 5 minutos se
vuelve a agitar, asegurdndonos que el liquido bafia toda la pared del tubo, hasta el nivel
donde llegaba el eluido antes de ser secado bajo corriente de aire enriquecido con nitrégeno,
s¢ esperan otros 5 minutos metido en hielo, para que la reconstitucion sea completa, y ya

puede comenzarse el ensayo que se ha de realizar durante los siguientes 30 minutos.
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Tabla II.- Procedimiento de extraccién del 1,25{CE).D

Precondicionaniento
Columnas <, a_on

Muestra (1mL)

Acetonitrilo (1nmL)

Trazador recuperacién (50ul)

Centrifugar
n-Hexano (5uL} Sobrenadante
2-Propancl (5mL) Pellet
Hetanol (5uL} Fosfato potdsico {1mL) Descartar
Agua ultrapura (5mL)
Centrifugar
Aplicacién
extracto muestra Pellet
CROMATOGRAFTA Descartar

Agua ultrapura (5al)
Metanol /agua 70% (Sul)
Clor Met/n-Hex 10% {5amL)
2-Prop/n-Hex 1% (5uL)

2-Prop/n-Rex 5% (5ulj

Huestra purificada

N

Muestra purificada desecada

Muestra reconstituida lista
para andlisis competitivo
de proteina ligadora

Elucién del 1,25(0H).D

Secar bajo corriente de ¥,

Reconstitucicn

200p1 Estand O pg/ml 1,25(0H).D
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C) Preparacién de los reactivos para el andlisis de 1,25(0OH),D

Hay que conservar todos los reactivos desde el momento de su recepcién hasta
su utilizacidn, a -20°C o temperaturas inferiores, excepto la suspensién de carbon-dextrano,
el diluyente del receptor y el dithiothreitol que se conservan a 4°C, y las columnas C,, ,, que
han de permanecer a temperatura ambiente.

Para la reconstitucion de los reactivos liofilizados se utiliza agua ultrapura
helada, entendiéndose como tal, al agua bidestilada que se somete a un proceso de
purificacién mediante un sistema Millipore que contiene una unidad de ésmosis inversa, una
unidad de carbén vegetal, dos unidades de intercambio iénico y una unidad de filtracién, para
eliminar partfculas mayores de 0,22 pm, con lo que conseguimos un agua con una resistencia
especifica alta, de aproximadamente 10 megaQ/cm.

Se reconstituye el reactivo control y el buffer NBS con 1,5 y 6 ml de agua
ultrapura helada, respectivamente, y se guardan en un bafio de hielo junto con el resto de
reactivos y muestras.

El reactivo que contiene la proteina ligadora se reconstituye inmediatamente

antes de su utilizacion, con 21 mL del reactivo diluyente y un vial de dithiothreitol.

D) Ensayo propiamente dicho (Tabla III)

Rotular un mimero suficiente de tubos de cristal de 100 x 75 mm para incluir
por duplicado: ligazén inespecifica (NSB), mdxima unién (B,), 5 estdndares, controles y
muestras de pacientes, y colocarlos en un bafio de hielo.

Pipetear 50 ul del estdndar de 0 pg/mL de 1,25(OH),D en los tubos
correspondientes a NSB y B, y 50 ul de cada uno del resto de los estdndares en sus tubos

correspondientes.
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Tabla ITI. Protocolo del método de determinacién de 1,25(0H).D

Rotular tubos NBS B, Estandar Control S.Problema
Pipetear (ul)
Estdndar 0 pg/mL 50 50 - - -
Esténdares - - 50 - -
Contrel - - - 50 -
8. Problemas - " - - 50
Pipetear (gl)
Buffer N3B 500 - - - -
Proteina ligadora - 500 500 500 500
Incubar 1 hora a temperatura ambiente
Pipetear (ul)
Trazador 50 50 50 50 50
N
Incubar 1 hora a temperatura ambiente
Pipetear (pl)
Carbén-dextrano 100 100 100 100 100
Incubar 30 minutos a 4%
Centrifugar 1300 - 1500 x ¢ 20 minutes 2 - 8%
Contaje radiactividad 2 winutos/tubo

62



De cada uno de los tubos que contienen el extracto reconstituido de los
controles y muestras de pacientes, transferir 50 pl en sus tubos. 1.a misma cantidad se pipetea
a un vial que contiene 4,5 mL de liquido de centelleo para calcular las recuperaciones de cada
uno de los extractos.

Afiadir 500 ul del buffer NSB a los tubos de la ligazén inespecifica. Agitar.

Reconstituir el reactivo de la proteina ligadora y pipetear 500 gl en todos los
tubos, excepto en los de la ligazdn inespecffica. Agitar.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.

Poner los tubos en hielo durante 5 minutos antes de afiadir 50 ul del trazador
a cada uno de ellos. Agitar, cubrir con papel de aluminio e incubar a temperatura ambiente
durante 1 hora.

En dos viales de centelleo pipetear 50 ul del trazador, 600 pl del buffer NSB
y 4,5 mL de liquido de centelleo, que servirdn para conocer la radiactividad total.

Durante la ditima media hora de incubacién, preparar el carbén-dextrano tal
y como hemos descrito para la técnica del 25(OH)D.

Colocar los tubos en hielo durante 5 minutos y posteriormente afiadir 100 u!
de carb6n-dextrano. Agitar ¢ incubar en hielo durante 30 minutos.

Centrifugar a 1300 - 1500 x g 20 minutos a 2 - 8°C.

Pipetear cuidadosamente 605 pl de cada tubo, evitando mover el precipitado,
a un vial con 4,5 mL de liquido de centelleo y agitar vigorosamente.

Medir la radiactividad de cada tubo en un contador B durante 2 minutos.

Los resultados se expresan como B/T, siendo B el contaje del sobrenadante de
cada tubo en desintegraciones por minuto (dpm), y T la media del contaje obtenido en los

tubos de actividad total. Se dibuja una curva representando en ordenadas B/T y en abcisas la
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concentracion de 1,25(OH),D en pg/mL. Los contajes de controles y muestras se interpolan
en esta curva, para conocer la concentracién de 1,25(OH),D de los mismos.

Debido a que eficiencia de la extraccion varfa en las diferentes muestras, es
necesario realizar esta correccidn hallando el porcentaje de recuperacion en cada una de ellas,
como sigue:

dpm de la recuperacién de la muestra

% Recuperacién = X 100

dpm recuperacién total / 4

El resultado final viene determinado por:

Concentracién en la grifica

pg/uL de 1,25(0H).D = : % Recuperacién



5_— CONTROIL. DE CAT.TDAD DE I.OS=S
REACTIVOS UTIILIZADOS PARA LA

DETERMINACTION DE 1 ,25(O0OH).D

5.1 ANTIGENO MARCADO

Hemos valorado la posible alteracion del 1,25(OH),D producida durante el
proceso de marcaje o almacenamiento, haciendo una cromatografia en columna C,, ,, con el
trazador 1,25(OH),(’H-26,27)D, en una fecha préxima al momento del marcaje y de
caducidad del mismo, siguiendo ¢l mismo proceso que para la valoracion del 25(OH)D
marcado. Después del precondicionamiento de la columna, aplicamos 500 ul del trazador,
recogiendo el elufido. Posteriormente realizamos una cromatografia con:

5 mL de aguva ultrapura

5 mL de metanol en agua ultrapura al 70%

5 mL de cloruro de Metileno en n-Hexano al 10%

5 mL de 2-Propanol en n-Hexano al 1%
recogiendose los eluidos por separado, en un colector de fracciones.

En ultimo lugar hemos aplicado 10 ml. de 2-Propanol en n-Hexano al 5%,
recogiendo el eluido en alicuotas de 500 pl/tubo.

De cada uno de los tubos con su eluido correspondiente, hemos pipeteado 500
pl a un vial que contiene 4,5 mL de liquido de centelleo para obtener el perfil de

radiactividad, enfrentando las dpm frente al mimero de tubo.

65



5.2 ANTIGENO FRIO

La valoracion del antigeno frio la hemos realizado mediante una cromatograffa
en columna C,, ,, del estindar de 1,25(OH),D de mayor concentracion, siguicndo los mismos
pasos que para la valoracion del antigeno caliente.

Una vez obtenidos los eluidos, los hemos evaporado bajo corriente de aire
enriquecida con nitrégeno, para después reconstituirlos con 200 ul del estindar de 0 pg/mL.
de 1,25(0H),D, y proceder al andlisis competitivo de proteinas ligadoras para determinar la

concentracién de 1,25(OH),D de cada tubo.

5.3 PROTEINA LIGADORA

Para determinar si la proteina ligadora utilizada en el andlisis competitivo para
la cuantificacién de 1,25(OH),D es homogénea o heterogénea, hemos realizado Ila
representacion grafica de B/F frente a B Total, mediante una curva de Scatchard
correspondiente a la media de 20 curvas, pertenecientes a 20 andlisis efectuados en dias

diferentes.
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G . — VAL.TDACTON DET. METODO PARA
I.A DETERMINACTON

DE 1,25 (0OH).D

6.1 ESTUDIO DE LA IMPRECISION

La imprecision intra-andlisis la hemos determinado a partir del coeficiente de
variacién obtenido de tres muestras con diferentes concentraciones de 1,25(0OH),D, procesadas
14 veces consecutivas en el mismo andlisis (Sueros A, B y C).

La imprecisién inter-andlisis se determind a partir del coeficiente de variacion
de los resultados de dos sueros con diferente concentracién de 1,25(0H),D (Sueros A y B),
procesados dos veces por andlisis durante 10 andlisis consecutivos. El resultado fue la media

de los valores obtenidos en cada uno de los dfas.

6.2 ESTUDIO DE LA INEXACTITUD
La inexactitud la hemos calculado comparando los valores tedricos de
1,25(0OH),D con los valores obtenidos con nuestro ensayo, expresando el tanto por ciento de
diferencia entre ellos, segiin la siguiente férmula:
Valor tedrico - Valor obtenido

Inexactitud = x 100

Valor tedrico
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Para ello hemos partido de un suero con un vator determinado de 1,25(0OH),D,
al que hemos afnadido cantidades conocidas de 1,25(0OH),D a partir de una solucidn estdndar,

y hemos determinado la concentracién de este metabolito.

6.3 ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD

La especificidad del método empleado para la determinacion de 1,25(OH),D
la hemos estudiado mediante:

A) Test de diluciones

Antes del proceso de extraccion, hemos diluido un suero humano con una
concentraciéon de terminada de 1,25(OH),D, con una solucién de suero fisiolégico para
obtener unas diluciones de 1/5, 2/5, 3/5 y 4/5, determindndose posteriormente la
concentracion de 1,25(0OH),D de cada una de ellas.

También hemos realizado este test con un suero al que hemos sometido al
proceso de extraccién con Acetonitrilo y Fosfato potdsico, y al que posteriormente hemos
diluido con un estdndar que contiene 0 pg/mL de 1,25(0OH),D para conseguir diluciones de
1/5, 2/5, 3/5 y 4/5, en las que hemos valorado la concentracién de 1,25(OH),D

B) Test de reacciones cruzadas

Hemos estudiado las posibles reacciones cruzadas de metabolitos de la vitamina
D con la proteina ligadora, afiadiendo diferentes concentraciones de 25,26(OH),D,
24 25(0H),D y 25(OH)D a un suero con una concentracién conocida de 1,25(OH),D, y

observando la concentracion de 1,25(OH),D resultante en cada uno de los casos.
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6.4 ESTUDIO DEL LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccion del método, lo hemos hallado en funcidn de la curva
media de los estdndares de calibracion obtenida durante 20 ensayos. El valor medio + 2
desviaciones estdndar del punto correspondiente a una concentracion de 0 pg/mL de
1,25(0OH),D en esta curva, lo hemos considerado como el 1imite de deteccion para el método,
teniendo en cuenta que la zona comprendida en este rango de concentracién, es indistinguible

de 0 pg/mL de 1,25(0OH),D.

6.5 ESTUDIO DEL INTERVALO ANALITICO
El intervalo analitico corresponde al intervalo de concentracion de 1,25(0OH),D
en la curva estdndar, para el que podemos utilizar este método sin ningun tipo de

modificacion del mismo.

6.6 INTERVALO DE REFERENCIA
El intervalo de referencia lo hemos calculado analizando los niveles de
1,25(0OH),D, en la misma poblacién y en las mismas condiciones que para el caso del

25(0H)D.

69



7 -.— EVAT.UACTON MATEMATICA DE

I.O0OS RESULTADOS

Todas las curvas estindares, controles y muestras problema fueron analizadas
por duplicado y en las mismas condiciones.

