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BONE METABOLISM. VITAMIN D
AND PARATHYROID HORMONE

Vitamin D is a hormone involved in a
complex endocrine system that regulates
mineral homeostasis, protects the integrity
of the skeleton, and modulates growth and
cellular differentiation in a wide variety of
tissues. Calcidiol, or 25-hydroxivitamin D3
(the more abundant circulating form of
vitamin D), is synthesized in the liver, and
calcitriol, or 1-a,25-dihydroxivitamin D3

(the biologically more active form), is
synthesized in the kidney. The concentration
of calcidiol is the most reliable index for
defining vitamin D deficiency, insufficiency,
hypovitaminosis, sufficiency and toxicity. It
is mainly quantified by radioimmunoassay
(RIA) methods, although ELISA and
chemoluminescence are being strongly
introduced in the market. Calcitriol
guantification methods usually consist of
RIA with immunoextraction. It is important
to highlight that to accurately define vitamin
D levels in a community, a standardized
method of quantification and specific
reference values are required.

Parathyrin (PTH) is the most important
regulator in calcium homeostasis, since it
promotes calcium reabsorption in the renal
tubules, increasing calcium concentrations
in blood. There are several different
molecular forms in the circulation with
distinct tissular origin, half life, purpose, and
involvement in disease. Indeed, knowledge
of this heterogeneity is what has enabled
results from methods that quantify different
regions of the molecule to be interpreted.
Currently, second generation immunometric
(sandwich) methods are used to quantify
PTH, so that the presence of long chain
N-terminal peptides appearing in some
stages of renal insufficiency can be obviated.
PTH concentrations have a marked circadian
rhythm and consequently sample extraction
after 7 am is advisable, and, theoretically,
extraction after 10 am could discriminate
between the normal population and that
with mild primary hyperparathyroidism.
PTH determination has been introduced as a
standardized test in open
parathyroidectomy and thyroidectomy. In
the first case, reductions of 50% with
respect to the basal value represent surgical
success; in the second case, patients at risk
for hypocalcemia can be selected.
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La vitamina D es una hormona involucrada en un complejo sistema
endocrino que regula la homeostasis mineral, protege la integridad del
esqueleto y modula el crecimiento y la diferenciacion celular en una
amplia variedad de tejidos. El higado y el rindn son los 6rganos donde se
producen el calcidiol o 25-hidroxivitamina D, (forma circulante de
vitamina D mas abundante) y el calcitriol o 1-,25-dihidroxivitamina D, (la
forma biolégicamente mas activa), respectivamente. La concentraciéon de
calcidiol es el indice mas fiable para definir las situaciones de déficit,
insuficiencia, hipovitaminosis, suficiencia y toxicidad de vitamina D. Su
cuantificacion se realiza mayoritariamente por métodos de RIA, aunque
se estan introduciendo con fuerza en el mercado los de ELISA y
quimioluminiscencia; por su parte, los métodos para cuantificar calcitriol
son de RIA con inmunoextracciéon. Hay que destacar que para establecer
una correcta definicion del umbral exacto de la situacion de vitamina D,
en una comunidad, se necesita tener un método de cuantificacion bien
estandarizado y con valores de referencia propios.

La paratirina (PTH) es el regulador mas importante en la homeostasis del
calcio, ya que potencia su reabsorcion en el tubulo renal, haciendo que se
incremente su concentracidén sanguinea. En la circulacion existen formas
moleculares diferentes y de procedencia tisular, vida media, destino y
afeccién en la enfermedad variadas; precisamente el conocimiento de
esta heterogeneidad es el que ha permitido poder interpretar resultados
procedentes de métodos que cuantifican diferentes regiones de la
molécula. Actualmente se usan métodos inmunomeétricos (sandwich) de
segunda generacién para cuantificarla, por lo que se puede obviar la
presencia de péptidos de cadena larga de la region aminoterminal que se
metabolizan en algunos estadios de la insuficiencia renal. La
concentracion de paratirina tiene un marcado ritmo circadiano, por lo que
se aconseja la toma de muestra no antes de las 7 de la mananay, en
sentido académico, una extraccion después de las 10 h de la manana
podria discriminar entre poblacidon normal e hiperparatiroidismo primario
leve.

