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Resumen:

En este estudio se ha realizado una descripcion tanto de la vitamina D, como de los diferentes
métodos para el analisis de ésta. Se ha comenzado con una descripcion de la vitamina D, que
incluia la historia de la misma, su biosintesis y los procesos biolégicos donde se encuentra
presentes. A su vez se han descrito patologias que pueden ocurrir por encontrarse las
concentraciones sanguineas fuera de los valores de referencia que también se establecen. Se
han propuesto diferentes métodos para la medicion de estos valores, estableciendo una
relacion entre ellos, la eficacia y utilidad en la practica diaria para la prevencion y tratamiento
de estas patologias. Se ha descrito el mecanismo y los componentes presentes en un equipo de
HPLC , citando los avances tecnoldgicos que este tipo de métodos para el analisis de la
vitamina D han sido descubiertos en los ultimos tiempos. Se han puesto de ejemplo dos
estudios donde se analizaban la vitamina D, con este tipo de equipos especificando mas sobre
el tipo de muestras y su preparaciones , a la vez que los diferentes tipos de columnas
cromatograficas utilizadas. Por altimo, se ha realizado una reflexion sobre las diferencias que
los métodos analiticos presentaban, y una relacion entre la utilidad y el coste de los mismos.

Abstract

In this study, a description has been made of both vitamin D and the different methods for its
analysis. It has begun with a description of vitamin D, which included the history of it, its
biosynthesis and the biological processes where it is present. In turn, pathologies have been
described that can occur because blood concentrations are outside the reference values that
are also established. Different methods have been proposed for the measurement of these
values, establishing a relationship between them, the efficacy and utility in daily practice for
the prevention and treatment of these pathologies. The mechanism and the components
present in an HPLC team have been described, citing the technological advances that this type
of methods for the analysis of vitamin D have been discovered in recent times. Two studies
were analyzed where vitamin D was analyzed, with this type of equipment specifying more
about the type of samples and their preparations, as well as the different types of
chromatographic columns used. Finally, a reflection was made on the differences that the
analytical methods presented, and a relation between the utility and the cost of the same.



1 Introduccién y antecedentes

1.1 Historia de la vitamina D

La comunidad cientifica describe la vitamina D como un avance evolutivo remoto. El
fitoplancton y el zooplancton que viven en el océano desde hace 500 millones de afios
producen vitamina D cuando se exponen al sol. Durante la revolucién industrial, en el siglo
XVII, en el norte de Europa es cuando diversos cientificos como Glissen, DeBoot y Whistler ,
citan por primera vez evidencias de que una escasez de exposicion solar provocaba un retraso
en el crecimiento de los nifios y desarrollaban deformidades esqueléticas, denominandolo
raquitismo. En el afio 1822 fue Sniadecki el primero en relacionar directamente esta
enfermedad con la exposicion al sol. Sin embargo, tuvieron que pasar casi 100 afios, para que
en 1921 McCollum descubrié una sustancia presente en ciertas grasas que podia prevenir el
raquitismo. Fue entonces cuando se encontro la cuarta vitamina y es el motivo por el que se
la conoce como vitamina D. Un afio més tarde el doctor Hess publico que exponer al sol a los
nifios de su Hospital en Nueva York diariamente durante meses, era un tratamiento optimo
para el raquitismo.

1.2 Fisiologia

La vitamina D es una hormona compleja que interviene en la homeostasis del calcio y en
otras multiples funciones en diversos organos. Es una vitamina liposoluble, su forma mas
activa es el calcitriol. Existen dos tipos de vitamina D: la vitamina D3, o colecalciferol, y la
vitamina D2, o ergocalciferol. La vitamina D3 es la principal fuente de vitamina D en el ser
humano, es sintetizada por la piel gracias a la accion de la luz ultravioleta (UVB) sobre la 7-
dehidrocolesterol. La principal fuente natural de vitamina D es consecuencia de la exposicion
solar, por ello no se le puede denominar vitamina como tal, pues una vitamina se considera
como tales aquellos compuestos organicos que el organismo necesita en cantidades pequefias.
Como el ser humano es capaz de sintetizar vitamina D por si solo, la podemos considerar una
hormona. Este es el principal mecanismo de obtencion de la vitamina en el ser humano,
existen otros métodos como es la ingesta de algunos alimentos tales como el pescado azul y
algunos aceites de pescado, la yema de huevo, el higado y la grasa de algunos mamiferos
marinos, pero en todos ellos su presencia seria en cantidades significativas. Es decir, que sin
la exposicidn solar seria practicamente imposible llegar a los niveles requeridos a no ser del
uso de complementos vitaminicos. Por otro lado la vitamina D2 la producen los hongos,
gracias también a la exposicion solar y nosotros podemos obtenerla ingiriendo estos hongos.