Para definir la muestra, hemos utilizado la media y la desviacion tipica. La
estimacion de la poblacion a partir de la muestra se efectud mediante el error estindar y
posterior correccién con la ¢ de Student. Para valorar 1a homogeneidad de las muestras se
realizo el andlisis de la varianza y posterior comparacion mediante la F de Snedecor. Los
datos fueron analizados en el programa estadistico R-SIGMA Base de Datos Bioestadistica.

Horus Hardware S.A., en un ordenador personal Tandon 386/25.
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8.— BUSQUEDA BEBIEBELITOGRAFICA

Los datos recogidos de la bibliografia los hemos obtenido mediante biisqueda
manual en el Index Médicus, bisquedas periddicas en el ordenador mediante el sistema del
disco optico det Medline, y bibliografia aportada por los laboratorios comerciales: Productos

Roche, S.A., Nichols Institute Diagnostics e Izasa S.A.
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RESULTADOS



1 -

CURVA ESTANDAR MEDIA DET.

METODO DE DETERMINACION DE

2S5 (OH) D

En la Tabla IV se muestran los valores de B/T % (Tanto por ciento de

radiactividad respecto al total) para cada concentracion de estindar de 25(OH)D,

correspondientes a 10 ensayos. Con estos resultados representamos una curva estindar media

en la Figura 5, asi como una curva elegida al azar {(Figura 6).

Tabla IV.- Curva estandar media de 25{OH)D

CURVA  ESTANDAR MEDIA DE 25(CH)D
Concentracién
{ng/uL) 0 4 11 22 50 120
B/T % 34,96 31,51 27,57 22,35 21,50 13,72
34,70 32,95 30,23 24,77 19,27 15,37
34,94 30,56 27,71 20,31 13,21 11,93
35,97 28,78 26,49 20,41 14,64 11,64
36,34 31,99 27,42 22,29 16,32 11,27
36,54 32,88 30,57 25,73 17,40 13,26
33,29 30,76 27,85 22,69 15,43 11,28
34,00 31,99 28,98 23,47 15,81 12,64
34,87 29,12 25,62 20,14 14,56 10,20
34,86 29,20 25,48 20,08 14,32 10,29
Nedia 35,05 30,95 27,79 22,02 16,24 12,16
2 Desv. Tipica 0,99 1,51 1,73 1,70 2,50 1,61
ot 2,82 4,78 6,22 7,72 15,39 13,24
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CURVA ESTANDAR MEDIA
25(OH)D

B/T %
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Fig. 5.- Curva estdndar media de 25(CH)D
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CURVA ESTANDAR ELEGIDA AL AZAR

25(0OH)D
B/T %
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\
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Fig. 6.- Curva estdndar elegida al azar de 25(OH)D
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2.— LIGAZON INESPECIFICA EN EI.
METODO DE DETERMINACITION DE

25 (OH)D

Los valores medios de la ligazdn inespecifica en los ensayos realizados han sido
de 0,033 + 0,008, y se ha valorado sustituyendo la proteina ligadora de 25(OH)D por un

buffer carente de este metabolito, afiadido a diez muestras problema.

3 -.— CONTROIL DE CAILITITDAD DE I.OS
REACTIVOS UTII.TZADOS PARA LA

DETERMINACTION DE 2S (OH)D

3.1 Antigeno marcado

El 25(OH)D marcado con tritio se¢ cromatografia en columna C; o, en un
periodo de tiempo préximo a la fecha de marcaje ( Ensayo A ) y a la fecha de caducidad
( Ensayo B ). Se recogen 25 tubos de eluido cuyos contajes de radiactividad se muestran en

la Tabla V y se representan en la Figura 7.
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Tabla V.- Control del 25(0H)D marcado

ENSAYO A ENSAYO B
Pecha 26/2/91 Fecha 27/6/91

Tube / Eluido Dp {¥) Dpa {%)

1 25(CH)D marcado 226 {0,3%) 419 (0,7%)
2 Agua ultrapura 6368 (8,56%)} 6945 (12,4%)
3 Hetanol/Aqua (70%) 770 (1,03%) 538 (1,043)
4 Clor.Met/n-Hey {10%) 30605 (41%) 10814 {19,3%)
5 . 74584 (100%) 56070 (100%)
6 " 1270 {1,7%) 22094 (39,4%)
7 " 257 {0,34%) 4003 {7,13%)
8 " 188 (G,25%) 463 (0,8%)
9 " 133 (0,17%) 223 (0,43}
10 " 103 (0,13%) 169 (0,3%)
1n " 184 (0,243} 132 (6,23%)
12 ’ 80 (0,1%) 109 (0,19%)
13 " 80 (0,13} 117 (0,2%)
14 " 62 (0,08%) 75 {0,13%)
15 " 53 (0,07%) 325 (0,6%)
16 n 58 (0,07%) 73 (0,13%)
17 " 55 {0,07%) 882 (1,57%)
18 " 50 (0,06%) 1263 (2,2%)
19 " 51 {0,06%) 263 {0,47%)
20 " 52 (0,06%) 112 (0,2%)
21 " 50 {0,06%) 60 (0,1%)
22 " 51 (0,06%) 40 {0,07%}
23 " 51 (0,06%) 51 (0,09%)
24 Isopr/n-Bexano {1%) 65 {0,08%) 60 {0,1%)
25  Isopr/n-Hexano (5%) 92 (0,12%) 85 (0,15%)
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CONTROL 25(OH)D MARCADO

Dpm x 1000
80

S
Ensayo proximo a [
—S - Fecha de marcaje

D Fecha de caducidad ’

N¢ de tubo

Fig. 7.- Control del 25{0B)D marcado
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3.2 Antigeno frio

En la Tabla VI hemos recogido los resultados del andlisis de union competitiva
con proteinas ligadoras de 25(OH)D de ios 10 tubos de eluido, tras la cromatografia de una
mezcla de 25(0H)D, al que hemos sometido previamente a un proceso de extraccién ( Ensayo

A = con Acetonitrilo, Ensayo B = con el reactivo de alcohol: etanol, metanol, isopropanol).

Tabla VI. Control de calidad de los estdndares de 25(0H)D

ENSAYO A ENSAYO B
Ne Tubo (ng/uL) (ng/al)
1 6,4 24,5
2 53,5 156
3 89,5 36,8
4 28,5 4,2
5 7,3 0
6 5,4 0
7 0 0
8 0 6
9 0 1
10 0 9
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La Figura 8 muestra la concentracion de 25(OH)D en cada uno de los tubos
del eluido; donde podemos apreciar que con ambos procesos de extraccion, aparece un pico
de mdxima concentracién de 25(OH)D entre el segundo y tercer tubo, siendo a partir del

quinto, prdcticamente indetectable.
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CONTROL 25(0OH)D NO MARCADO

ng/mL (%)

120
90 \'
Extraccién con
60 1 Acetonitrilo
— Alcohol I
30
E{/”-»-,w
0 1 3
3 4 5 6 7 8 9 10
N¢ de tubo

Fig. 8.- Control de calidad de los estdndares de 25(0H)D
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3.3 Proteina ligadora

Hemos realizado la representacion grdfica de Scatchard para la curva estdndar
media (n == 10) y para una curva estindar elegida al azar, segin los datos de las Tablas Vil
y VIII. Posteriormente hemos calculado los valores de las constantes de afinidad a partir de

las curvas de las Figuras 9 y 10.

Tabla VII. Valores de la curva de Scatchard media de 25(CH)D

Ag B/ T B F/T B/F
(ng/al) {tanto por uno) (Ag 6 B/T) {1-B/T) {B/T:F/T)
0 0,3505 0 0,6495 0,539
1 0,3095 2,238 0,6905 0,4482
1l 0,279 3,056 0,7221 0,3848
2 0,2202 4,844 0,7798 0,2823
50 0,1624 8,120 0,8376 0,1938
120 0,1216 14,592 0,8784 0,1384
]
K, = 3,28 x 107 W1
K, = 1,05 x 107 W1 |
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Tabla VIII. Valores de la curva de Scatchard elegida al azar de 25(0H)D

Ag B/T B ¥/ B/F
(ng/nL} (tanto por umo) (Ag 6 B/T) (1-B/T) {B/T:F/T)
0 0,3435 0 0,6565 0,53%
4 0,3105 1,243 0,6845 0,4482
11 0,2811 3,043 0,7196 0,3848
22 0,2198 4,819 0,7811 0,2823
50 0,1665 8,112 0,8296 0,1938
120 06,1222 14,765 0,8467 0,1354

K, = 3,37 £ 107 0

K, = 1,09 x 107 ¥t
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CONTROL PROTEINA LIGADORA 25(OH)D
CURVA SCATCHARD MEDIA

B/F
0,6
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’ —— Ka=3.28x107 M1
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O, 2 ,,,,,,,,, — ——— . g — -
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B Total

Fig. 9.- Curva de Scatchard media de 25(0H)D
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CONTROL PROTEINA LIGADORA 25(OH)D
CURVA ELEGIDA AL AZAR

B/F

1

\ ~— Ka-3.87x10" M
‘ —— Kb=1.09x107 M

B Total

Fig. 10.- Curva de Scatchard elegida al azar de 25(0H)D
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g4 . VAL.TDACTON DEY. METODO DE

DETERMINACION DE Z5(0OH)D

4.1 Estudio de la imprecision
Los resultados de la imprecisidn intra-andlisis del método de determinacién de

25(OH)D aparecen en la Tabla IX y se representa en la Figura 11.

‘ ng/mL :
80 [
+ i
4
, 50 + v 7 i . N
+ ” + 4+
+ 1 !
a0 |
30 {
B X x w X X
20 ” % . * /
o4 g B g o o o .
10 e ¥ oox K kL% % ook % *
o R - B
1 5 10 15
N® de muestras

[ * Sueroc A 0O Suerc B X Suero C + Suero D

Fig. 11.- Variacién intra-andlisis del método de determinacién de 25(CH)D
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Tabla IX. Variacién intra-andlisis del método de determinacién de 25(0H)D

SUERO A SUERO B SUERO C SUERO D
(ng/uL) (ng/uL) (ng/uL) (ng/aL)
9,2 13,7 25,4 18,2
7,1 13,2 20,4 50,9
7,8 13,9 22,8 50,2
9,7 12,2 19,8 52,1
10,3 14,9 23,2 56
9,8 13,1 23,5 55,8
7,2 14,6 19,9 53,45
8,5 11,8 22,2 50,5
8,2 12,8 24,1 47
9,9 10,5 2 13,8
9 15,6
9,4 49,9
7,7 46,1
10 46,4
n= 14 10 10 14
Media = 8,3 13,1 22,4 19,7
2 Desv. Est. = 1,09 1,32 1,86 3,75
o= 12,35 10,13 8,32 7,5

CV INTRA-ANALISIS MEDIO = 7,93 %

87



La variacion inter-andlisis ha oscilado entre 11,98% y 10,18 %, para dos sueros

con diferentes concentraciones de 25(CH)D y analizados por duplicado durante 15 dias

difereates.

La media de la imprecision inter-andlisis ha sido de 11,08%

Figura 12).

Tabla X. Imprecisién inter-andlisis del método de determinacién de 25(0H)D

(Tabla X y

SUERO A SUERO B
(ng/nL} (ng/aL)
- ]
33,5 58,6
28,7 70,2
29,6 71,1
27,5 58,3
31 72,1
28,1 64,5
324 10,5
30,1 57,5
26,4 77
29,8 56,2
23 60,8
21,5 56,9
23 66,3
23,8 65,5
24 66
15 n 15
21,1 Media 64,8
3,31 2 Desviac. Estdndar 6,6
11,98 v § 10,18
CV INTER-ANALISIS MEDIO = 11,08 3
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Fig. 12.- Imprecisién inter-andlisis del método de determinacién de 25({0H)D
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4.2 Estudio de la inexactitud

A un suero humano con una concentracion determinada de 25(OH)D le hemos
anadido diferentes cantidades de un estdndar con una concentracion conocida de 25(OH)D,
analizando la concentracion de este metabolito antes y después de la adicién, y calculando el
porcentaje de recuperacion que oscild entre 84,81% y 104,3 % con uvn valor medio de

94.9 % (Tabla XI).