La PTH se ha introducido como prueba protocolizada en campo
operatorio abierto en paratiroidectomia y tiroidectomia. En el primer
caso, descensos de un 50% respecto a su valor basal representan éxito
quirurgico; en el segundo caso, se pueden seleccionar pacientes con
riesgo de hipocalcemia.
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VITAMINA D

La deficiencia de vitamina D en los nifios fue epidé-
mica en la mayoria de las ciudades industrializadas de
Europa y Estados Unidos al final del siglo xix, y el
conocimiento del papel de la vitamina D y la luz solar
en la prevencion y cura del raquitismo supuso uno de
los impactos mds importantes en el drea de salud. El
descubrimiento de Steenbock y Black!, en 1924, que
demostré que si se irradiaban con luz solar tanto los
alimentos como las sustancias solubles extraidas de
las grasas de tejidos animales se podian obtener de
ellos grandes cantidades de vitamina D, permitié la
obtencion y la caracterizacién de la vitamina D Yy,
como consecuencia, el raquitismo dejé de ser un pro-
blema social. Durante la segunda mitad del siglo XX se
demostré que la vitamina D era una prohormona y no
una vitamina?. Desde entonces, la vitamina D ha deja-
do de considerarse un micronutriente esencial para pa-
sar a estudiarse como una hormona involucrada en un
complejo sistema endocrino que regula la homeostasis
mineral, protege la integridad del esqueleto y modula
el crecimiento y la diferenciacion celular en una varie-
dad amplia de tejidos.

Estructura bioquimica

El término vitamina D es la denominacién genérica
de un conjunto de sustancias de estructura quimica pa-
recida (fig. 1): esteroides derivados del 7-deshidroco-

lesterol (en los animales) o del ergosterol (en los vege-
tales). Cuando estas sustancias reciben radiacion ultra-
violeta, se transforman, respectivamente, en calciol (la
denominada vitamina D, o colecalciferol) y ergocalci-
ferol (denominada vitamina D, o ercalciol). El calciol,
por tanto, se origina en la piel, pero junto con el ergo-
calciferol también pueden ingerirse oralmente, y se
absorbe en el intestino. Ambas formas de vitamina D
sufren un proceso de activacién en dos érganos fun-
damentales: el higado, donde se produce una 25-hi-
droxilacién, y el calciol se convierte a 25-hidroxivita-
mina D, (D,) o calcidiol, y el riiién, donde tiene lugar
una la-hidroxilacion, y el calcidiol se transforma en
1-a.,25-dihidroxivitamina D, (D,) o calcitriol, que es
la forma de mayor actividad bioldgica.

Desde 1969, la forma circulante mas abundante de
la vitamina D, el calcidiol, se ha aislado, identificado
quimicamente y sintetizado. Aunque no es la forma
bioldgicamente mds activa, es la que sirve para com-
probar la situacioén verdadera de vitamina D en los pa-
cientes. Se han encontrado alrededor de 33 metaboli-
tos de la vitamina D y productos intermedios de
degradacidn, pero todos ellos menos activos; los mas
importantes son la 24,25-dihidroxivitamina D, y la
la,24(R),25-trihidroxivitamina D,.

En el proceso de la 25-hidroxilacién actian 2 enzi-
mas: la 25-hidroxilasa (CYP27), de localizacién mito-
condrial y de procedencia mayoritariamente hepatica,
y la 25(OH)D, la-hidroxilasa (CYPla), una enzima
microsomal de procedencia renal. Asimismo existe
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Fig. 1. Formacion y estructura quimica de los diferentes componentes del sistema vitamina D.
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una tercera enzima, la 25-hidroxivitamina D-24-hidro-
xilasa (CYP24) que desempeia funciones catabdlicas,
como los pasos de degradacion del calcitriol, conoci-
dos como la via de la oxidaciéon C-24, que empieza
con la 24-hidroxilacién y termina con la forma biliar
excretora o dcido calcitroico.

Mecanismo de accion

La vitamina D ejerce sus funciones a través de un re-
ceptor, que es un miembro de una superfamilia de recep-
tores nucleares, los llamados de clase II de las hormonas
esteroideas, y estd muy estrechamente relacionado con
los receptores del 4cido retinoico, hormonas tiroideas y
el activador de la proliferacion peroxisomica®. Este re-
ceptor se divide en varios dominios: a) aminoterminal,
de unos 20 aminodcidos y de funciones poco conocidas;
b) C o de unién al ADN, de unos 70 aminoacidos; ¢) D o
region puente, de unos 40 aminodcidos, y d) E o carboxi-
terminal, de unién al ligando, de unos 293 aminodcidos.
Este dltimo dominio es muy complejo y es el responsa-
ble de funciones muy especializadas, como la unién con
alta afinidad al ligando, la unién a factores de transcrip-
cién y la dimerizacién con el receptor del 4cido retinoi-
co, que es un coactivador.