Para el estudio de la vitamina D es importante diferenciar las distintas formas de la
misma. El calcitriol 6 1,25(0OH)2D, es la forma activa, sin embargo el calcidiol 6 25(OH)D, es
la forma mas abundante en nuestro organismo, y en su defecto, sera la que utilizaremos para
la medicion de la vitamina D en las diferentes muestras bioldgicas que nos indicara si existe o
no insuficiencia. El calcitriol sera clave en la homeostasis del calcio, aungue en la actualidad
se conoce que no solo se limita a regular la mineralizacion 6sea y el metabolismo
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fosfocélcico, sino que es una de las sustancias mas potentes inductoras de la maduracion
celular e inhibidoras de la proliferacion celular.

Muestra de ello, es que diversos estudios realizados demuestran que existen receptores del
calcitriol en multiples érganos y tejidos, como el pancreas(células beta), los osteoblastos, los
linfocitos B y T activados, el estdbmago, el intestino delgado y el colon, el cerebro, el aparato
yuxtaglomerular, el corazon, las células del masculo liso vascular, las gbnadas, la prostata y la
mama. Debido a la presencia de numerosos receptores en diferentes localizaciones, se le
atribuyen diversas funciones tales como la modulacion de los linfocitos By T activados, la
estimulacion de produccion de insulina, prevencion de la enfermedad inflamatoria, efectos de
contractibilidad miocérdica y promocién de la secrecion de TSH, entre otras. Este es el
motivo por lo que cada vez se le da mas importancia a esta vitamina, ya que su déficit se
relaciona con multiples patologias.

1.3 Biosintesis

Cuando hablamos de vitamina D, tenemos que considerar dos moléculas de estructura y
origen diferente, como hemos indicado anteriormente:
e Lavitamina D3 o colecalciferol, formada en la piel a partir de la absorcion de
radiacion UV por el 7-dehidrocolesterol (fig. 1).

e Lavitamina D2 o ergocalciferol, formada por la accion de la radiacion ultravioleta
sobre el esteroide ergosterol en las plantas.

Vitamina D

Ergocalciferol Colecailciferol
Vitamina D2 Vitamina D3

http://las-hormonas.blogspot.com/2013/07/la-vitamina-d-de-mis-huesos.html. Figl

Estructura quimica de las dos moléculas de vitamina D.

A partir del 7-dehidrocolesterol, o provitamina D3, y tras la absorcién de radiacion
ultravioleta se forma el compuesto llamado pre-vitamina D3. Tras este primer paso, Yy
mediante la absorcion de fotones tanto del tipo UVB como UVA y una bateria de reacciones
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fotorreversibles, se forman otros derivados tipo lumisterol y taquisterol, del mismo modo que
a través de la absorcion de fotones por parte de la vitamina D3 se producen compuestos como
la 5,6-trans-vitamina D3 y suprasterol | y Il (fig. 2). La vitamina D3 es excretada al exterior,
junto al cofactor de la proteina transportadora de la vitamina D (DBP), viaja por el torrente
sanguineo hasta que finalmente llega al higado. Aqui y tras sucesivas reacciones enzimaticas
es hidroxilada hasta formar el compuesto 25-hidroxivitamina D3, o 25(OH)D3, o como
mencionamos antes el calcitriol. Tras la primera hidroxilacion, puede sufrir a su vez una
segunda, catalizada por la enzima 24-hidroxilasa, dando lugar a la forma 24,25(OH)D3. El
calcitriol es la forma circulante mayoritaria que luego volvera a ser hidrolizada, pero a
diferencia de la anterior, esta hidroxilacion ocurrird en el rifidon. Esta ultima reaccion estara
catalizada por la enzima 1-hidroxilasa, y producird la forma mas activa de la vitamina,
también conocida como 1,25-hidroxivitamina D3, o 1,25(OH)D3. Sin embargo, todos estos
mecanismo fisiolégicos vendran regulados por diferentes factores como son el metabolismo
tanto del fosforo y el calcio, la parathormona(PTH) y el magnesio.

Gilaberte Y, Aguilera J, Carrascosa J.M, Figueroa F.L, Romani de Gabriel J, Nagore E. La vitamina D: evidencias y controversias. Actas
Dermosifiliogr. 2011;102(8):572-588 Fig 2

Vias metabdlicas de la sintesis de vitamina D. DBP: proteina transportadora de la vitamina D; 7-DHC: 7-dehidrocolesterol; Pre-D3: pre-
vitamina D3; PTH: parathormona.

1.4 Valores de referencia

Dentro de los estudios de la vitamina D, sus fuentes de obtencion o mecanismos
fisioldgico en los que interviene, tenemos que establecer lo valores de referencia que indican
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unos niveles 6ptimos. La determinacion de estos valores se realiza en su mayoria, midiendo la
concentracion sérica de 25-OH-vitamina D, que a su vez nos permite clasificar la situacion de
los depdsitos corporales de vitamina D en; “normal”(concentraciones de 30-75ng/mL),
“insuficiencia”(20-30ng/mL), “deficiencia”(valores inferiores a 20ng/mL). Sin embargo estos
valores pueden variar segun los criterios aplicados en las diferentes comunidades cientificas.