Tabla XI. Andlisis de la inexactitud del método de determinacién de 25(0H)D

VALOR ESPERADO VALOR OBTENIDO RECUPERACION
(ng/uL) (ng/aL) (%)
47,2 47,8 101,3
65,4 68,3 104,3
83,6 74,6 89,3
101,3 86,3 84,8
RECUPERACION MEDIA = 94,9
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4.3 Estudio de la especificidad

Los test de diluciones seriadas que hemos lievado a cabo, con una solucién se
suero fisioldgico (antes del proceso de extraccién con el reactivo de alcohol) y con una
solucién estdndar que contiene 0 ng/mL de 25(OH)D (después del proceso de extraccién con
el reactivo de alcohol), presenta una especificidad adecuada como se muestra en la Figura 13.

Del estudio de las posibles interferencias en la determinacién de 25(OH)D,
producidas al afiadir cantidades crecientes de diferentes metabolitos de la vitamina D:
24,25(0H),D, 25,26(0H),D y 1,25(0H),D hemos obtenido los resultados que se reflejan en

la Figura 14.

ESTUDIO DE ESPECIFICIDAD 25(0OH)D

CURVAS DE DILUCION
|
|
|

ng/mL
60
4
| ) _
i o
490 + U
r . B ,_,/H
+ e A
—— 'n//’
) 20 e
ol o
1/5 2/5 3/5 4/5 5/8 6/86
Dilucidn
Dilucién con:
—8- 8t 0 ng/ml 25(CGH)D + 8. fisioldgico

Fig. 13.- Test de diluciones del método de 25(0H)D
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4.4 Limite de deteccion
El limite de deteccién para el método que hemos empleado en la cuantificacién

de 25(0H)D, lo estimamos préximo a 3,5 ng/mL, con un grado de certeza del 95%.

4.5 Intervalo analitico
El intervalo de concentracién para el que podemos aplicar el método, sin

realizar ninguna modificacidn, oscila entre 3,5 y 120 ng/mL de 25(OH)D.

4 6 Intervalo de referencia

L.os niveles séricos de 25(0H)D, a las 3 semanas, tucron significativamente
menores en los nifios nacidos durante el invierno (Grupo B), que en los nacidos durante el
verano (Grupo A) (p<0,01). Sin embargo a los 6 y 9 meses la concentracion sérica de
25(0OH)D fue significativamente mayor en los niflos del Grupo B (p<0,01), no

observandose diferencias a los 3 meses (Tabla XII).

Tabla XIL.- Valores de referencia de 25(0H)D en los nifos nacidos en verano {Grupo A) y en los nifios nacidos
en invierno (Grupo B) (ng/mL)

GRUPO A GRUPO B ANOVA
n=22 n=30
3 semanas 31,8 + 11,5 16,8 + 7,5 p<0,01
3 meses 32,9 10,2 30,1 +9,5 NS
6 meses 32,31 10,4 51,5 % 16,6 p<0,01
9 meses 33,4 £ 11,2 51,9 + 13,4 p<0,01
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Mientras en el grupo de nifios nacidos en verano la concentracion de 25(OH)D
s¢ ha mantenido estable de las 3 semanas a los 9 meses de vida, en el grupo de nifios nacidos
en invierno encontramos un incremento significativo de dicha concentracién, de las 3 semanas

a los 3 meses (p<0,001), y de los 3 meses a los 6 meses de vida (p <0,001) (Figura 15).

p<0.001

%
_.ifi?;,"i‘x&\\\\\s

e

p
.

GRUPO A GRUPO B

Fl::] 3 semanas 3 meses [...]8 meses 9 meses—L

Fig. 15.~ Evolucién de la concentracidn sérica de 25(0H)D en los nifios nacidos en veramo (Grupo A), y en
los nifies nacides en inviermo (Grupo B)
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A las 3 semanas y 3 meses de vida, los nifios con lactancia artificial tuvieron
una concentracion sérica de 25(OH)D superior a la de los nifios con lactancia materna
(7 <0,01), pero no hubo diferencias significativas a los 6 y 9 meses (Tabla XIII).

Respecto al sexo, no encontramos diferencias significativas en la concentracion

de 25(0H)D (Tabla XIV).

Tabla ¥III.- Valores de referencia de 25(CH}D en los nifios alimentados con lactancia natural y en los nifios

alimentados con lactancia artificial (ng/uL)

LACT. NATURAL LACT. ARTIFICIAL ANOVA
n=19 n=13
3 semanas 17,31 8,6 26,5 12,4 p<0,01
3 neses 24,9 t8,9 35,0 10,0 p<0,01
6 meses 80,3 + 16,7 45,2 17,3 ¥S
9 meses 47,7 £ 14,3 42,0 + 15,9 NS
Tabla XIV.- Valores de referencia de 25(CH)D en funcién del sexo (ng/mL)
]
¥Ifos NINAS ANOVA
n=29 n=23
3 semanas 21,9 £ 10,0 22,6 + 13,3 NS
3 meses 32,3+9,6 33,6 £ 11,9 NS
6 weses 45,8 + 17,7 44,1 + 16,7 NS
9 Meses 43,5 1 13,8 42,1 + 16,1 NS
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5.— CURVA ESTANDAR MEDIA DEL
METODO DE DETERMINACION DE

1,25 (0H). D

La curva estindar media del método de determinacion de 1,25(0OH),D s¢ ha
obtenido representando las concentraciones conocidas de la solucion estdndar de 1,25(0OH),D
en abcisas, frente al porcentaje de radiactividad para cada valor del estdndar respecto al total
( B/T % ), en ordenadas.

En la Tabla XV mostramos los valores que hemos obtenido en 20 ensayos, y
en las Figuras 16 y 17 representamos la curva estdndar media y una curva estindar elegida

al azar.
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Tabla ¥V. Curva estdndar media de 1,25(0H),D

CURvA ESTANDAR MEDIA DE 1,25(0H).D
Concentracién
(pg/ul) 0 25 50 100 200 400
B/T 3% 27,78 23,76 21,12 17,37 11,36 5,44
26,89 25,18 20,58 17,80 9,66 6,12
27,61 26,08 24,04 19,50 13,44 7,23
28,17 24,34 23,32 19,03 14,01 7,51
30,47 26,14 23,70 20,36 13,78 8,80
28,34 24,40 24,34 18,80 13,78 7,76
27,60 24,63 22,73 17,79 12,28 6,58
27,02 24,93 21,60 18,82 11,89 5,65
29,75 27,37 24,44 19,25 14,33 7,72
30,57 27,15 25,05 19,91 15,13 9,02
29,61 25,70 24,19 16,85 9,64 3,49
27,68 26,20 24,15 16,30 10,15 3,62
26,00 24,35 22,96 17,62 12,88 6,57
26,87 26,03 21,28 19,09 11,86 5,61
28,67 26,05 22,05 16,87 12,09 5,79
27,55 26,46 23,62 18,34 13,29 6,65
30,47 26,95 24,66 17,77 9,14 4,35
27,36 26,14 2h,14 17,05 9,54 4,36
28,20 26,04 24,66 19,45 12,55 5,36
29,09 27,67 25,47 19,66 12,90 7,02
Media 28,18 25,89 23,45 18,39 12,18 6,23
2 Desv.Tipica 1,38 1,19 1,42 1,13 1,72 1,52
v 3 5,08 4,74 6,19 6,29 1,45 2,50
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CURVA ESTANDAR MEDIA
1,25 (OH)2 D

B/T %
40

L [l MEDIA +/- 203—\
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Fig. 16.- Curva estdndar media de 1,25{CH).D
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CURVA ESTANDAR ELEGIDA AL AZAR

1,25 (OH)2 D

B/T %
35 '

30 \
25‘ |
20: i
15;

10 : HVV‘.\‘\\ .

0 100 200

pg/mL

Fig. 17.- Curva estdndar elegida al azar de 1,25{CH),D
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6. — LITGCGAZON INESPECITFICA DEIL
METODO DE DETERMINACITON DE

1,25(0H) D

La media obtenida de los valores de la unién inespecifica de 20 ensayos

realizados, ha sido de 0,031 + 0,010 %.

Ve — CONTROL DE 1LLOS REACTIVOS
UTITILTZADOS PARA TI.A

DETERMINACION DE 1,25 (0OH).D

7.1 Antigeno marcado

Hemos cromatografiado en columna C ;4 el 1,25(0OH),D tritiado segin las
indicaciones expresadas en el capitulo de Material y Métodos, en una fecha proxima al
marcaje del 1,25(OH),D (Ensayo A) y a la caducidad del mismo (Ensayo B).

La radiactividad en dpm, recogida en cada uno de los 25 tubos del eluido, se

muestra en la Tabla XVI que se corresponde con la Figura 18.
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Tabla XVI.- Control del 1,25(0H).D marcado

ENSAYO B
Fecha 28/2/91 Fecha 29/7/91

Tubo / Eluido Dpa (%) Dpa { %)

1 1,25(CH),D marcado 44,5 (0,47) 42 (0,46)
2 Agua ultrapura 68 {0,72) 74 {0,81)
3 Metanol/Agua (70%) 215,5 (2,3) 183 (2)

4 Clor.Met/n-Hex (10%) 960 (10,12) 638 (6,9)
5 Isopr./Hexano (1%) 689,5 (7,26) 520 (0,57)
6 Isopr./Hexano {5%) 9481 (100) 7653 {83,9)
7 ' 7833,8 {82,63) 9115 {100)
8 " 1290 (13,61} 1063 (11,66)
9 ' 72,5 {7,51) 426 {4,56)
10 " 348 (3,67) 263 {2,88)
11 " 204,5 (2,15} 196 {2,15)
12 " 388 (4,09) 199 (2,18)
13 " 423 (4,46) 203 {2,22)
14 " 164 {1,73) 76 {0,83)
15 " 63 (0,66) 62 (0,68)
16 " B4 {0,88) 83 (0,91)
17 ’ 56 (0,59) 61 {0,66)
18 » 62 (0,66) 58 (0,63)
19 " 69 (0,72) 3 (0,47)
20 " 53 (0,55) 62 (0,68)
2 " 73 (0,77) 68 (0,74)
22 " 52 (0,54) 61 {0,66)
23 " 50 (0,53} 52 {0,57)
24 " 50 (0,53) 50 (0,54)
25 " 50 {0,53) 50 {0,54)
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CONTROL 1,25 (OH)2 D MARCADO

Dpm x 1000
10
8
6
Ensayo préximo a:
—=— Fecha de marcaje
“V Fecha de caducidad
L .- _ .
4 3
2
0 : i S
1 5 10 15 20 25
N° de tubo

Fig. 18.- Control del 1,25(0H).D marcado
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7.2 Antigeno frio

Los resultados del control de calidad del estdndar de 1,25(0OH),D, los hemos
recogido en la Tabla XVII, donde aparecen los pg/mL obtenidos con al andlisis de unién
competitiva de los 10 tubos del eluido, recogido tras la cromatografia de dicho estdndar,

realizado en dos ocasiones (Ensayo A y Ensayo B).

Tabla XVII. Control de calidad del estdndar de 1,25(0H).D

ENSAYO A ENSAYO B
K¢ Tubo (pg/uL) (pg/uL.)

37 35,3
17,7 123,2
36,4 20,8

M- FL A

oo -2 Un
o o o O o QO O
[T - N e B - N o D e B - |

10
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En la Figura 19 hemos representado la concentracion de 1,25(OH),D de cada
tubo, donde podemos observar, en los dos andlisis realizados en dias diferentes, que el pico
maximo de este metabolito no marcado eluye en los tres tubos primeros, siendo en el resto

indetectable.
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CONTROL 1,25 (OH)2 D NO MARCADO

pg/mL (%)
100
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F—‘*“ Ensayo A 11 Ensayo B

Pig. 19.- Control de calidad de los estdndares de 1,25(0H).D
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7.3 Proteina ligadora

Para la valoracion de la proteina de los receptores de timo de ternera utilizada
para la determinacién de 1,25(0OH),D, hemos realizado una representacion grdfica de
Scatchard, resultante de la curva estindar media de 20 ensayos, asi como, la correspondiente

a un ensayo elegido al azar, con los datos que presentamos en la Tablas XVIII y XIX.