De forma esquematica, se pueden describir los suce-
sivos acontecimientos moleculares que suceden cuan-
do la vitamina D se une a su receptor*:

1. Cambio conformacional del receptor, que forma
un heterodimero con el receptor del 4dcido retinoico.

2. Al mencionado dimero se unen otras proteinas y
otros coactivadores.

3. La reunién de todos ellos permite la unién del
complejo a ciertas zonas del ADN, lo que provoca su
acetilacion y la liberacién de histonas.

4. Determinados factores de transcripcion pueden,
entonces, iniciar la transcripcién de genes diana y la
produccién de sus correspondientes proteinas.

Se ha demostrado que este complejo mecanismo
existe en al menos 30 tejidos diferentes cuya relacidn
seria exhaustiva.

La funcién principal de la vitamina D es regular la
homeostasis del calcio, tanto la sistémica, con accio-
nes en el intestino, los rifiones y el hueso, como la in-
tracelular en los diferentes tejidos. La vitamina D
mantiene las concentraciones plasmadticas de calcio a
través de tres vias:

a. Induce las proteinas que estdn involucradas en la
absorcidn intestinal del calcio y, ademds, estimula la
absorcion intestinal del fosfato; el tipo de proteinas y
su induccién es un mecanismo bastante desconocido
hasta la fecha.

b. Moviliza el calcio de los huesos, cuando éste esta
ausente de la dieta, a través de mecanismos comple-
jos, como son la estimulacion de los osteoblastos para
que éstos produzcan RANKL (receptor del activador
nuclear ), que a su vez activa los osteoclastos para la
resorcion 6sea. En esta movilizacion célcica desempe-
fia un papel clave la paratirina (PTH).
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c¢. Tanto la vitamina D como la PTH son responsa-
bles de la reabsorcion del ultimo 1% del calcio filtra-
do a través del tubulo renal distal.

La vitamina D puede considerarse una hormona
muy importante que no sélo desempeiia un papel en la
movilizacion del calcio éseo cuando se requiere, sino
en la iniciacién del modelado y el remodelado 6seo y
sus reparaciones correspondientes.

La regulacién endocrina del calcio es muy eficaz y
sensible. Cuando las concentraciones de calcio des-
cienden, las proteinas transmembranosas acopladas a
las protefnas G estimulan la secrecién de paratirina,
que actda en los osteoblastos y en las células del tibulo
contorneado proximal del rifién. Estas células presen-
tan concentraciones elevadas de la enzima 1a-hidroxi-
lasa y sirven de gldndula endocrina de la vitamina D,
que por si misma estimula la absorcion intestinal de
calcio y, junto a la paratirina, la movilizacién de calcio
6seo y la resorcién renal de calcio. Como consecuencia
de las concentraciones elevadas de calcio se produce
una parada en los procesos estimuladores de la glandu-
la paratiroides. Si las concentraciones de calcio se so-
breexceden, entonces las células C del tiroides segre-
gan la calcitonina (péptido de 32 aminodcidos), que
bloquea la movilizacién del calcio 6seo.

Métodos mas usados para su cuantificacion

Hay que distinguir entre las dos formas de vitamina
D que actualmente tienen utilidad clinica.

Calcidiol o 25-dihidroxivitamina D,

Sus concentraciones son el indice mas fiable para
definir las situaciones de déficit, insuficiencia, hipovi-
taminosis, suficiencia y toxicidad de vitamina D. Los
métodos al uso presentan fuertes discrepancias en las
concentraciones de calcidiol para las situaciones referi-
das anteriormente. Durante los afios setenta y ochenta,
los métodos que predominaban eran los de unién com-
petitiva a las proteinas de transporte, pero conforme se
hizo mas extensivo el uso clinico del calcidiol, los mé-
todos se simplificaron y en el afio 1985 se ide6 el pri-
mer RIA que eliminaba una previa purificacién y no
necesitaba de ningin solvente orgdnico y evaporacion®.
De todas formas, este método presentaba el inconve-
niente de usar como trazador tritio (*H); esto fue obvia-
do cuando en 1993 se introdujo el marcador de yodo
(*®1)’, aprobado por la Food and Drug Administration
(FDA) y comercializado por DiaSorin Corporation
(Stillwater, MN, Estados Unidos). Posteriormente,
otros fabricantes obtuvieron licencia por la FDA para
comercializar equipos para medir el calcidiol.