Desde un punto de visto fisiologico los valores de 25-OH-vitamina D serian adecuados
cuando sean capaces de mantener concentraciones normales de PTH y una absorcion
intestinal de calcio maxima. La relacion entre las concentraciones de PTH y 25-OH-vitamina
D no es lineal y hay gran variabilidad, ya que una vez se alcanzan valores criticos por debajo
de 20ng/mL, la PTH estaria en un estado de maxima supresion, mientras que a partir de
valores por encima de 30ng/mL se consideraria un estado de normalidad pudiendo llegar
hasta los 70ng/ml. Por ello existe esta diferencia de opiniones dentro de las sociedades
cientificas, aunque todas establecen que a partir de 30ng/mL de 25-OH-vitamina D en sangre
serian valores normales y que todos lo que superen los 20ng/mL son suficientes para proteger
al 97,5% de la poblacion de los efectos deletéreos de la insuficiencia de vitamina D.

1.5 Fisiopatologia relacionada a la vitamina D

Previamente se hizo mencion a las diferentes funciones biologicas donde interviene la
vitamina D. Aunque es cierto que en la anterioridad se la denominaba la vitamina de los
huesos, cada vez se descubren mas procesos bioldgicos donde se demuestra que juega un
papel fundamental. Las funciones méas importantes donde interviene son en la homeostasis del
calcio y la modulacién de la respuesta inmune, y en su defecto mencionaré las patologias
derivadas por la hipovitaminosis, aunque también haré mencion a otras patologias no
relacionadas con estos dos procesos.

e Metabolismo 6seo: la vitamina D interviene en el mantenimiento de los niveles séricos de
calcio evitando la hipocalcemia y estimulando la mineralizacion a través de un triple
mecanismo. Por lo tanto desde un punto de vista clinico su déficit es un factor de riesgo
para la osteoporosis.

e Enfermedades autoinmune: recientemente se descubri6 que la vitamina D tiene un
receptor en la mayoria de células del sistema inmune adaptativo. Se ha demostrado que el
calcitriol inhibe la proliferacion de los linfocitos T, la secrecion de citocinas y la
progresion del ciclo celular. En relacién a las diferentes funciones de la vitamina,
ocurriran patologias autoinmunes cuando los individuos no alcancen los valores de
referencia:

Esclerosis maltiple: diversos estudios han demostrado que el déficit de vitamina D,
produce una mayor incidencia de esta enfermedad, aunque hace referencia sobretodo a
pacientes de raza blanca. Por otro lado, también sugieren diversos estudios que
suplementar con vitamina D a pacientes en remision de la enfermedad puede prevenir a la
aparicion de nuevos brotes, aunque también estar condicionado por déficit de otros
elementos o de la radiacion ultravioleta.
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Diabetes mellitus: en un estudio multicéntrico se comprobd una relacion inversa entre la
radiacion UVB vy la incidencia de la diabetes mellitus tipo I. También se demostré que la
administracion de 2000 IU/dia de vitamina D disminuy6 significativamente el desarrollo
de DM insulinodependiente.

Psoriasis: en 1985 se descubre que la administracion de vitamina D3 mejora la psoriasis
en un caso aislado, sin embargo su capacidad de alterar el metabolismo del calcio limitd
su uso. Se buscé analogos de la vitamina pero con menos actividad hipercalcemiante. Las
acciones biologicas de estos analogos incluyen la regulacion de la proliferacion y
diferenciacion celular epidérmica, la inhibicidn de la angiogénesis y la modulacion de la
produccion de citocinas. Gracias a estas diversas funciones que presentan se han utilizado
en otros procesos centrados en la alteracion de la cinética celular como algunos tipos de
cancer.

Infecciones: la vitamina D juega un papel fundamental en la activacion de la

inmunidad inmediata a través de los receptores Toll-like. Circunstancia que nos indica su
participacion en la aparicion de diversas infecciones, ya que estos receptores son unos de
los primeros en actuar frente a cualquier patdgeno, y una lenta o nula activacion puede
significar el desarrollo de una infeccion.

Enfermedades cardiovasculares:

Hipertension: la vitamina D interviene en los procesos de regulacion de la tension arterial
a través de la inhibicidn del sistema renina-angiotensina, aunque probablemente también
estan implicados otros factores como el metabolismo del calcio o la prevencion del
hiperparatiroidismo.