Tabla XVIIL.- Valores de la curva de Scatchard media de 1,25(CH),D

iq B/ T B F/® B/F
(pg/aL) {tanto por umo) (Ag 6 B/T) {1-B/T) (B/T:F/T}

0 0,3136 0 0,6864 0,4568
25 0,2889 7,2225 0,7111 0,4063
50 0,2618 13,0933 0,7382 0,3546
100 0,2140 21,4055 0, 7860 0,2722
200 0,1542 30,8433 0,8458 0,1823
400 0,0948 37,9200 0,9052 0,1047

- 9 41
Kl =4y 10" H J
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Tabla XIX.- Valores de la curva de Scatchard elegida al azar de 1,25(0H).D

A B/ T B F /T B/F
(pg/ulL) (tanto por uno) {ig 6 B/T) {1-B/T) (B/T:F/T)
0 0,293 0 0,7065 0,4154
2 0,2660 6,6500 0,7340 0,3624
50 0,2319 11,5950 0,7681 0,3019
100 0.1999 19,9900 0,8001 0,2498
200 0,1317 26,3400 0,8683 0,1517
400 0,0863 34,5200 0,9137 0,0944
K = 3,89 x 10 W

Las funciones lineales representadas en la Figura 20 y 21, nos permite estimar

el valor de la constante de afinidad, que es del mismo orden, en ambos casos.
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CONTROL PROTEINA LIGADORA 1,25 (OH)2 D

CURVA SCATCHARD MEDIA

B/F
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Fig. 20.- Curva de Scatchard media de 1,25(0H),D
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CONTROL PROTEINA LIGADORA 1,25 (OH)2 D
CURVA SCATCHARD AL AZAR

B/F
0,5

— Kae3.89x10° M'1

0,4

0,3 ﬂE\

0,2

0,1

0 6 12 18 24 30 36
B Total

Fig. 21.- Curva de Scatchard elegida al azar de 1,25(CH).D
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S8.— VALIDACITION DEIL. METODO DE

DETERMINACION DE 1,25 (0H).D

8.1 Estudio de la imprecisién

La imprecisién intra-andlisis la hemos determinado a partir del coeficiente de
variacion ( % ) obtenido en tres muestras con diferentes concentraciones de 1,25(OH),D,
procesadas catorce veces consecutivas cada una de ella, dentro del mismo andlisis (Tabla XX

y Figura 22).
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Tabla ¥¥.- Variacién intra-andlisis del método de determinacién de 1,25(0H).D

SUERO A SUERO B SUERO C
(pa/nL) (pg/aL) (pg/aL)
23,01 37,53 69,80
21,64 43,10 74,23
21,65 34,46 68,90
20,77 35,23 73,64
21,31 10,08 68,16
20,05 36,25 73,14
21,97 40,13 73,80
25,75 37,32 72,60
24,08 35,55 69,90
21,67 31,51 70,83
21,15 37,59 70,85
23,64 37,98 68,00
20,96 39,92 67,80
23,01 39,35 70,40

n= 14 14 14

Media = 22,19 36,92 70,86

2 Desv. Bst. = 1,53 2,56 2,26

3= 6,91 6,93 3,20

CV INFRA-ANALISIS MEDIO = 5,68 %
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| IMPRECISION INTRA-ANALISIS
1,25 (OH)2 D
pg/mL
80
. + X + + | | CL L

60
i 0 . O - a K 03 - o U R r
i 20 L L S R

gl - -

i 1 5 10 15 ‘
N® muestras J

* Suero A 0 Suero B + Suero C J

Fig. 22.- Variacidn intra-andlisis del método de determinacién de 1,25(CH),D
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La imprecisidn inter-andlisis la hemos determinado a partir del coeficiente de

variacién { % ) de los resultados de dos muestras de diferente concentracion de 1,25(0OH),D,

procesadas dos veces cada dfa, en diez andlisis diferentes. Los resultados obtenidos han

oscilado entre 10,19% y 11,25%, con una imprecision inter-andlisis media de 10,72% (Tabla

XXI y Figura 23).

Tabla X¥I.- Imprecisién inter-andlisis del método de determinacién de 1,25(0H).D

-
SUERO A SUERO B
(pg/eL) (pg/aL)
20,40 36,90
25,35 38,70
26,20 40,10
19,80 39,83
23,50 34,34
19,00 30,90
26,20 34,15
24,10 32,60
23,75 39,40
22,85 33,49
10 n 10
23,11 Hedia 35,74
2,60 2 Desviac. Estdndar 3,64
11,25 oy 10,19
CV INTER-ANALISIS MEDIO = 10,72 %
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IMPRECISION INTER-ANALISIS
1,25 (OH)2 D

pg/mL
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?
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O @] o &
EOI
J > ke #* > * *
20 # * *
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0\ I [ _ -
1 5

N? muestras
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Fig. 23.- Imprecisién

inter-andlisis del métode de determinacién de 1,25(0H).D

10
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8.2 Estudio de la inexactitud

Para estudiar la inexactitud del andlisis de competicion proteica de
1,25(0H),D, hemos aiadido antes de realizar el ensayo, diferentes cantidades de este
metabolito a un suero con concentraciéon conocida de 1,25(0OH),D, encontrdndose

recuperaciones comprendidas entre 96,7% y 102,3% (Tabla XXII).

Tabla ¥XII.- Andlisis de la inexactitud del método de determinacién de 1,25(0H).D

VALOR ESPERADO VALOR OBTENIDO RECUPERACION
(pg/uL) (pg/ui) (%1
98,6 97,7 99,08
136,2 131,8 96,70
173,8 178,7 102,3
211,4 214,3 101,3
RECUPERACION MEDIA = 99,97%

8.3 Estudio de la especificidad

Para estudiar la especificidad, hemos realizado un test de diluciones seriadas,
anadiendo suero fisioldgico a una muestra de suero humano (antes de efectuar el proceso de
extraccion) o una solucidn estdndar que contenia 0 pg/mL de 1,25(0R),D (después de realizar
la extraccion), obteniendo los resultados que se muestran en la Figura 24.

También hemos estudiado las interferencias producidas en la determinacion de
1,25(0OH),D, cuando afiadiamos cantidades crecientes de otros metabolitos de la vitamina D,
quimicamente relacionados con €l, como: 25(OH)D, 24,25(0H),Dy 25,26(0OH),D (Figura

25).
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ESTUDIO DE ESPECIFICIDAD 1,25 (OH)2 D
CURVAS DE DILUCION

pg/ml
80 .
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Fig. 24.- Test de diluciones del método de determinacidén de 1,25(0H).D
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Fig. 25.- Test de reacciones cruzadas del método de determinacién de 1,25(0H).D
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8.4 Limite de deteccion
El valor medio + dos desviaciones estdndar, que hemos obtenido en el punto
correspondiente a ¢ pg/mL de 1,25(OH),D, en la curva estindar media resultante de 20

andlisis, ha sido aproximadamente de 4,5 pg/mL de 1,25(0OH),D.

8.5 Intervalo analitico
El intervalo analitico de concentracion para el que podemos aplicar ¢l método

sin modificaciones, oscila entre 4,5 pg/mL y 400 pg/mL de 1,25(0H),D.

8.6 Intervalo de referencia

No hubo diferencias significativas en los niveles séricos de 1,25(OH),D a las
3 semanas ni a los 3 meses, entre los nifios nacidos en verano (Grupo A) y los nifios nacidos
en invierno {Grupo B). A los 6 y 9 meses de vida, los nifios del Grupo B presentaron niveles

séricos de 1,25(OH),D superiores a los del Grupo A (p<0,01) (Tabla XXIII).

Tabla XXIII.- Valores de referencia de 1,25(CH),D en los nifos nacidos en verano (Grupo A) y em los nifios
nacidos en invierno (Grupe B) (pg/uL)

GRUPO A GRUPO B KNOVA
n=22 n=30

3 semanas 44,4 £ 17,6 13,1+ 14,8 NS

3 zeses 57,2 £ 13,5 61,7 12,1 NS

6 neses 57,4 £ 16,4 7,8 £ 17,1 p<0,01

9 meses 54,9 + 10,4 81,3 + 15,9 p<0, 001
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Hemos encontrado un incremento significativo de la concentracion de
1,25(0H),D de las 3 semanas a los 3 meses de vida (p <0,01). De los 3 meses a los 9 meses,
los niveles de 1,25(OH),D se mantienen estables en ¢l grupo de nifios nacidos en verano, pero
en los nifios nacidos en invierno s¢ produce un incremento significativo de dichos niveles de

los 3 a los 6 meses (p<0,01) y de los 6 a los 9 meses de vida (p <0,05) (Figura 26).

pg/mL

/' p<0.05

p:0.01

90 VY,
- —
6o p<0.0 \\\ p<0.01 \\
30 N S IN
N RPN
A Y i —

GRUPO A QRUPO B

( 1_.18 semanas MY 8 meses C._J& meses 2 meses

Fig. 26.- Evolucién de los niveles séricos de 1,25(CH).D en los nifios nacidos en verano (Grupo 1), y en
los nifios nacidos en invierno {(Grupo B)
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No hemos observado diferencias significativas en la concentracion de

1,25(0OH),D, ni en relacion con la alimentacidn (Tabla XXIV) ni con el sexo (Tabla XXV).

Tabla YXIV. Valores de referencia de 1,25(CH),D en los nifios alimentados con lactancia matural y en los
nifios alimentados con lactancia artificial (pg/ulL)

[ACT. NATURAL LACT. ARTIFICIAL ANOVA
n=19 n=33
3 semanas 42,1+ 16,4 44,6 + 15,7 NS
3 meses 56,0 t 14,7 61,9 t 16,0 NS
6 meses 64,8 + 17,8 66,3 + 18,6 NS
9 meses 75,2 + 17,3 67,3+ 19,6 NS

Tabla XXV.- Valores de referencia de 1,25(0H),D en funcién del sexo (pg/mL)

NINOS NINAS ANOVA
n=29 =23
3 semanas 45,5 1 16,5 39,8 + 14,3 NS
3 meses 61,8 + 14,6 59,0 + 13,9 NS
6 Eeses 68,4 £ 19,0 64,8 15,3 NS
9 meses 70,0 + 18,7 69,8 + 18,5 NS
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DISCUSION



DISCUSTON

El conocimiento del metabolismo y del mecanismo de accion de la vitamina
D tiene gran importancia, no sélo desde ¢l punto de vista nutricional y fisiolégico, sino
también por su aplicacion al estudio de la fisiopatologia de las alteraciones del metabolismo
0seo y mineral (113).

En el laboratorio no se dispone de métodos sencillos para fa cuantificacién de
la vitamina D y de sus metabolitos; su concentracion baja en sangre y su solubilidad escasa,
son las dificultades mayores para un andlisis preciso.

Las primeras determinaciones de vitamina D se realizaban fundamentalmente
mediante bioensayos. Con el "Test de la linea” se valoraba la actividad de la vitamina D y
de sus metabolitos en las ratas (114). Otros métodos "in vivo” se basaban en la valoracién
de los efectos de la vitamina D sobre el transporte intestinal de calcio o su movilizacién desde
el hueso (115,116). También se utilizaba la cuantificacion del calcio en la ceniza de los
huesos, como marcador de la actividad de la vitamina D. Todos estos bioensayos se
empleaban para determinar el potencial biolégico de nuevos preparados de vitamina D
sintética, y el contenido de vitamina D procedente de diferentes alimentos suplementados con
esta sustancia. Sin embargo, no eran utiles para cuantificar los niveles de esta hormona en
el suero humano. Ademds, tras el conocimiento de que la vitamina D tiene que hidroxilarse
antes de ser biolégicamente activa, las alteraciones del calcio, fésforo y metabolismo 6seo

han de estudiarse en base a los niveles de sus metabolitos fundamentates, 1,25(OH),D y
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25(0OH)D.

Las primeras determinaciones de 25(OH)D se realizaban mediantes ensayos de
fijacion competitiva (117,118) que continuan siendo los métodos mds utilizados. Estdn
basados en el hecho de que los metabolitos de la vitamina D van transportados en sangre
unidos a una proteina especifica, la proteina ligadora de vitamina D (DBP) (119) cuya
concentracion sérica (alrededor de 6 x 10° M) excede a la concentracion sérica de 25(OH)D
(alrededor de 4 x 10° M) por lo que se encuentra saturada entre 1y 3 % (120) y por tanto,
circula en su mayorfa en forma de apoDBP. Cada molécula de protefna tiene un sitio de
unién especifico para la vitamina D {119), con una afinidad alta para el colecalciferol,
25(OH)D, 1,25(0H),D y 24,25(0H),.D (121), siendo la afinidad para el 25(OH)D vy
24,25(0H),D (K, = 6.4 x 10 * M) mayor que para el colecalciferol (K, = 43 x 10" M) y
el 1,25(0H),D (K, = 3.4 x 10 " M).

El método de unién competitiva se basa en la unién reversible no covalente de
una molécula pequeiia o ligando, con una proteina de unién especifica, que posee afinidad
por la molécula con la que reacciona.