Segtin un informe reciente de participantes en un
programa de evaluacion externa de la calidad (DE-
QAS)3, un 38% de laboratorios usaba el método de
RIA Diasorin, un 27% el método de RIA IDS, un 12%
el método de andlisis de unidén competitiva automati-
zado Nichols Advantage, un 10% el método de ELISA
IDS, un 6% el método de cromatografia liquida de

Endocrinol Nutr. 2006;53(3):199-208 201



Navarro-Moreno MA et al. Metabolismo éseo. Vitamina D Y PTH

alta presioén, un 3% el método de unién competitiva
cromatografico elaborado en los propios laboratorios
y un 4% restante métodos desconocidos. La mayoria
de los laboratorios (65%) usaba métodos de RIA por
su facil manejo y fiabilidad. En términos breves, los
métodos de RIA consisten en:

1. Un primer paso de extraccion del calcidiol y otros
metabolitos hidroxilados con acetonitrilo.

2. Incubacién de la hormona marcada con el traza-
dor 'I, la muestra del paciente y el anticuerpo anti-
calcidiol.

3. Segunda incubacién con un complejo precipitan-
te, que generalmente es un anticuerpo contra el pri-
mer anticuerpo del paso anterior, junto con polienti-
lenglicol.

4. Centrifugacion, lectura de la radioactividad y cal-
culo de resultados.

Estos métodos tienen la limitaciéon de medir todas
las formas 25-hidroxiladas de la vitamina D, mientras
que la cromatografia liquida las distingue, aunque en
seres humanos estos compuestos se encuentran pre-
sentes a concentraciones picomolares.

Calcitriol o 1,25-dihidroxivitamina D,

Es la hormona biolégicamente activa del complejo
vitamina D y, por tanto, la que ejerce sus funciones a
través de receptores propios en érganos diana, estimu-
lando la absorcion intestinal del calcio y el incremento
de la reabsorcién 6sea e inhibiendo la produccién de
paratirina. Sus concentraciones son picomolares, a di-
ferencia de las del calcidiol, que son nanomolares, por
lo que su utilidad clinica como marcador nutricional
es mas limitada.

En el informe anteriormente mencionado de la cali-
dad DEQAS, un 59% de laboratorios participantes
usaban el método de RIA IDS, un 30% el método de
RIA Diasorin, un 3% el método de RIA de Biosource,
otro 3% un método de RIA con previa separacién por
cromatografia liquida y un 4% restante por métodos
desconocidos. En términos generales, los métodos de
RIA, si exceptuamos el de separacion previa con cro-
matografia liquida, consisten en:

1. Inmunoextraccion del calcitriol mediante un anti-
cuerpo monoclonal.

2. Incubacién del calcitriol inmunoextraido con un
anticuerpo durante 24 h.

3. Posterior incubacién con calcitriol marcado con

4. Siguiente incubacién con un complejo anticuer-
po-anti IgG y celulosa.

5. Centrifugacion, lectura de la radioactividad y cal-
culo de resultados.

1251

Condiciones de extraccion sanguinea,
conservacion de las muestras e interferencias

Para la cuantificacion de las dos formas de vitamina
D puede usarse tanto plasma como suero en muestras
no hemolizadas; el plasma puede obtenerse indiferen-
temente usando como anticoagulantes EDTA o hepari-
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na. La sangre se puede recoger en tubos de vidrio es-
tandar de casas comerciales; tras su extraccion, la san-
gre se centrifuga a 1.200 g durante 10 min y tempera-
tura ambiente.

El suero o plasma puede procesarse en el momento o
almacenarse a diferentes temperaturas, segtin el tiempo
que se tarde en procesarlo: a) 3 dias a 25 0 4 °C; b) 2
semanas a —20 °C, y c¢) periodos mds prolongados de
tiempo para serotecas, a —70 °C y previa evaluacion.
No es aconsejable repetir ciclos de congelacién/des-
congelacién, y es obligatorio congelar la muestra y
mantenerla congelada en su transporte a otros centros.

Las interferencias analiticas mds conocidas se deben
a las concentraciones elevadas de bilirrubina, lipidos y
hemoglobina.

Uso clinico y correcta interpretacion
de las concentraciones de calcidiol y calcitriol

En otro apartado de este articulo se indicaba que aun-
que el calcitriol es la hormona biolégicamente activa de
la vitamina D y el metabolito mas eficaz, las concentra-
ciones de calcidiol son el mejor indicador para verificar
la insuficiencia, suficiencia o toxicidad de vitamina D
en un individuo. Atn no hay un consenso para definir
los valores de corte en las diferentes situaciones de dé-
ficit de calcidiol, suficiencia y toxicidad.

1. Concentraciones < 12,5 nmol/l serian claramente
patongmonicas de raquitismo en nifios y osteomalacia
en adultos, y considerados como grave deficiencia en
vitamina D°.

2. Concentraciones < 25 nmol/l podrian conducir a
la larga a estas 2 situaciones y se pueden considerar
como de moderada deficiencia'’.

3. Concentraciones < 40-50 nmol/I reflejarian insu-
ficiencia leve de vitamina D y podrian abocar a altera-
ciones funcionales, como hiperparatiroidismo'!.