Insuficiencia cardiaca congestiva: en principio se podria relacionar la insuficiencia
cardiaca congestiva con las otras patologias ya citadas como puede ser una mal tratada
diabetes mellitus o la hipertension arterial. Sin embargo el concepto de ICC( insuficiencia
cardiaca congestiva) ha cambiado desde una perspectiva puramente hemodinadmica, hacia
una visién mas global donde también se incluyen conceptos como citocinas
proinflamatorias, tales como la interleucina 6 o el factor de necrosis tumoral. Varios
estudios epidemioldgicos demuestran que una hipovitaminosis D, aumentan la prevalencia
de este tipo de patologias y a su vez se observo que la mortalidad de estos pacientes era
mayor en invierno, cuando la exposicion luminica es inferior. También es conocido, que
los receptores de vitamina D, se expresan en los cardiomiocitos, las células del musculo
liso vascular y el endotelio, donde la vitamina D puede estar implicada en la inflamacion,
la proliferacion y la diferenciacién celular.

Cancer: en diferentes estudios que se han realizado, se ha relacionado niveles 6ptimos de
vitamina D con una menor incidencia del cAncer y un aumento de la supervivencia en
aquellos pacientes que tenian valores adecuados de la vitamina. Su mecanismo de accién
tiene una alta probabilidad de estar relacionado con los efectos que posee la vitamina D
sobre la muerte celular, angiogénesis y la diferenciacion celular. Por ello los estudios han
evaluado los niveles de vitamina D, los polimorfismos en el receptor de la vitamina D
(VDR) y los suplementos dietéticos con el papel que desempefia la vitamina en la
carciogénesis.
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2 OBJETIVOS

® Describir las Técnicas Analiticas mas frecuentemente utilizadas en el anélisis de la
vitamina D.

e Ejemplos de analisis de vitamina D por HPLC en muestras bioldgicas. Comparacion con
otras técnicas no cromatograficas.

3 MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de esta revision bibliografica descriptiva se utilizaron buscadores de
fuentes bibliograficas primarias y secundarias. Se llevaron a cabo una serie de busquedas en
la base de datos UpToDate®, PubMed, GoogleScholar y SciElO ademas de otras fuentes de
informacion .

La estrategia de busqueda consistié en la utilizacion de las siguientes palabras clave:
“Vitamina D”, “HPLC”, “25 OHD”. La busqueda se completd con la revision de algunas de
las referencias incluidas en los articulos recuperados y la consulta de libros con informacién
relevante sobre el tema en cuestion. La seleccion de dichos articulos fue realizandose,
mediante la evaluacion de los titulos y sus resimenes. A su vez se incluyeron informaciones y
resultados de diferentes estudios experimentales que fueron esenciales a la hora de aportar
datos que nos aportara los conocimientos necesario para poder hacer una conclusion 6ptima.
También se obtuvieron tablas e imagenes que nos ilustraron los conceptos que queriamos
transmitir en el estudio.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Descripcion de la cromatografia HPLC:

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es la técnica analitica de separacion
mas utilizada en la actualidad, acoplada con distintas modalidades de deteccién.. Un ejemplo
de ello es su acoplamiento a la espectometria de masas, conocido como técnica tandem
(HPLC-MS), una técnica analitica conocida como la gold-standard para el andlisis de la
vitamina D.

Introduccidn histérica de la cromatografia:




La cromatografia fue descrita por primera vez en 1906 por el italino nacido en Rusia
Mikhail Tswett, utilizandose en sus comienzos para separar pigmentos vegetales. Se basé en
un comlejo formado por un tubo de vidrio (en vertical) relleno de carbonato calcico en polvo
(fase estacionaria) y usando éter como eluyente (fase mévil). La solucidn recorrié el tubo, y
los componentes individuales de la mezcla migraron hacia abajo con diferentes velocidades;
la columna quedd marcada con bandas horizontales de distintos colores correspondientes a
pigmentos diferentes. El resultado fue llamado cromatograma, justificando el nombre que se
dio a la técnica: chroma, del griego, que significa «color», y graphein, que significa
«escribir». En 1931, Kuhn y Lederer utilizaron la cromatografia liquida para separar muchos
productos naturales. En 1952, Martin y Synge introdujeron la cromatografia de reparto,
empezando a utilizar el concepto de la distribucién y coeficiente de reparto. Stahl, en 1956,
interesado en la separacion de los componentes de las células, disefié un aparato que aplicaba
capas de adsorbente en placas, llamandolo cromatografia de capa delgada o fina. Al final de
los sesenta y tras haberse desarrollado ampliamente la técnica, se comenzd con la fabricacion
de columnas, rellenos y detectores en continud que permitié el nacimiento de la cromatografia
liquida de alta eficacia o alta resolucion, también denominada cromatografia de HPLC.