El rasgo molecular de las proteinas de unidn que hace que puedan utilizarse
en andlisis cuantitativos, es su capacidad de fijar compuestos con un grado alto de
especificidad y afinidad. En la reaccion entre las proteinas de union y el ligando, existe una
constante de asociacién K, que se define en funcion de las concentraciones molares M o
L/mol. Cuanto mayor es K, mayor es la afinidad de Ia proteina por el ligando.

La descripcion de esta reaccién puede expresarse mediante Ia representacion
grafica de Scatchard, que ha sido la utilizada para valorar la protefna ligadora de 25(OH)D
en nuestro andlisis.

En el ensayo de unién competitiva se van anadiendo cantidades crecientes de
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un ligando no marcado, a mezclas de reaccién que contienen cantidades conocidas de ligando
marcado y de proteina de unidn especifica. El ligando no marcado compite con el marcado
por los sitios de unién con la proteina ligadora. La concentracién de los sitios de unién es un
factor limitante con respecto al ligando total que se encuentra en exceso en la solucién.
Representando el porcentaje de ligando combinado marcado, en funcién de la concentracidn
de ligando no marcado se obtiene una curva "dosis-respuesta” o curva estdndar.

Como ligando no marcado hemos empleado 25(OH)D sintético, estable a bajas
temperaturas, y como ligando marcado, al igual que otros autores (122,123}, hemos utilizado
[26,27-metil-"H] 25(0OH)D,. El tritio es considerado como un buen marcador al tener una
actividad especifica alta y producir una gran cantidad de energia; emite particulas 5 que se
pueden medir en contadores de centelleo liquido mediante la liberacion de fotones en el
medio, utilizando el disolvente adecuado.

La protefna ligadora de vitamina D de muchas especies animales presenta
propiedades fijadoras similares a la del hombre, lo que amplia las posibles fuentes de
obtencion del reactive de fijacion. Haddad y Chyu (124), emplearon inicialmente el citosol
de rifion de ratas raquiticas que ha sido posteriormente utilizado por diferentes autores
(125,126). También se ha empleado el suero de ratas alimentadas, al menos durante cuatro
semanas, con dieta semisintética deficiente en vitamina D (127,128), y ¢l plasma de
pacientes con osteomalacia (129,130). Posteriormente se comprobdé que no era necesario
obtener la proteina ligadora de humanos o animales carentes de vitamina D, ya que los
metabolitos de la vitamina D endGgena ocupan sélo un mimero reducido de sitios de unién,
por lo que se han obtenido proteinas ligadoras de rifién de rata sana (131,132) y de suero de
humanos no deficientes de vitamina D (133).

La proteina ligadora de 25(OH)D fija también 1,25(OH),D (134),
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24,25(0OH),D y colecalciferol; tiene por tanto baja especificidad, que también se ve
comprometida por la interferencia de lipidos no especificos del suero. Por ello la valoracion
de la concentracion de 25(OH)D en extractos crudos de suero mediante ensayo de fijacion
competitiva, proporciona valores mds elevados que los observados cuando se realiza una
extraccién o cromatografia previa al ensayo (127). En este sentido, se han desarrollado
diferentes procesos de extraccién y purificacion previos a la cuantificacion. Para la extraccion
se han empleado como solventes: diclorometano (135), cloruro de metileno-metanol
(136,137,138), dietileter, acetonitrilo (139), metanol (140) y metilcyanida (141) entre otros.
Para la purificacién se ha utilizado cromatogratia de capa fina (129), cromatografia a través
de LH-20 seguida de una purificacién por HPLC (136,142) o por cromatografia con C,
(128). Nosotros, al igual que otros autores hemos utilizado un método de extraccidn de
25(OH)D del plasma con etanol, que no necesita una purificacién cromatogrdfica posterior,
previa a la cuantificacién con andlisis de proteinas ligadoras (128,130).

Ademds de los ensayos de fijacion competitiva para la cuantificaciéon de
25(0H)D en suero, se han empleado con buenos resultados métodos basados en cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC). En estos métodos la exactitud depende de la eficiencia de
la separacion del 25(OH)D de los lipidos contaminantes y del resto de metabolitos de la
vitamina D. Debido a que la sensibilidad limitada de los detectores convencionales
ultravioleta estd a nivel de pocos nanogramos, estos métodos precisan en general , volimenes
mayores de muestra, de 2 a 4 mL de suero (136,139,141), que los necesarios para los
ensayos de unién competitiva (127,130,131). Nosotros hemos utilizado un volumen de
muestra de 50 pl, similar a otros autores (128). Este hecho puede ser interesante a la hora
de elegir un método para valorar los niveles de 25(OH)D en la poblacién infantil, donde es

mds problemdtica la consecucién de la muestra, sobre todo si ésta supone importantes
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voliumenes para este tipo de poblacion.

En los procedimientos de HPLC, ¢l suero se equilibra con el trazador *H-
25(OH)D, para determinar la recuperacién del esterol durante la extraccion y la
cromatograffa. El 25(OH)D se fracciona previamente por cromatograffa en columna o por
HPLC (136,141). La separacion y determinacion final se realiza mediante HPLC en columnas
con microparticulas de silice (109,123) o sflice y C,; (139). La deteccidn se ileva a cabo por
espectroscopia ultravioleta, utilizando un filtro de 254 nm. La concentracién se calcula
relacionando el drea del pico de la muestra desconocida, con una curva de calibracion
generada por HPL.C de cantidades conocidas de 25(OH)D.

El radiocinmunoandlisis también se ha utilizado como método de cuantificacion
de 25(OH)D, una vez que ha sido separado del resto de metabolitos de ta vitamina D, por
diferentes métodos de extraccién (143,144).

Los ensayos por HPLC, si bien son precisos y exactos, son laboriosos y
costosos y estdn limitados en gran parte a los laboratorios de investigacion, ya que pueden
ofrecer ciertas ventajas sobre los ensayos de fijacién competitiva. Es posible, mediante
columnas apropiadas, separar 12 forma natural 25(OH)D,, de la sintética 25(OH)D,, y asi
medir la vitamina exdgena frente a la enddgena (128).

La falta de disponibilidad de estdndares de metabolitos de la vitamina D;, la
movifidad cromatogrdfica diferente entre andlogos de la vitamina D, y la vitamina D, y la
distinta afinidad de las protefnas de unién y de los receptores por los metabolitos D, y D,
(135), ha supuesto una infraestimacion de los metabolitos de la vitamina D,. Sin embargo,
teniendo en cuenta que los metabolitos derivados del colecalciferol representan el 90-95 %
del total de vitamina D, este hecho no tiene implicaciones clinicas, salvo en aquellas

condiciones especiales donde haya un aporte extremadamente alto de vitamina D, (142}.
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El 25(OH)D es el metabolito de la vitamina D m4s abundante y de vida media
prolongada, no tiene una accidn fisioldgica importante por si mismo, pero es el precursor del
metabolito biolégicamente activo. La determinacidn de su concentracion sérica tiene muchas
implicaciones clinicas potenciales, especialmente en la deteccion de posible intoxicacion o
déficit de vitamina D, ya que es el mejor fndice de la reserva de esta hormona producida de
forma enddgena o a partir del aporte dietético.

Actualmente no existen procedimientos de referencia para la determinacién de
25(OH)D y 1,25(0H),D. Con frecuencia, la eleccion del método particular depende de las
posibilidades técnicas y de la informacién que se pretenda obtener. En el caso del 25(OH)D,
para una valoracion rdpida del estado de la vitamina D, la mayoria de los autores s¢ inclinan
por los ensayos de fijacion competitiva, que en algunos casos son precedidos por una
cromatograffa, ya que en general, existe una buena correlacion entre los métodos que
cuantifican 25(0OH)D mediante HPLC, y los que lo hacen mediante proteinas ligadoras.

Durante los ltimos afios se han puesto en prdctica métodos de cuantificacion
de 25(OH)D de los extractos etandlicos del suero. Basdndonos en estos hechos, hemos
validado en nuestro laboratorio una técnica de cuantificacién de este metabolito con el fin de
determinar sus valores de referencia durante las primeras etapas de la vida, en funcién de la
estacionalidad, la alimentacion y las caracteristicas ambientales de nuestro medio. Para ello
hemos utilizado un volumen de muestra pequefio, de 50 ul de suero, sobre ¢l que hemos
realizado un procedimiento de extraccién con 600 u! de un reactivo alcohdlico (Etanol-
Metanol-Isopropanol 95:5:3) para separar protefnas y sustancias que producen interferencias
en la cuantificacién de 25(OH)D. Con este método también detectamos metabolitos de la
vitamina D dihidroxilados, como 24,25(0H),D, 25,26(0H),D y 1,25(0OH),D. Sin embargo,

la concentracién fisioldgica de estos metabolitos es insignificante en comparacién con fa del

126



25(0CH)D, por lo que la seguridad clinica, tanto en el seguimiento de deficiencias como de
intoxicacién por vitamina D, no se ve comprometida por la valoracidn de estos metabolitos
dihidroxilados con este método directo.

La representacion de la curva estdindar que hemos utilizado para la
determinacion de 25(OH)D, es la que enfrenta las diferentes concentraciones de los
calibradores (eje de abcisas), con su porcentaje de unidn respecto a la unién maxima (eje de
ordenadas}, que presenta una ligazdn inespecffica de 0,033 + 0,008 %, por lo que la unién
de la proteina ligadora de 25(OH)D a sustancias inespecificas, puede considerarse
despreciable.

Por otro lado, el control de calidad de los reactivos utilizados en este método,
demuestra su idoneidad para la cuantificacion de 25(OH)D. La cromatografia en C,, del
25(OH)D tritiado, pone de manifiesto que no existen formas degradadas del mismo, ya que
la radiactividad se recoge en forma de un pico neto, no observéndose una degradacion durante
el almacenamiento desde su recepcidn en nuestro laboratorio, hasta una fecha proxima a su
caducidad, como se comprueba en la Figura 7, 1o que nos garantiza su validez durante todo
este periodo.

Asi mismo, el 25(OH)D utilizado como estdndar, tras su cromatografia muestra
un pico de concentracién mdxima entre el segundo y tercer tubo del eluido, tanto cuando el
andlisis de ligazon competitiva se realiza con el estdndar que se ha sometido previamente a
una extraccién con Acetonitrilo y Fosfato potdsico, como cuando se emplea para la extraccion
la mezcla del reactivo de alcohol (Etanol-Metanol-2-Propanol}.

El estudio de la proteina ligadora de 25(OH)D utilizada en el ensayo,
proporciona un grifico de Scatchard en forma de curva (Figuras 9 y 10), lo que nos indica

que se trata de una protefna ligadora heterogénea, que presenta mds de un sitio de unién
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antigénico con el 25(OH)D. La poblacién de proteina ligadora con una alta afinidad para este
metabolito tiene una K, = 3.28 x 10/’ M y a poblacidén de baja afinidad tiene una K* = 1.05
x 107 M. Estas poblaciones diferentes de proteinas ligadoras varian en su afinidad por fijar
el ligando y de reconocer los distintos sitios de su superficie, de ahi la heterogeneidad de la
mistna.

Al igual que lo observado por otros autores (130), el estudio de las reacciones
cruzadas de la proteina ligadora de 25(OH)D con otros metabolitos de la vitamina D,
demuestra una especificidad adecuada, sobre todo teniendo en cuenta que los metabolitos
dihidroxilados se encuentran en sangre, en condiciones normales, a unas concentraciones
mucho mds bajas que el 25(OH)D, por lo que aunque con este método estemos cuantificando
algo de 24,25(0H),D o 25,26(0OH),D como si fuera 25(OH)D, esto no tiene implicaciones
diagnésticas puesto que el incremento serd minimo.

En el estudio de imprecisién hemos obtenido unos coeficientes de variacion
comparables a otras metodologias (129,130), y consideramos que una imprecision total
inferior al 10 % (CV intra-andlisis = 7.93 % y CV inter-andlisis = 11.08 %) es aceptable
para un inmunoensayo.

El limite de deteccion de 25(OH)D para métodos de proteinas ligadoras
publicado por diferentes autores, oscila entre 4 ng/mL en el andlisis de Haddad y Chyu (124),
a 0.5 ng/mL en el de Belsey y cols (127). Un limite de deteccién bajo permite un estudio
mejor de las situaciones de déficit de vitamina D, y evita 1a necesidad de grandes volimenes
de muestra. El limite de deteccidn de 25(OH)D que hemos conseguido con nuestre método
ha sido de 3.5 ng/mL con un volumen de suerc de 50 pl. La sensibilidad podrfa mejorarse
aumentando el volumen de la muestra, pero esto no parece ser necesario de forma rutinaria,

ya que la concentracién de 25(OH)D suele ser bastante superior a 3.5 ng/mL.