4. Concentraciones entre 50 y 100 nmol/l pueden
considerarse como hipovitaminosis D y sus reservas
organicas disminuidas con la consiguiente elevacion
de paratirina, aun en el rango de normalidad'2.

5. Concentraciones entre 100 y 200 nmol/I se podrian
considerar propias de una suficiencia de vitamina D'3.
Estos 2 dltimos apartados estdn en discusién entre di-
ferentes autores, y existiria un consenso de que con-
centraciones > 50 nmol/l son las correspondientes a
una situacién de normalidad y variarian en funcién de
la ingesta célcica®. Conversiones:

25-hidroxivitamina D pg/ml x 2.400 = pmol/L

1-25 hidroxivitamina D ng/ml x 2.496 = nmol/L

La medicién de las concentraciones del calcidiol
estd teniendo cada vez mds relevancia en diferentes
trastornos del metabolismo del calcio, como raquitis-
mo, hipocalcemia neonatal, embarazo, osteodistrofia
renal y nutricional, hipoparatiroidismo y osteoporosis
posmenopdusica.

Independientemente de la relacion entre la vitamina
D y el hueso, existen asociaciones de esta hormona
con determinadas enfermedades crénicas'*:



1. Miopatia. Los pacientes con osteomalacia pade-
cen de debilidad muscular y tienen disminuidas las
concentraciones de enzimas musculares; el origen de
la insuficiencia cardiaca congestiva por estar alterada
la contractilidad del miocardio pueden ser las concen-
traciones bajas de vitamina D.

2. Infecciones. En paises subdesarrollados o en de-
sarrollo existe mayor prevalencia de infecciones en ni-
flos con raquitismo nutricional, y pacientes con tuber-
culosis presentan valores de vitamina D disminuidos.
Esta relacién puede estar basada en que el calcitriol
potencia la actividad de las enzimas lisosémicas en los
macrofagos, y ademds estas células, que representan
la primera linea de defensa inespecifica del sistema in-
mune, contienen la enzima la-hidroxilasa que con-
vierte calcidiol a calcitriol.

3. Enfermedades autoinmunes e inflamacion. Las
concentraciones bajas de vitamina D pueden ser causa
de la artritis reumatoide, la colitis ulcerosa, la enfer-
medad de Crohn y la esclerosis mdltiple, ya que su-
plementos nutricionales y farmacoldgicos de calcio y
calcitriol pueden mejorar estas enfermedades y dete-
ner su progresion.

4. Hipertension esencial. Se ha observado una dis-
minucién de las presiones sistélica y diastélica des-
pués de una exposicion a los rayos ultravioleta B, y
una relacién inversa entre concentraciones de calci-
triol y presion diastdlica.

5. Enfermedad cardiovascular. Se ha encontrado
una relacién inversa entre infarto de miocardio y con-
centraciones de calcitriol, y la actividad fisica se aso-
cia a valores elevados de calcidiol y calcitriol.

6. Diabetes. Se conoce la dependencia existente entre
la secrecién de insulina y vitamina D, una disminucién
en la actividad de la vitamina D puede provocar una in-
sulinorresistencia y una secrecién disminuida de insulina.

7. Cdncer. Existe una asociacién entre una mayor
exposicion a los rayos solares y mayor ingesta de ali-
mentos ricos en vitamina D y una menor incidencia de
céancer de prostata, mama y colon.

Estudios demograficos

Las concentraciones de calcidiol y calcitriol tienen
una marcada variabilidad estacional, con valores me-
nores en invierno respecto al verano y en latitudes de
52°N respecto a 32°N. Esta variabilidad estacional es
menos acusada y mds dificil de establecer en personas
mayores, dado que su piel tiene menor capacidad de
producir vitamina D y, ademds, realizan generalmente
menos actividades al aire libre.

Se han observado diferencias raciales en las concen-
traciones de calcidiol; en la poblacién de raza negra,
estas concentraciones son mds bajas y su varibilidad
estacional es mds atenuada que en la poblacién de
raza blanca, aunque en ambas razas existe una capaci-
dad similar de absorcién y sintesis de vitamina D. La
eficacia en la poblacion de raza negra puede ser infe-
rior debido a la marcada pigmentacién de la piel®.
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En la poblacién blanca, unas concentraciones de
calcidiol alrededor de 80 nmol/l pueden ser las ade-
cuadas para mantener una buena salud dsea y esto se
consigue con una ingesta de 800-1.000 U/dia de vita-
mina D,'S.