Primer cromatograma:

T CAarOTIN T

PHAEOPHYTIN

CHLOROPHYLL A

CHLOROPHYLL B

LuTEmN

VIDAXANTHIN

NEOXANTHIN

https://vdocuments.mx/chromatography-and-instrumentation-invented-by-a-russian-botanist-mikhail.html Fig 3

Primer cromatograma realizado por Mikhail Tsewtt

Fundamentos de la técnica:

La cromatografia liquida es una técnica utilizada para separar los componentes de una
mezcla. Esta técnica contiene dos fases por donde se distribuiran los analitos de la mezclas en
funcion de sus afinidades con las diferentes fases de la cromatografia. Existe una fase
estacionaria (columna) y una fase movil. La muestra es inyectada en la fase movil, los
componentes migran de acuerdo a las interacciones no-covalentes que sufren entre la fase
estacionaria y la fase movil. Aquellos compuestos més afines a la fase estacionaria se
quedaran mas tiempo retenidos en ella y le costard mas tiempo a la fase movil desplazarlos de
Su unidn estacionaria.

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es un tipo de cromatografia en columna
en el que por accién de una bomba, se hace pasar la mezcla de compuestos o analitos en un
sistema disolvente, que en esta actuara como la fase movil. Esta fase movil pasa a través de
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una columna cromatografica, que contiene la fase estacionaria a un caudal constante impuesto
por la bomba.

En cuanto a los modos de separacion se diferenciaron dos tipos de desarrollo, donde son
conocidos como fase normal y fase inversa. En un comienzo la cromatografia evolucion6 a
partir del uso de la fase estacionaria polar y de un eluyente no polar como componente
principal de la fase movil, por ello se considerd la practica normal, y se utilizo el nombre de
fase normal. Sin embargo, existian una gran cantidad de mezcla de analitos que no eran
polares y tenian caracteristicas hidrofébicas que necesitaba separacion. El uso de una fase
estacionaria no polar, con una fase maévil polar ayudé a separar analitos hidrofébicos. Debido
a que esta practica era inversa a la normal, se utiliza el término fase inversa. Sin embargo, en
la actualidad se disponen de fases moviles que pueden ir variando su composicion durante el
analisis para ir aumentando su poder de elucion , a este tipo de separaciones se le denomina
en gradiente de composicion de fase movil, mientras que si la fase movil permanece su
composicién igual durante toda la separacion se denomina isocratico.

Componentes de un equipo HPLC:

Cromatégrafo de liquidos HPLC

— A%
| 4 | - 17
- = - Wi
[Cl ' ,, :1 3 ' & L
0 —d 1 (= e |
' g (i - 1 ) 5 ] . .
> ' T
mﬂ M 2 - R
- [A~ 4 7..4“-,1 6

Plou Gasca Francisco J, Torres Salas P. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). Instituto de Catalisis y Petroleoquimica (CSIC).

Fig 4

Todo equipo de cromatografia liquida de alta resolucion debe disponer de, al menos, los
siguientes médulos:

Reservorio de la fase movil: los reservorios utilizados para las fases méviles van desde el
sencillo frasco de disolvente hasta los sistemas mas complejos capaces de filtrar, desgasificar,
mantener una atmosfera inerte, termostatizar, agitar, etc. Los equipos modernos de HPLC
suelen incorporar 2-4 reservorios (que permiten la preparacion automatizada de mezclas de
disolventes como fase mévil o la formacién de los correspondientes gradientes. Lo mas
habitual suele ser el bombeo de un gas inerte (tipicamente helio) en forma de pequefias
burbujas para desplazar el aire, y en algunos casos se emplean desgasificadores automatizados
en linea.
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Sistema de bombeo: se denomina bomba cromatografica al dispositivo capaz de
proporcionar a la fase mévil la presion necesaria para atravesar, al flujo seleccionado, la
columnay el resto del sistema.

Inyector (manual o automatico): el inyector es un dispositivo hermético que se encuentra
situado a la salida de la bomba y permite, mediante el empleo de vélvulas, incorporar la
muestra a la fase movil antes de la columna, sin pérdidas de presion que ateren el flujo
constante proporcionado por la bomba.

Columna: la columna es la parte mas importante del sistema cromatogréfico. Las variables
a considerar en una columna HPLC, ademas de la naturaleza quimica de su fase estacionaria,
son su longitud, el tamafio de la particula, el didmetro interno asi como la homogeneidad entre
particulas y el didmetro del poro. En funcién de la composicidn, las fases estacionarias que se
utilizan en HPLC suelen ser : poliméricas, con base de silice o silice modificada
quimicamente. También se puede incluir una precolumna, que se disponen antes de la
columna analitica, aumentando la vida de la misma. Estas precolumnas se encargan de retener
particulas solidas y otros interferentes presentes en la fase mavil, asi como otros componentes
de la muestra que se unen irreversiblemente a la fase estacionara.

Uno o varios detectores en series: los detectores seran los encargados de recoger la sefial
que proporcionan los compuestos a analizar. Estos detectores se caracterizan por tener una
gran sensibilidad y precision lineal. Los detectores se pueden clasificar en universales, que
son aquellos capaces de detectar cambios de una propiedad de la disolucién, y los detectores
selectivos, que solo son capaces de detectar los compuestos que tienen una determinada
propiedad fisica. En la tabla 1. se indica el tipo de detector que es y la propiedad fisica que
analiza. El limite de deteccion se define como la masa de compuesto inyectada que da lugar a
una relacion sefial/ruido de 5/I, para un analito de masa molecular de 200 g/mol y un volumen
de inyeccion de 10 microlitros.