128



La inexactitud que hemos observado en el método de cuantificacién de
25(OH)D, al afiadir una concentracién conocida de este metabolito a un suero humano, ha
oscilado entre 84.8 % y 104.3 %, con un valor medio de 94.9 %, por lo que puede ser
considerado como un método tan exacto como el descrito por otros autores
(123,129,130,131,133).

El intervalo analitico de este método ha oscilado entre 3.5 ng/mL y 130 ng/mL
de 25(OH)D, entre cuyo rango puede utilizarse con seguridad para el diagnostico y
seguimiento de deficiencias e intoxicaciones de vitamina D.

Los distintos estudios practicades, ponen de manifiesto que se trata de un
método correcto para la cuantificacion de 25(OH)D, que no requiere instrumental de
laboratorio complejo, y que al necesitar poco volumen de muestra es idéneo para su
aplicacién en la poblacion infantil, aventajando en este sentido a los métodos que precisan de

técnicas de HPLC.
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Descubrimientos importantes durante los dltimos aitos han establecido que el
1,25(0OH),D es la hormona sintetizada en el rifion, que juega un papel crucial en la
mineralizacion y en el metabolismo Gseo. La concentracién de este metabolito, varfa en
situaciones fisioldgicas cuando los requerimientos de calcio estin aumentados, y en
alteraciones del metabolismo mineral y esquelético (35,145,146). Ademds, el 1,25(OH),D
también se utiliza como agente terapéutico. Por todo esto, la valoracion de su concentracién
ha adquirido gran importancia para el diagndstico y manejo de pacientes con una amplia
variedad de enfermedades. La concentracién sérica de 1,25(OH),D> es muy baja, del orden
de picogramos/mL (10 M), mientras que otros metabolitos relacionados quimicamente con
€l, como el 25(OH)D, 24,25(0H),D y la propia vitamina D circulan en cantidades de
nanogramos/mL. (107 - 10° M), lo que supone un problema técnico a la hora de valorar su
concentracion {147).

Para la cuantificacion de 1,25(0OH),D se han desarrollado diferentes métodos;
aunque los mds utilizados son los andlisis de competicién proteica, la HPLC y el RIA también
se han utilizado como métodos alternativos (148,149,150), existiendo una buena correlacién
entre ellos.

En el primer RIA para determinacion de 1,25(0OH),D, se emplearon anticuerpos
preparados en ovejas o conejos frente a un conjugado de 1,25(0OH),-vitamina D;-25-
hemisuccinato-AB. Estos anticuerpos tenfan un titulo y afinidad altos para el 1,25(OH),D,
pero también presentaban una reaccidn cruzada significativa con otros metabolitos de la
vitamina D, principalmente con el 25(OH)D. Inmunizaciones posteriores con éste y otros
antigenos han proporcionado anticuerpos mds selectivos, que permiten el desarroflo de RIA
mds especificos (151). La vitamina D se extrae inicialmente con solventes orgdnicos a partir

de 1 a 2 mL de suero, se prefracciona con cartuchos Sep-pak (silice 0 C,g) y finalmente se
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purifica por HPLC en columnas de microparticulas de silice. EI RIA se lleva a cabo
incubando las muestras a analizar, los estindares de 1,25(0OH),D y el trazador (1,25(0OH),D
marcado con tritio), con el anticuerpo durante 14 a 16 horas a 4°C. Las fracciones de
1,25(OH),D fijada y libre, se separan por tratamiento con carbon recubierto de dextrano.

Una ventaja del método de RIA con respecto a los métodos con
radiorreceptores, es que utiliza un reactivo de fijacidn estable, un anticuerpo. Sin embargo,
el grado de especificidad de ios anticuerpos, no es tan bueno como el d¢ los receptores
proteicos naturales utilizados en los ensayos con radiorreceptor. En consecuencia, se necesita
una purificacién por HPLC de la vitamina D para asegurar la correcta especificidad del RIA.
La faita de derivados adecuados para la generacion de anticuerpos especificos hace, que por
el momento, el RIA no sea una técnica de eleccidn para la cuantificacién de 1,25(0H),D,
aunque en los ultimos afios se ha avanzando mucho en este campo.

En general, los métodos mds utilizados para la valoracion de 1,25(OH),D son
los que utilizan protefnas ligadoras de vitamina D procedentes de diferentes tejidos animales.
Se ha utilizado el receptor procedente de intestino de pollos raquiticos, que se obtiene
mediante un proceso laborioso (152). Tras mantener a los pollos con una dicta deficiente en
25(OH)D hasta su sacrificio por decapitacion a las 9-12 semanas, se reseca el duodeno y se
lava con un tampdn de fostato potdsico 0.05 M y cloruro potdsico 0.057 M a pH 7.4,
manteniendo el tejido a 4° C durante todo el proceso. Se elimina la serosa, y la mucosa se
homogeniza con el tampdn centrifugdndose a 2000 xg durante 10 minutos, descartando el
sobrenadante. Se resuspende el pellet dos veces consecutivas con tampon, y se centrifuga. El
pellet resultante se resuspende en tampdn y se vuelve a homogenizar a (° C en un bafio de
hielo. Se centrifuga a 226600 xg durante 45 minutos, se elimina la capa de lipidos y se

recoge ¢l citosol, que se congela en un bafio de hielo seco y acetona. Se liofiliza y se
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almacena bajo corriente de Nitrégeno a -20° C hasta el momento de su utilizacion. Esta
técnica ha sufrido diferentes modificaciones hasta conseguir un método mds 1déneo y menos
laborioso (135,142,153), aunque tiene ¢! inconveniente de que la proteina receptora del
intestino de pollo, es relativamente inestable y debe de prepararse con frecuencia.

En 1982, Reinhardt y col. (154) demostraron que el timo de ternera presentaba
receptores para el 1,25(0OH),D similares a los receptores para esta hormona, presentes en
otros tejidos y animales. Para su obtencion se utiliza el timo de terneras con edad
comprendida entre 5 y 20 semanas que se lava con suero salino helado y se corta en cubos
de unos 2 cm’. Se congelan en Nitrégeno liquido y se almacenan a -56° C hasta el momento
de su utilizacién. En estas condiciones el receptor para el 1,25(OH),D conserva su actividad
durante un afio. Los timos congelados o frescos se procesan a 4° C, homogenizdndose en un
tampon que contiene tris-CIH 50 mM, CIK 500 mM, ditiotreitol 5 mM, Na,Mo0Q,-2H,0 10
mM y EDTA 1.5 mM a pH 7.5 durante 20 segundos. El homogenado se centrifuga a 300000
xg durante | hora, recogiéndose el citosol, que se fracciona por la adicion lenta de (NH,),SO,
a 35% de saturacion. El citosol se homogeniza de forma suave 30-60 minutos y se centrifuga
a 20000 xg 20 minutos. Tras decantar el sobrenadante, el pellet se almacena a -20° C. Antes
de su utilizacién se redisuelve en el tampén anteriormente citado (133).

El ensayo de fijacién competitiva implica la preincubacidn de los estdndares
de 1,25(OH),D no marcado y de las muestras a analizar con el receptor (durante 1 hora a
25° C), seguida de la adicion del trazador y de una nueva incubacioén de 1 hora. La separacién
del *H-1,25(0OH),D fijado del libre, se realiza por tratamiento con carbon recubierto con
dextrano y centrifugacién. Se determina la cantidad de 1,25(OH),D unido en base a la
radiactividad del sobrenadante, que estd inversamente relacionada con la concentracién de

1,25(0OH),D presente en la muestra.
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Aunque la afinidad del receptor para el 1,25(OH),D es de 500 a 1000 veces
superior que para et 25(OH)D (154), 1a concentracion circulante de este Gltimo es mayor que
la del 1,25(0OH),D. En consecuencia, en gran parte de los trabajos publicados se emplean
diferentes procedimientos para conseguir la extraccion y purificacién det 1,25(0OH),D antes
de realizar el andlisis de fijacion competitiva. Para la fase de extraccion se han utilizado
Acetonitrilo (155), Benceno (144), Metanol/Agua (123), Dietil-éter (153) y Diclorometano
(135) entre otros. Tras la extraccion se realiza una purificacién para separar el 1,25(0OH),D
del resto de los metabolitos de la vitamina D, que pueden interferir en su cuantificacion. Para
esto se han utilizado diferentes procesos y solventes, la mayorfa basados en la HPLC
(156,157,158). Estos pasos cromatogrdficos para aislar el metabolito, tienen una serie de
inconvenientes ya que alargan el tiempo empleado para su realizacion, precisan de una
tecnologia instrumental no disponible en la mayoria de los laboratorios clinicos y requieren
volimenes de suero de 3 a 20 mL (135,136,142).

Para obviar estos problemas, Reinhardt y cols. en 1986 (159) desarrollaron un
método para la valoracién de 1,25(OH),D en suero, que no necesita de HPLC. Basdndonos
en estos hechos, hemos puesto a punto en nuestro laboratorio una metodologia similar,
dirigida fundamentalmente a la poblacion infantil, en la que hemos establecido los valores de
referencia de 1,25(OH),D con este método y en nuestra situacion, durante los primeros meses
de la vida, por sus posibles implicaciones diagndsticas y nutricionales. Para ello hemos
utilizado el receptor de 1,25(0OH),D obtenido de timo de ternera, una extraccion en fase sélida
del metabolito de las muestras de suero, y hemos afadido una extraccion en fase solida
reversa seguida de una purificacion ¢n fase normal en un cartucho C;os, que ya ha sido
utilizada por otros autores (155).

Esta técnica permite la extraccién y purificacidn en un cartucho dnico, consigue
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extraer el 1,25(0H),D eficazmente y separarlo de otras sustancias lipofilicas que interfieren
con la cuantificacion mediante andlisis de radiorreceptor, especialmente en muestras
procedentes de pacientes con insuficiencia renal cronica (136).

Las protefnas y los lipidos insolubles precipitan con el Acetonitrilo y el
K;HPO, facilita la eliminacién de otros lipidos. Durante la fase normal se separa
completamente el 25(OH)D del 1,25(OH),D, requisito imprescindible en cualquier método
de separacion previo a la cuantificacion de 1,25(0H),D, ya que el 25(OH)D circula a
concentraciones mds elevadas y presenta reaccion cruzada con el receptor del 1,25(OH),D
obtenido de timo de ternera (159). Con el sistema de purificacién que hemos empleado no
se separa completamente el 1,25(0OH),D del 25,26(0OH),D; sin embargo, este hecho no supone
ningun inconveniente ya que el 25,26(0OH},D compite pobremente con et 1,25(0H),D por los
sitios de unidn de {as proteinas del receptor del timo de ternera, como se demuestra al aftadir
20 ug/L. de 25,26(0H),D, que representan dosis farmacoldgicas, que no interfieren en el
andlisis de 1,25(0OH),D (155).

La ventaja mds importante de este método ha sido la eliminacién de la HPLC
como fase final de purificacion previa al andlisis. Hay trabajos en la literatura en los que el
1,25(0OH),D no se purifica mediante HP1.C antes de su cuantificacién. Fl primero de ellos
que se desarrollo en 1974 por Brumbaugh y cols. (160) supuso un gran avance, pero
necesitaba volimenes grandes de muestra y un consumo de tiempo importante para la
purificacién, por lo que pronto di¢ lugar a la metodologfa basada en la HPLC. Manolagas
y cols. en 1983 (147) desarrollaron un método basado en la internalizacidn selectiva y la
unién posterior del 1,25(0H),D a su receptor especifico en cultivos celulares. Sin embargo,
esta técnica precisa de personal con experiencia en cultivos celulares y un soporte tecnoldgico

superior al de las técnicas de HPLC, lo que encarece los costos.
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Las caracteristicas especificas del receptor obtenido de timo de ternera facilita
la eliminacidn de la purificacion de las muestras mediante HPLC. Una de estas caracteristicas
es la aparente insensibilidad del receptor a las interferencias de los lipidos, en contraste con
el receptor del intestino de pollo (161). Ademds, el receptor para el 1,25(OH),D del timo de
ternera, carece de las criticas comunes hacia los ensayos basados en receptores, tales como
la labilidad del mismo y la necesidad de tener que preparar constantemente nuevos lotes. El
proceso de extraccion de la gldndula es barato y el receptor es estable durante mds de un afo
en congelacion. Otra mejora de la metodologia ha sido la utilizacién de técnicas de incubacidn
no en equilibrio, que mejoran la sensibilidad del ensayo y disminuyen el volumen necesario
de muestra (138).