Se tiene que llamar la atencién sobre la interpreta-
cion de los valores de calcidiol y calcitriol, y el uso de
la suplementacién de vitamina D; dado que existe una
marcada variabilidad entre laboratorios en las concen-
traciones de vitamina D, el punto de corte de las con-
centraciones Optimas de calcidiol (70-80 nmol/l) y la
deteccién de hipovitaminosis son muy discordantes
segin los laboratorios’. Los métodos mds frecuente-
mente usados, los de RIA, utilizan diferentes anticuer-
pos que detectan diferentes formas moleculares de
calcidiol; unos reconocen 25-OH-D, (25-hidroxiergo-
calciferol) y 250HD, y otros infravaloran la propia
25-OH-D,. Por tanto, es necesario establecer una co-
rrecta definicion del umbral exacto de la situacién de
vitamina D en una comunidad a través de un método
bien estandarizado y con valores de referencia pro-
pios, para de esta forma indicar una adecuada suple-
mentacién'®.

PARATIRINA (PTH)

La paratirina, una hormona segregada por las glan-
dulas paratiroides como respuesta a pequefios cambios
en las concentraciones de calcio, actia directamente
sobre el hueso y los rifiones, y tiene efectos catabdlicos
y anabdlicos sobre el esqueleto, dependiendo de que su
accidn sea continua o intermitente. Es el regulador mds
importante en la homeostasis del calcio, ya que cual-
quier descenso en la concentracién de éste provoca un
incremento en la concentracién de paratirina, y a la in-
versa, ejerciendo un mecanismo negativo de retroali-
mentacion potenciando su reabsorcién tubular renal e
incrementando sus concentraciones en sangre; asimis-
mo, incrementa la resorcién Gsea osteobléstica'®. En la
propia glandula paratiroidea, la PTH sufre un proceso
de proteolisis, y posteriormente su metabolizacién con-
tinda en el higado, el rifién y los huesos.

Estructura molecular

La paratirina es un péptido de 84 aminodacidos sin-
tetizado como parte de una molécula precursora mas
grande, la preproparatirina, de 31 aminodcidos adi-
cionales (fig. 2a). Esta molécula sufre un proceso de
rotura en el reticulo endopldsmico, y se segrega a la
circulaciéon como molécula madura pero inmunoqui-
micamente distinta de la paratirina glandular. En la
circulacion existen diferentes formas cuya proceden-
cia tisular, vida media, destino y afeccién en la enfer-
medad son distintas, y el conocimiento de esta hete-
rogeneidad ha sido muy importante para interpretar
datos procedentes de métodos especificos segiin re-
gion. De estas diferentes formas, existen 2 mayorita-
rias: a) intacta (1-84), que es biolégicamente activa, y
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Fig. 2. a) Formacion de la paratirina a partir de su molécula precursora (preproparatirina); sombreada, se muestra la region biologica-

mente activa; b) descripcion de las zonas de reconocimiento antigénico
ra 'y segunda generacion para cuantificar la paratirina.

b) fragmentos relacionados, que constituyen las por-
ciones media y carboxiloterminal (39-84), hPTH (39-
68), hPTH (44-68) y hPTH (53-84), todos ellos biol6-
gicamente inactivos al no contener los aminodcidos
1-34.

Mecanismo de accion

La unién de la paratirina a su receptor se realiza a
través de la regién aminoterminal o N-terminal; dentro
de los 34 aminodcidos de esta regién estd la clave en
las interacciones de alta afinidad que esta hormona
presenta con su receptor, alguna de las cuales son cru-
ciales para su activaciéon y cambio conformacional. Se
han identificado y clonado 3 receptores, PTHR1%,
PTHR2* y PTHR3?; el primero es el mds conocido; el
PTHR?2 se expresa en el sistema nervioso central, el
pancreas, el testiculo y la placenta, y su ligando natural
parece ser que no es la propia paratirina, sino un pépti-
do tuberoinfundibular de 39 aminodcidos (TIP39), que
a su vez podria ser un inhibidor de la paratirina al unir-
se al PTHRI1. Adicionalmente, y relacionado con los
aspectos de la secrecién heterogénea de paratirina, co-
bra mas fuerza la existencia de un receptor especifico
de las regiones media y C-terminal de esta hormona,
llamado C-PTHRZ. Asi, el PTHR1 mediaria la mayo-
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de los anticuerpos de deteccion utilizados en los métodos de prime-

ria de las acciones bioldgicas clasicas de la molécula
intacta de la paratirina en los correspondientes tejidos
diana, mientras el C-PTHR, al unirse a fragmentos de
las regiones media y C-terminal, tendria relevancia en
algunos aspectos de la modulacién de la actividad ce-
lular 6sea. Una vez que la paratirina ha interaccionado
con sus receptores se inicia el proceso de transduccién
de sefal intracelular a través de las proteincinasas A y
C; los segundos mensajeros de esa sefial son funda-
mentalmente el adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
y en menor participacion Ca** e IP3.