Sistema de tratamiento de datos.

Botella para recoger los desechos.

Tabla 1
Detector Tipo Limite de deteccign!
Absorbancia Selectivo 100 pg — 1 ng
Fluorescencia Selectivo 1—-10pg
Indice de refraccién Universal 100 ng — 1 pg
Quimicluminiscencia Selectivo 0.1—-1pg
Electroquimico Selectivo 10pg—1ng
Evaporativo de light-scattering Universal 1 -100 ng
Conductividad Selectivo 500 pg— 1 ng
Espectrometria de masas Universal 100 pg — 1 ng
Aerosol cargado (CADY) Universal 100 pg — 10 ng

Plou Gasca Francisco J, Torres Salas P. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). Instituto de Catélisis y Petroleoquimica (CSIC).
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HPLC-MS:

La cromatografia liquida de alta eficacia-espectometria de masas (HPLC-MS) es una
técnica que ha sido considerada la gold-standar del anélisis de la vitamina D, aunque la
complejidad del sistema y el personal cualificado para su manejo no permite que su uso sea
muy extendido. EI motivo de que sea la técnica de referencia es porque combina las
capacidades de separacion de la cromatgrafia HPLC con la fiabilidad de la espectometria de
masas (MS). Mientras que la cromatografia de liquidos separa las mezclas con multiples
componentes, la espectometria de masas proporciona una identidad estructural de los
componentes individuales con alta especificidad molecular y sensibilidad de deteccion.
Ademas de los dispositivos de cromatografia liquida y espectrometria de masas, un sistema
LC-MS contiene una interfaz que transfiere eficientemente los componentes separados de la
columna de HPLC a la fuente de ionizacion del espectrometro de masas. Mientras que la fase
movil en un sistema HPLC es un liquido presurizado, los analizadores de MS trabajan en
vacio. Por lo tanto, no es posible bombear directamente el eludio desde la columna de HPLC
a la fuente ionizacion MS. En general, la interfaz es una parte mecanicamente simple del
sistema LC-MS que transfiere la cantidad maxima de analito, elimina una parte significativa
de la fase mévil de HPLC y preserva la identidad quimica de los compuestos separados
cromatograficamente. Como requisito, la interfaz no debe interferir con la eficiencia ionizante
y las condiciones de vacio del sistema MS. Esta técnica en tdndem se puede utilizar para
analizar compuestos bioquimicos, organicos e inorganicos que se encuentran comunmente en
muestras complejas de origen ambiental y biologico. Este precisamente es el caso del analisis
de vitamina D, donde el analisis de los diferentes metabolitos activos de la vitamina D
presentan una seria de problemas asociados a sus caracteristicas moleculares.

Samples:

Solvents: mobile phase Multiple component

Mixtures
/ 5 8 38 " Detection j—\
e | N e lArR e,
gef T T 2 [
Mass Spectrometer
0o g f\"T" ﬁ
L ‘<Léu-: > J E—
¥ LC-MS <
~ Interface +
o Ion source P 0
High performance liquid HPLC Chromatogram +
Chromatography (HPLC) device Column Mass spectrum analysis

https://en.wikipedia.org/wiki/Liguid chromatography%E2%80%93mass_spectrometry Fig5
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4.2  Métodos principales para el analisis de la vitamina D:

Factores que contribuyen al problema analitico de la vitamina D:

Antes de describir los diferentes tipos de métodos analiticos de la vitamina D, vamos a
enumerar las principales dificultades que nos presenta su anélisis debido a la composicion de
la misma.

e Elcompuesto 250HD es hidrofobico.

e Su naturaleza lipofilica hace que mantenga una fuerte unién con las proteinas,
interfiriendo asi en los resultados.

e Existen diferentes metabolitos de estructura quimica muy semejante, que muchas veces
interfieren los unos con los otros en el analisis de los mismos, manifestando problemas de
selectividad..

e La250HD y sus metabolitos son fotolabiles, dificultando el transporte, la conservacion y
pretratamiento de las muestras para su posterior analisis.