En nuestro método de cuantificacién de 1,25(0OH),D hemos empleado una
curva "dosis-respuesta” similar a la del 25(OH)D, resultante de enfrentar en abscisas la
concentracion de los diferentes calibradores, con el porcentaje de desintegraciones por minuto
respecto a la unién mdxima en ordenadas. Las sustancias inespecificas que reaccionan con la
proteina ligadora de 1,25(0OH),D han proporcionado una ligazén inespecifica practicamente
despreciable, del orden de 0,0314+0,01%.

El control de los reactivos que hemos empleado ha resultado satisfactorio. El
estudio del 1,25(0OH),D marcado con tritio, revela la inexistencia de formas degradadas, va
que en la cromatografia del mismo hemos observado un iinico pico de radiactividad, tanto
cuando el estudio se realiza en el momento de recibir los reactivos en el laboratorio, como
cuando se hace en una fecha proxima a la caducidad de los mismos. Si bien las
desintegraciones por minuto son algo inferiores en el segundo caso, la agrupacién de la
radiactividad en torno a un inico pico nos indica que el antigeno caliente no ha sufrido

degradacién durante el tiempo de almacenamiento, pudiendo utilizarse con garantias al menos
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hasta la fecha de caducidad que recomienda la casa comercial.

Algo similar ocurre con el antigeno frio, que presenta un elucion mdxima
agrupada en los tres primero tubos, siendo el resto indetectable.

En el grdfico de Scatchard que valora la reaccion de las protefnas ligadoras
procedentes del timo de ternera y el ligando, se pone de manifiesto que se trata de proteinas
homogéneas, con un tnico sitio de unién antigénico y una constante de afinidad del mismo
orden en la curva de Scatchard media (resultante de 20 ensayos) y en una curva de Scatchard
elegida al azar (K, = 4 x 10° M" y K, = 4 x 10’ M", respectivamente). La elevada afinidad
de la protefna ligadora por el 1,25(0OH),D, aumenta la pendiente de la curva "dosis-respuesta”
y determina la sensibilidad o Himite de deteccién. La sensibilidad es funcién de la pendiente
de esta curva y del error experimental (inexactitud ¢ imprecision).

Dentro de los ensayos que hemos realizado para la validacion de este método,
hemos observado que la repetitividad intraserie, obtenida para los tres niveles de
concentracion de 1,25(0OH),D que se refleja en la Tabla XX, resulta muy aceptable, ya que
el coeficiente de variacion mdximo obtenido es de 6,9%, para una concentracién media de
1,25(OH),D de 36,9 pg/mL, y de 3,2% para una concentraciéon media de 70,8 pg/mlL,
comparable a lo publicado por otros autores (153). El coeficiente de variacién inter-andlisis
ha resultado de 10,72%, similar a datos encontrados en la bibliografia, que oscilan entre 10
y 26% (136,155).

La adicién de cantidades crecientes y conocidas de 1,25(OH),D a una
determinada muestra, ha proporcionado un porcentaje de recuperacion media, calculado con
el valor observado dividido entre e} valor tedrico y multiplicado por cien, de 99,9%, lo que
representa una excelente exactitud, similar a la obtenida con otros métodos (123,139).

El método ha resultado altamente especifico para la determinacién de
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1,25(0H),D; tanto el metabolito 1,25(0OH),D, como el 1,25(0OH),D, presentan una afinidad
similar por el receptor por lo que se valoran de forma conjunta en las muestras de suero, esto
contrasta con otros andlisis empleados que infravaloran las concentraciones de 1,25(0OH),D,
en un 16-80% (162).

La especificidad de una protefna de unién por su ligando se mide por su
capacidad para fijar sélo el ligando y no otras sustancias. Las moléculas de reactividad
cruzada son las que tienen una estructura tan semejante a la del ligando que pueden ser fijadas
por la proteina. Las diferencias en cuanto a unién con la proteina del ligando y las sustancias
de reaccién cruzada, es por tanto funcién de las diferencias de afinidad.

La sustitucion de los calibradores de 1,25(0OH),D por concentraciones elevadas
y progresivamente crecientes de los posibles metabolitos de la vitamina D interferentes en el
andlisis, nos ha servido para estudiar las reacciones cruzadas que hemos obtenido al dividir
la concentracién de 1,25(0H),D que produce el 50% de la unidén mdxima, por la
concentracion de 25(OH)D, 24,25(0H),D y 25,26(0OH),D que produce la misma respuesta
y hallando el porcentaje. Las reacciones cruzadas con estos metabolitos de 1a vitamina D han
sido leves, alrededor de 0,1% para el 25(OH)D, 0,03 % para el 24,25(0OH),D y 0,009 % para
el 25,26(0OH),D. Estimando la recuperaciones de estos metabolitos en la fraccién de
1,25(0H),D, las reacciones cruzadas y el volumen final de plasma utilizado por tubo,
consideramos que el 25(OH)D, 24,25(0H),D y 25,26(0H),D a concentraciones normales, no
interfieren en la cuantificacion de 1,25(0H),D, como demuestran numerosos estudios que
correlacionan los resultados obtenidos con métodos que realizan la purificacién de las
muestras mediante HPLC y la cuantificacién por HPLC o proteinas ligadoras, con métodos
similares a los nuestros donde no se realiza HPLC en ningiin momento del andlisis (156,163).

Sin embargo es posible, que concentfraciones altas de 24,25(OH),D o 25,26(0OH),D que

137



pueden aparecer en situaciones de intoxicacién por vitamina D, pudieran conducir a una
sobrestimacion de la concentracion de 1,25(0OH),D, aunque hay que tener en cuenta que la
intoxicacién por vitamina D es una situacion rara, y puede detectarse facilmente midiendo la
concentracion de 25(OH)D. Para estos casos la purificacion final de 1,25(0OH),D deberia
realizarse mediante HPLC.

Otros metabolitos 1-hidroxilados de la vitamina D presentan una afinidad por
el receptor de timo de ternera similar al 1,25(0H),D (164), pero no interfieren en el andlisis
del mismo ya que se encuentran en concentraciones muy bajas en el suero y ademds, se
separan de la fraccién del 1,25(0OH),D durante el procedimiento de purificacion en C,q .

El limite de deteccion de 1,25(0OH),D, considerado como la minima
concentracion de esta sustancia capaz de diferenciarse de cero, y calculado con un 95% de
certeza a partir del estdndar con una concentracion de 0 pg/ml de 1,25(0OH),D, viene
definido por la concentracién resultante al interpolar sobre la curva estdndar, el valor de la
media obtenida para éste menos dos desviaciones estdndar, y ha resultado de 4,5 pg/mL para
un volumen de 1 mL de suero, que es similar al descrito por otros autores que emplean
incluso un volumen de muestra mayor.

En el rango comprendido entre 4,5 y 400 pg/mL, podemos utilizar €l método
sin realizar ninguna modificacion.

Al igual que en el caso dei 25(OH)D, la cuantificacién de 1,25(0OH),D por
proteinas ligadoras ha resultado idoneo, ya que tanto la calidad de los reactivos como la
validacion del método han sido correctos, y el hecho de no precisar de la HPLC para la
purificacion y/o cuantificacion del mismo, le hace disponible a un mayor nimero de
laboratorios clinicos.

El mejor criterio para valorar el aporte de vitamina D al organismo, es el nivel

138



plasmdtico de 25(OH)D, resultante de la accion ejercida en el parénquima hepdtico por la 25-
hidroxilasa sobre la vitamina D,, que constituye la fuente principal de vitamina D para
nuestro organismo, siendo de menor transcendencia el aporte de vitamina D,. La mayor parte
del suministro de vitamina D, tiene una procedencia endégena, pues deriva del 7-
dehidrocolesterol sintetizado a nivel cutdneo y transformado in situ en vitamina D, gracias
a la accion de la luz ultravioleta. Otra fraccion menos importante, en condiciones normales,
corresponde a la vitamina D, ingerida con los alimentos, que también proporcionan pequenas
cantidades de vitamina D,, cuyo metabolismo y funcién corren paralelos a los de la vitamina
D,.

No obstante existen ciertas dificultades para establecer los valores normales de
25(OH)D debido a la gran dispersién de su concentracién (165,166,167,168). Esta varibilidad
podria estar en relacion con los diferentes hdbitos de exposicion al sol y de alimentacion.
También hay circunstancias capaces de influir en la tasa de transformacién de la vitamina D
en 25(OH)D, como por ejemplo el déficit de sustrato, que pueden explicar que las
concentraciones séricas de este metabolito presenten, en condiciones normales, unos mdrgenes
muy amplios. En nuestra serie, ¢l rango de los niveles plasmidticos de 25(OH)D ha oscilado
entre 19 y 72 ng/ml.

Al igual que otros autores (169), no hemos encontrado diferencia en la
concentracién de 25(OH)D en relacion con el sexo, que sugiera una influencia de las
hormonas gonadales, en el primer paso de la transformacion de la vitamina D.

Los valores plasmdticos de 25(OH)D van a depender de la sintesis enddgena
y del aporte exdgeno de vitamina D. En condiciones normales ¢l factor mds importante es la
sintesis a nivel de 1a piel de vitamina D, influida a su vez por el grado de exposicidn a la luz

solar.
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En efecto, en la poblacion estudiada durante los primeros meses de la vida,
hemos observado la influencia indudable de los cambios estacionales en la concentracion de
25(0OH)D, como consecuencia del diferente grado de exposicién solar. Este hecho ba sido
bien constatado por otros autores (140,170,171,172), aunque ha sido poco referido en la
poblacién infantil en nuestro medio. Los niveles séricos de 25(OH)D a las 3 semanas, 6
meses y 9 meses han sido significativamente superiores en los meses de verano que en los
meses de invierno (p <0,01) (Tabla XII).

Ademds de la estacionalidad existen otros factores, como edad, raza y situacion
geogrdfica, que van a influir en la sintesis cutdnea de vitamina D, y por tanto en la
concentracion de 25(OH)D (173,174,175).

La fotoproduccién de previtamina D, en la piel depende de la presencia de
provitamina D;, cuya concentracion media en edades tempranas, en un drea de 6,25 cm’, es
aproximadamente de 5 ug en la epidermis y de 1 a 3 pg en la dermis (15). Existe una
relacion inversa entre esta concentracién y la edad, de tal forma que un adulto joven es capaz
de sintetizar de 2 a 3 veces mds cantidad de previtamina D, que un anciano con la misma
cantidad de radiacién solar (15). Posiblemente este hecho esté relacionado con el aumento de
las necesidades de vitamina D durante las etapas de crecimiento rdpido, fundamentalmente
en la primera infancia y en la adolescencia.

En 1967, Loomis y cols. (176) popularizaron la teorfa de la relacion entre la
pigmentacién de la piel y la regulacién de la sintesis de la vitamina D,, sugiriendo que los
habitantes de zonas cercanas al ecuador, que estdn sometidos diariamente a radiaciones solares
intensas, no sufrfan intoxicacién por vitamina D porque paralelamente iban aumentando la
pigmentacién de su piel. La melanina producida por la epidermis compite con el 7-

dehidrocolesterol por los fotones ultravioleta B, limitando la sintesis cutdnea de previtamina
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D,. La previtamina D, es sensible a la radiacién ultravioleta y a la energfa térmica, de tal
forma que una vez formada en la epidermis y la dermis, puede isomerizarse térmicamente a
vitamina D, o, si la exposicién a la luz ultravioleta es muy duradera, isomerizarse a
compuestos biolégicamente inertes, por lo que exposiciones muy prolongadas a la luz solar
no aumentan de forma proporcional la concentracion de previtamina D,.

Diferentes trabajos demuestran que los individuos de raza negra y los naturales
de Asia del Sur (India y Pakistdn), no tienen disminuida la capacidad de producir vitamina
D por la piel (177,178}, pero requieren una dosis de radiacién ultravioleta mayor, sobre todo
los individuos de raza negra, para conseguir unos niveles circulantes de vitamina D similar
a los individuos de raza caucdsica y los naturales de Asia del Este (China y Japon) (25).