Hay que indicar que la PTH-rP, proteina relacionada
con la paratirina, con sus tres isoformas de 139, 141 y
171 amino4cidos, cuya relevancia fundamental reside
en el diagndstico del sindrome de hipercalcemia hu-
moral maligna, se une también, con igual afinidad que
la paratirina, al PTHRI, y a través del mismo efectia
el proceso de transduccion de sefial y estimulo de se-
gundos mensajeros indicado anteriormente.

(Cémo efectda la paratirina sus acciones sobre los
organos diana?:

1. Regulacion de la formacion osea. Este efecto
anabdlico® lo ejerce a través de 3 vias: a) estimulando
la proliferacion de preosteoblastos; b) promoviendo la
diferenciacién de preosteoblastos y osteoblastos, y c¢)
inhibiendo la apoptosis osteobléstica.



2. Regulacion de la resorcion osea. Favorece la di-
ferenciacidn, el aumento y la activacién de los osteo-
clastos indirectamente, a través de los osteoblastos,
mediante un mecanismo sutil de equilibrio entre el li-
gando del receptor RANK (RANKL) y la osteoprote-
gerina (OPG), aumentando la concentracién del pri-
mero y disminuyendo la concentracién de la segunda,
con el consiguiente aumento de la razon RANKL/
OPG™.

3. Acoplamiento entre la formacion y la resorcion
osea. El remodelado 6seo normal permite que estos
dos pasos se realicen de forma escalonada y acoplada,
de tal forma que la activacién y formacién de osteo-
clastos precede a la proliferaciéon y la diferenciacion
de los osteoblastos?.

En la figura 3 se describe la interrelacion entre vita-
mina D, PTH y sus érganos diana.

Métodos mas usados para la medicion
de la concentracion de paratirina

Los métodos para cuantificar paratirina han evolu-
cionado desde que Berson et al*’ describieron el pri-
mer método inmunoquimico en el afio 1963. Entonces
se usaba paratirina intacta o fragmentos sintéticos
marcados con isétopos radioactivos, y por medio de
un método de desplazamiento competitivo se median
las concentraciones de la misma en suero o plasma.
Dado que la mayoria de los fragmentos antigénicos de
la paratirina se localizan en las regiones media o car-
boxiloterminal de la molécula, todos los RIA de la
época y las décadas posteriores detectaban una varie-
dad de fragmentos carboxilo, aparte de la molécula
completa, por lo que afiadia problemas de interpreta-
cidn clinica de los resultados, sobre todo en pacientes
con insuficiencia renal crénica®.
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A final de los afios ochenta se introdujeron los méto-
dos inmunométricos o sdndwich, llamados asi porque
emplean un antigeno emparedado entre 2 anticuerpos
para detectar péptidos de larga cadena y miniminizan
la reaccién cruzada con fragmentos mds pequeiios; las
etapas de un método sandwich de primera generacion
se pueden resumir del modo siguiente:

1. Un anticuerpo dirigido contra un epitopo antigé-
nico de la regién C-terminal de la paratirina unido a
una fase sélida o anticuerpo de captura.

2. Otro segundo anticuerpo dirigido contra a otro
epitopo antigénico de la regiéon N-terminal, marcado
con isétopos radioactivos o sustancias quimioluminis-
centes, llamado anticuerpo de deteccioén.

3. Alicuotas de plasma o suero de concentraciones
desconocidas de paratirina se incuban con ambos.

4. La cantidad de sefal producida por la unién an-
tigeno-anticuerpo de deteccidn es directamente pro-
porcional a la concentracién de sustancia. Dado que
los 2 anticuerpos son disefiados frente a dos regiones
distantes entre si de la molecula de paratirina, sola-
mente se detectardn los péptidos de tamafio suficien-
te para abarcar esta distancia.

A pesar de este diseiio metodoldgico, en estos sand-
wichs de primera generacion, puede existir reaccion
cruzada con péptidos de larga cadena procedentes de
la region aminoterminal rota de la paratirina, y que se
metabolizan en algunos estadios de la insuficiencia re-
nal®. Para subsanar este problema, se idearon los mé-
todos inmunométricos de segunda generacion. La di-
ferencia fundamental entre las dos generaciones de
métodos radica exclusivamente en el anticuerpo de de-
teccion (fig. 2b); en los de primera generacion, éste se
dirige contra los residuos aminoterminales 15-34 de la
cadena, mientras que en los de segunda generacién se
dirige contra los primeros residuos de la cadena, por

Intestino

Fig. 3. Esquema global de la interrela- Neuromuscular
cion de vitamina D, paratirina y sus

organos diana.
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lo que los péptidos que se producen en la insuficiencia
renal no se detectan®.