Ensayos de uniones competitivas de proteinas:

En la decada de los 70, se desarrollo el primer método para el analisis de vitamina D. Este
método utilizaba una extraccion preliminar, para poder desechar todos las sustancias y
metabolitos que pudieran interferir en el ensayo, y una purificacion cromatografica lo que
daba como resultado la eliminacion de las proteinas unidas a la vitamina D. Este extracto
contenia el 250HD desconocido sin marcar, se incubo con una concentracion conocida de
250HD3 marcada radiactivamente, y compitieron por una cantidad limitada adicional de
proteinas de union. A medida que fueron evolucionando este tipos de ensayos las proteinas de
union competitivas utilizadas derivaban de ratas, pollos o seres humanos permitiendo asi la
correccion de pérdidas ocurrido durante los procedimientos de extraccion y purificacion con
una recuperacion analitica de 82 *+ 3.5% (SD). El problema ocurrido en estos ensayos como
en la mayoria de los ensayos que contaremos posteriormente, eran las reacciones cruzadas con
los diferentes metabolitos de la 250HD. En esta ocasion sufrieron inestabilidad de las
preparaciones de proteinas de unién y no pudieron simplificarse eliminando la etapa de la
cromatografia.

Step 1. Immobilize the fusion-tagged Step 2. Wash away unbound protein. Step 3. Bind "prey" protein to
“bant” from the lysate. immobilized “bait” protein.

S,
— S " -
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Step 4. Wash away unbound protein Step 5. Elute protein-protein Step 6. Analyze protein-protein
interaction complex. interaction complex by SDS-PAGE.
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https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-
library/pierce-protein-methods/overview-protein-protein-interaction-analysis.html Fig6
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Debido a los multiples problemas que este método presentaba, sobretodo derivado de las
interacciones que presentaban con otros sustratos, y al descubrimientos de nuevos métodos
mucho mas exactos, la union a proteinas para el analisis de vitamina D se encuentra en
desuso.

Inmunoensayos:

Dentro de los inmunoensayos existen dos métodos ampliamente utilizados en el analisis de
la vitamina D. RIA (Radioinmunoensayo), método mas usado y antiguo y otro método basado
en la quimioluminiscencia, de reciente desarrollo y automatizado.

e RIA: este método se basa en la competencia existente entre el anticuerpo, un antigeno no
marcado y una cantidad del antigeno marcado para formar complejos AgAc 0 Ag*Ac.
Con estos tres componentes puede realizarse el ensayo en el que manteniendo constante la
cantidad de Ag* y de Ac se observara que a mayor cantidad de Ag menos queda de Ag*
queda unido a la cantidad fija de Ac, lo que nos permitira relacionar la radioactividad con
la concentracion de Ag.

CONTROL
L] (] L
. ® &f O
= > — = xﬁ — — Radioactivity in
A © . ;ﬁ n)\h precipitate is
L measured
e @ . ﬁa’
\\_—..//‘ \\_—.-‘/
Known amount of Fixed amount of Addition of
radioactively labeled specific antibody anti-immunoglobulin
antigen is added antibodies precipitates
the antibody-labeled
antigen complex
http://ehu.eus/biomoleculas/isotopos/ria.htm Fig 7

e QLIA: es un inmunoensayo competitivo directo quimioluminiscente. En este método lo
que se cuantifica es la emision de luz que se produce por la reaccion quimioluminiscente
entre los dereivados Ag-Ac* marcados con peroxidasa y un sustrato en presencia de
perdxido de hidrégeno.
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https://www.researchgate.net/figure/Figura-6-Deteccion-de-proteinas-por-quimioluminiscencia_figs_ 302966266 Fig8

Para explicar estos dos métodos en relacion a la aplicacion de los mismos en el estudio, se
basd en otro estudio comparativo que ponia de manifiesto el uso de ellos y tanto los
resultados como los coeficientes de variacion entre ellos, ademas de una conclusion
explicativa de cual era el que nos aportaba una mejor eficacia teniendo en cuenta tiempo,
resultados y exactitud.

En primer lugar es importante definir qué metabolito de la vitamina D se va a analizar y
en qué muestra biologica se encuentra. En el caso de este ensayo, se indicaba que para la
evaluacion del status de la vitamina D es la medicion de 250HD sérica, que puede derivar de
la hidroxilacion de la vitamina D2 y de la vitamina D3. Por este motivo, se iba a medir la
250HD total, es decir la suma de los dos metabolitos, la 250HD2 y la 250HD3. A su vez
establecian que debido a que tenia una vida media larga, se podia considerar que estaba en
equilibrio con la vitamina D almacenada en el cuerpo.

Como conclusion sobre la explicacion de estos dos métodos, los resultados fueron que
ambos mostraron una alta correlacion y porcentajes semejantes en el coeficiente de variacion.
La diferencia ocurria en el numero de ensayos y muestras que se habian utilizado para
establecer estos valores, ya que el RIA era el método mas utilizado y tenian una experiencia
mas contrastada, mientras que el QLIA era de reciente incorporacion. Sin embargo, sabiendo
que el QLIA era un ensayo automatizado y que se habia obtenido una gran correlacion lineal
entre ambos, se demostro que era un avance para la medicién de la vitamina D.
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Fuentes A.M, Fierro M.F, Medici M, Perharic C, Drnosvsek M, Ercolano M, Glikman P. Medicion de 25-hidroxivitamina D sérica:
comparacion de dos inmunoensayos.Revista de Endocrinologia y Metabolismo.2010;47:4,2-5. Fig8
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En la figura 8 se ven los datos del analisis de la 250HD obtenidos por QLIA y RIA.
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Fuentes A.M, Fierro M.F, Medici M, Perharic C, Drnosvsek M, Ercolano M, Glikman P. Mediciéon de 25-hidroxivitamina D sérica:
comparacién de dos inmunoensayos.Revista de Endocrinologia y Metabolismo.2010;47:4,2-5. Fig 9.