Otros factores que modifican la sintesis de vitamina D, son la latitud, la
localizacion geogrdfica y el momento del dia. La latitud modifica profundamente la sintesis
cutdnea de vitamina D,; a medida que aumenta el dngulo cénit del sol, la capa de ozono
absorbe un mimero mayor de fotones de alta emergfa, responsables de las sintesis de
previtamina D;. En Boston (42° N} y en Edmonton (52° N) la absorcidn de estos fotones es
tan intensa, que entre los meses de Noviembre a Febrero y de Octubre a Marzo,
respectivamente, la sintesis de vitamina D es muy limitada (179). En Espafa, debido a su
localizacion geogrifica, es l6gico pensar ue la sintesis de vitamina D sea adecuada a lo largo
del afio, lo que se confirma con los datos de nuestra serie, ya que la concentracion media de
25(0OH)D, tanto en el grupo de nifios nacidos en invierno como en el de los nacidos verano,
se encuentra dentro de los Iifmites considerados normales por otros autores
(96,99,180,181,182).

Al igual que en otros trabajos (183), otra diferencia estacional que hemos

observado en la poblacién estudiada, ha sido la evolucién diferente de la concentracion de
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25(0OH)D de los nifios nacidos en verano (Grupo A), respecto a los nacidos en invierno
{Grupo B). Mientras que en el Grupo A los niveles plasmdticos se han mantenido estables de
las 3 semanas a los nueve meses de edad, en el Grupo B hemos observado un incremento
significativo de las 3 semanas a los 3 meses (p<0,001), y de los 3 meses a los 6 meses
(p<0,001) de dicha concentracidn (Figura 15). Posiblemente este incremento observado en
el grupo de nifios nacidos en invierno, podria estar en relacion con una mayor actividad de
la 25-hidroxilasa hepdtica. Se ha demostrado experimentalmente que ¢l déficit de vitamina
D aumenta la afinidad de la 25-hidroxilasa por el colecalciferol, y al aumentar la cantidad de
éste, la afinidad de la enzima disminuye. Como el colecalciferol derivado de la piel no puede
exceder la cantidad limitada de 7-dehidrocolesterol accesible a la luz solar, y los aportes de
vitamina D por la dieta son minimos, la sintesis endégena raramente va a condicionar una
sobreproduccion de 25(0H)D.

Los cambios de actividad de la hidroxilasa hepdtica son mds llamativos a bajas
concentraciones de sustrato, por lo que se piensa que este hecho podria ser mds que un
mecanismo de proteccién contra el exceso de formacién de 25(OH)D, una via para aumentar
la produccion de este metabolito cuando los suplementos de colecalciferol son bajos. Por
tanto, cuando la concentracién de vitamina D es elevada, la afinidad enzimdtica estd
disminuida, mientras que en situaciones de concentraciones bajas de vitamina D, la 25-
hidroxilasa puede utilizar el sustrato disponible mds eficazmente. Este hecho podria explicar
que los niflos que nacieron en verano, y que tenfan unas reservas de vitamina D altas,
mantuviesen una concentracidn sérica de 25(OH)D estable a lo largo del tiempo, a diferencia
de lo que ocurria con los nifios nacidos en invierno. En estos, al tener una reserva de
vitamina D inferior, por haber transcurrido la dltima etapa de su vida intrauterina durante

meses con menor soleamiento, la velocidad de hidroxilacion hepdtica aumenta rapidamente
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al aportar sustrato al higado, y la concentracién de 25(OH)D se eleva progresivamente hasta
conseguir niveles eficaces de sustrato para modular la respuesta de la 25-hidroxilasa hepdtica.

Las diferencias observadas a fas 3 semanas y los 3 meses en la concentracion
de 25(OH)D, entre los nifios alimentados con lactancia materna y los nifos alimentados con
lactancia artificial (p < 0,01), son concordantes con los resultados obtenidos por otros autores
(96,97,98,99). Los niveles plasmdticos de 25(OH)D no sélo son reflejo de la diferente
exposicidn a la luz solar, ya que dichos niveles también pueden modificarse por el aporte
exdgeno de vitamina D (184). La leche materna contiene de 15 a 80 UI/L de vitamina D
(185,186), mientras que los nifios alimentados artificialmente recibieron una férmula adaptada
que contenia 400 UT/L de vitamina D. Este hecho explicaria la diferencia observada entre los
nifios con lactancia materna y lactancia artificial a las 3 semanas y 3 meses de vida (Tabla
XIII), ya que durante este periodo de tiempo, la leche ha sido el unico alimento de su
dieta.

Al igual que otros autores (187), hemos encontrado un rango de concentracién
de 1,25(0H),D amplio en el primer afo de vida, pero en general, los niveles séricos de
1,25(OH),D en los nifios son superiores a los del adulto (182,187). Hay pocos estudios en
la literatura sobre la concentracién sérica de 1,25(OH),D en nifios menores de un afio, y los
que hay, corresponden a zonas geogrdficas diferentes y distintas estaciones del afio
(109,180,187) y han sido realizados con diferentes metodologias, y probablemente esto
explique las diferencias encontradas en los niveles de 1,25(OH),D en diferentes trabajos
consultados.

Parece demostrado que esta hormona aumenta a las 24 horas de vida y
permanece elevada al menos hasta los 18 meses (169). La concentracion alta de 1,25(0H),D

durante la infancia se correlaciona con la velocidad de crecimento rdpido que tiene lugar
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durante esta etapa de la vida, y presumiblemente es necesaria para aumentar la absorcién
intestinal de los minerales requeridos para esta fase de crecimiento.

Es un hecho establecido que la capacidad de absorcién de calcio por el intestino
delgado varie en funcidn de las necesidades fisiolégicas. Por otro lado, experimentos animales
(188) ponen de manifiesto que la absorcidn intestinal de calcio dependiente de la vitamina D,
unicamente tiene lugar en circunstancias de deficiencia de calcio o de vitamina D o cuando
las necesidades de! mismo estdn aumentadas, como ocurre en las fases de crecimiento,
durante el embarazo o la lactancia. Existe un control homeostdtico por el que la disminucién
de la disponibilidad de calcio estimula la produccién de 1,25(0OH),D, para aumentar la
absorcion intestinal y subsiguientemente suprimir la actividad de la 1o-hidroxilasa renal.

Aunque en adultos se ha demostrado una influencia significativa de las
hormonas sexuales en ¢l metabolismo de la vitamina D, observdndose niveles mds altos de
1,25(OH),D en mujeres jovenes durante la ovulacion (189), en la poblacidn infantil los
resultados no son tan concluyentes. Algunos autores han encontrado diferente concentracion
de estrogenes y testosterona entre nifios y nifias menores de 18 meses de edad (190), pero no
han demostrado influencia de estas hormonas en el metabolismo de la vitamina D (191).
Nosotros tampoco hemos encontrado diferencias significativas en la concentracion de
1,25(0OH),D entre nifios y nifias en ninglin momento del estudio (Tabla XXV).

No hemos observado diferencias en la concentracién de 1,25(OH),D entre los
nifios nacidos en verano (Grupo A) y los nifios nacidos en invierno (Grupo B) a las 3 semanas
y 3 meses de vida. Sin embargo a los 6 y 9 meses, los nifios del Grupo B tenfan unos niveles
de 1,25(0OH),D superiores a los nifios del Grupo A (p<0,01), pero a nuestro entender esta
diferencia no estarfa indicando una influencia estacional, sino una adaptacidn distinta de los

nifios nacidos en invierno respecto a los nacidos en verano.
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Como puede observarse en la Figura 26, existe un incremento significativo de
la concentracién sérica de 1,25(0H),D de las 3 semanas a los 3 meses de vida en ambos
grupos, que podria estar en relacién con la maduracion fisioldgia de la 1e-hidroxilasa renal
y probablemente con el aumento de las necesidades de calcio para una fase de crecimiento
tan rdpido como la que tiene lugar cn estas primeras etapas de la vida. A partir de los 3
meses los niveles de 1,25(0H),D se estabilizan en los nifios nacidos en verano (Grupo A),
mientras que en los niios que nacieron en invierno {(Grupo B) se incrementan
significativamente de los 3 a los 6 meses (p<0,01) y de los 6 a los 9 meses de vida
(p<0,05). Este hecho podria explicarse por que los nifios nacidos en invierno tienen una
reserva menor de vitamina D al nacimiento, que estaria reflejada por la menor concentracion
de 25(OH)D a las 3 semanas de vida en este grupo de nifios (192). Se ha observado que en
situaciones de depleccion de reservas de vitamina D hay una estimulacidn mantenida de ia 1a-
hidroxilasa renal, por un aumento de hormona paratiroidea que trataria de mantener unos
niveles plasmdticos estables de calcio y fésforo en dichas circunstancias (193).

Al igual que otros autores (109}, hemos observado que los niveles séricos de
1,25(OH),D en los nifios con lactancia materna han sido similares a los de los nifios con
lactancia artificial, lo que confirma que esta hormona se regula homecostiticamente y su

concentracién no depende del aporte ex6geno de vitamina D.
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CONCLUSIONES



Al desarrollar los métodos de cuantificacion de 25(OH)D y 1,25(OH),D
mediante técnicas de proteinas ligadoras, y valorar la concentracion de ambos metabolitos en

la poblacidn infantil sana estudiada, hemos obtenido las siguientes conclusiones:

1. El control de calidad de los reactivos utilizados en las técnicas de determinacién de
25(0OH)D y 1,25(0OH),D, es adecuado para garantizar la fiabilidad de los resultados, por los
siguientes hechos:

a) La protefna ligadora de 25(OH)D es heterogénea, posee afinidad diferente por los
distintos sitios antigénicos, y una buena constante de asociacién que se mantiene en
rango similar en la totalidad de los ensayos realizados.

b) La proteina ligadora de 1,25(0OH),D es homogénea, con un unico sitio de unién

antigénico, y una constante de asociacion similar en todos los andlisis.

¢) No hemos observado degradacién en los antigenos calientes ni en los frios durante

el proceso de almacenamiento.
2. La validacién de los métodos de cuantificacién de 25(0OH)D y 1,25(0OH),D muestra
especificidad, exactitud y precisién correctas, y un limite de deteccion suficiente para valorar

adecuadamente situvaciones carenciales.

3. El método de valoracién de 1,25(OH),D permite la extraccion y purificacién del mismo

sin necesidad de recurrir a la HPLC.
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4. El volumen de muestra necesario para la determinacién de ambos metabolitos con nuestros
métodos es, en comparacién con otros métodos, relativamente pequeiio, por lo que lo hace

ideal para su aplicacion en la poblacién infantil.

5. Los valores de 25(OH)D y 1,25(OH),D que hemos encontrado, y que proponemos como
valores de referencia de nuestros métodos, son similares a los publicados en otros trabajos
y realizados con otras metodologfas. Y queremos destacar que, al igual que en dichos
trabajos, hemos encontrado una amplia dispersién de valores, que s¢ justificaria por la

influencia de los diferentes factores que gravitan sobre €l metabolismo de la vitamina D.

6. Los niveles séricos de 25(OH)D parecen sufrir una influencia estacional, de modo que son
superiores durante los meses de verano. Asi, a las 3 semanas de vida, los nifios nacidos en
verano presentan una concentracién sérica de 25(OH)D mayor que la de los nifios nacidos en
invierno; sin embargo, a los 6 y 9 meses de vida, los valores son mds altos en los que

nacieron durante el invierno, y que a dichas edades se encuentran en verano.

7. En cuanto a la evolucion en ¢l tiempo de la concentracion de 25(OH)D en el grupo de
nifios nacidos en verano, hemos observado que se ha mantenido estable de las 3 semanas a
los 9 meses de vida. En los nifios nacidos en invierno, apreciamos un incremento significativo

de dicha concentracién desde las 3 semanas a los 6 meses de vida.

8. Los nifios con lactancia artificial presentan una concentracién de 25(OH)D superior a la

de los nifios con lactancia materna, a las 3 semanas y 3 meses de edad.
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9. Los niveles de 1,25(OH),D no parecen sufrir una clara influencia estacional. No obstante,
la evolcion de los mismos es distinta entre el grupo de nifios nacidos en verano y los nacidos
en invierno. En el primero, la concentracién de 1,25(0OH),D se estabiliza a partir de los 3
meses, mientras que en el segundo, se incrementa hasta los 9 meses de vida, probablemente

en relacion con la situacion endocrino-metabdlica de estos nifios.

10. En relacion con el tipo de alimentacion no hemos observado diferencias en la

concentracidn sérica de 1,25(OH),D.

11. No hemos encontrado diferencias en los niveles séricos de 25(OH)D ni de 1,25(0OH),D,

en relacion con el sexo.

12. Como resumen de lo anteriormente expuesto queremos resaltar, que la valoracion de los
niveles de los metabolitos de la vitamina D debe de realizarse teniendo encuenta, muy
cuidadosamente, los factores que influyen sobre los mismos, en especial, la estacion y la

alimentacion.
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