La figura 9 indica la correlacion entre los resultados de 250HD medidos por RIA y QLIA.
Los datos estan expresados en ng/mL.

Ensayos de HPLC y HPLC-MS:

Las dos técnicas analiticas de mayor precision para la determinacion de la vitamina D son
la cromatografia liquida de alta eficacia y HPLC-espectometria de masas. Estos métodos son
la referencia para este tipo de analisis, por lo que en este estudio se hard una breve
comparativa entre ambos utilizando los resultados de diversos estudios, donde se reflejara los
diferentes métodos de pretratamiento de muestras, tipos de columnas utilizados, las diferentes
caracteristicas de las fases estacionaria y movil, asi como el analisis de los resultados. Se
concluira haciendo una valoracion de las ventajas y desventajas que cada una de estas técnicas
analiticas presente y su aplicacion en el uso general de estos analisis.

En las tabla 2 mostrada a continuacion se pone de ejemplo dos ensayos donde se miden
los diferentes metabolitos de la vitamina D. Los datos recogidos son Unicamente ejemplos de
pretratamiento de muestras y las diferentes columnas y gradientes empleados en ellos. Como
resultados, se han tomado dos valores de referencia que son el coeficiente de varianza
porcentual, el cual es una medidia estadistica que nos informa acerca de la dispersion relativa
de un conjunto de datos. Visto que el objetivo de este estudio era una breve descripcion de
cémo eran los complejos de HPLC-espectometria de masas, se quiere demostrar que tanto la
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sensibilidad y especificidad de estos ensayos es bastante alta, ya que los coeficientes de
varianza son bajos. A su vez segln los datos obtenidos en los estudios la recuperacion del
analito son cercanas al 100% por lo que los datos obtenidos en los ensayos corresponden a la
muestra analizada, con bajas tasas de pérdidas del analito.

Tabla 2
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Mass organica s:ehP_-'Lu:l:unl:-, D}, Z:ﬂé(':ll_l'—Hﬂc m‘t:::qir::j:ﬁyu:
se evapords bajo W R - %
SpEemume'l_:r];a::_.d ;Imi nitrégeno ¥ se D3 se logro
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) ENSAFATON SN 35 % C. 5e uso entre al 9344 -
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de estandar isocratica v
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mezrcle con voritce ¥ | mmol /1 de
sa secd bajo acetato de
mtn:-gm:m Lo= am}“ju}r
estandares se dcido formico
reconstitryeron en al 0. 1%.
alocohol etihoo v las
soluclones se
transfineron a viales
de mmestreador
anpbomatico.
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BRESULTADOS
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Tras la recopilacion de datos y la comparativa realizada en diversos estudios, los resultados
de determinacion de vitamina D suelen ser similares entre los equipos clasicos de HPLC vy los
mas modernos que adaptan el espectdmetro de masas. Sin embargo, gracias a la alta
capacidad de medicion que tienen los equipos mas novedosos siempre nos aportan datos mas
exactos. En este caso, como se trata de determinacion de vitamina D, esa exactitud es util
cuando queremos medir uno de los metabolitos en concreto y no la suma total de la 250HD,
que es lo que suele ocurrir con el resto de metodologias analiticas. Para un analisis de rutina,
es decir, para diagnosticar un déficit de vitamina D en los pacientes no es necesario el conocer
la concentracion analito a analito y esto sumado al alto coste de los equipos hacen que su uso
para este tipo de analisis sea minimo.

5 CONCLUSIONES

1. Se han descrito las técnicas analiticas mas frecuentemente utilizadas para la
determinacién de vitamina D y sus metabolitos. Entre ellas los inmunoensayos con
deteccién radioquimica (RIA) y quimioluminiscente (QLIA), HPLC-UV y HPLC-MS.

2. HPLC-MS aporta una especificidad muy alta y resultados que no se podrian obtener
mediante otras técnicas analiticas, el alto coste de estos equipos, el tiempo de analisis
por muestra, y el personal cualificado que se requiera, no es util para el diagndstico
rutinario de déficits de la vitamina. Aun asi, son de gran utilidad para ensayos que
requieren de aplicaciones diferentes que las determinaciones diagndsticas cotidianas.

3. Los inmunoensayos quimioluminiscente (QLIA), automatizados pueden aportar
informaciénmuy util para la prevencién y tratamiento de las patologias asociadas a los
bajos niveles de viamina D, con bajo coste y de gran precision en las medidas.
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