Aun se han hecho modificaciones a estos métodos
de segunda generacion, consistentes en dirigir el anti-
cuerpo de deteccion solamente contra el primer ami-
nodcido de la regién aminoterminal de la paratirina;
estos métodos si que eliminan cualquier reaccién cru-
zada con péptidos rotos desde el aminodcido 1°!. Ob-
viamente, las concentraciones de paratirina medidas
en ambos métodos son diferentes y pueden llegar a ser
entre un 40-50% mads bajas para los de segunda gene-
racion con respecto a los de la primera.

Actualmente, estd muy extendido un método auto-
matizado secuencial inmunométrico y quimioluminis-
cente en fase solida (Immulite 2000), que usa un anti-
cuerpo de captura monoclonal frente a los aminoécidos
44-84 unido a unas bolitas, y un anticuerpo de detec-
cion policlonal frente a los aminoécidos 1-34 marcado
con fosfatasa alcalina, y potenciada la sefial final con
un sustrato quimioluminiscente; este método presenta
una reaccién cruzada no detectable frente los fragmen-
tos 1-34, 1-44, 44-68 y 53-84 de la paratirina’.

Condiciones de extraccion, conservacion
de muestras e interferencias

La toma de muestras debe realizarse con el paciente
en ayunas después de las 7.00 h de la mafiana, dado el
marcado ritmo circadiano de la paratirina, que presen-
ta valores mds elevados durante la noche (hay algunos
autores que aconsejan efectuar la extraccion después
de las 10 de la mafiana para discriminar entre pobla-
cion normal e hiperparatiroidismo primario leve). Ha-
bitualmente la muestra es suero obtenido de sangre
coagulada y centrifugada a 1.200 g durante 10 min a
25 0 4 °C, indistintamente.

Las muestras de plasma con EDTA también pueden
usarse, aunque debe existir una proporciéon adecuada
entre volumen de sangre y EDTA, ya que el exceso de
este anticoagulante puede causar resultados de con-
centracion falsamente baja.

Los tubos pueden ser vidrio o plédstico con gel inerte.

Las interferencias, aparte de la mencionada por ex-
ceso de concentracion de EDTA, se deben a concen-
traciones elevadas de hemoglobina, bilirrubina y lipi-
dos; asimismo, la fibrina puede causar interferencia,
por lo que antes de centrifugar las muestras debe espe-
rarse a la obtencién de un buen coédgulo.

Si las muestras no se pueden procesar y analizar
en el momento, se recomienda almacenarlas entre 2
y 8 °C durante 8 y 10 h; en caso de almacenamiento
mds prolongado, la estabilidad se puede mantener
durante 6 meses a —20 °C.

Utilidad clinica
Hiperparatiroidismo primario

Es la tercera enfermedad endocrina tras la diabetes
y la enfermedad tiroidea, y es causada por una secre-
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cion auténoma de paratirina, bien por adenoma solita-
rio, hipertrofia pluriglandular o enfermedad maligna;
en su forma sintomatica, el diagndstico se efectia por
la hipercalcemia asociada a elevadas concentraciones
de paratirina. Con los actuales métodos para cuantifi-
car esta ultima, se distingue claramente a los pacientes
hipercalcémicos por hiperparatiroidismo primario de
los que presentan hipercalcemia de otro origen. Aun-
que la concentracion de paratirina va aumentando con
la edad, el diagnéstico en edades avanzadas es vélido
y claro con esta hormona®*-4. Aun en los casos de mu-
jeres con normocalcemia y paratirina elevada, descar-
tando causas secundarias de la elevacion, ésta podria
llegar a ser diagndstica de las primeras fases de hiper-
paratiroidismo primario.

En pacientes de edad y con indicacién quirtrgica
del hiperparatiroidismo primario, su seguimiento debe
hacerse midiendo calcio y paratirina a las 2 semanas,
los 6 meses y los 12 meses de la intervencion.

Tumores ovaricos, carcinomas de pulmodn
de células pequenas y timomas

Causas extraordinariamente raras que provocan se-
crecién de paratirina®.

Hiperparatiroidismo secundario

Se produce principalmente, cuando las glandulas pa-
ratiroideas se estimulan constantemente por fallo renal
crénico, y las concentraciones disminuidas de calcitriol
en esta situacion provocan una hiperplasia glandular, de-
bida a la interrupcion del mecanismo de alimentacién
negativo sobre la paratiroides; otra causa puede ser la hi-
perfosfatemia de esta insuficiencia renal crénica. Como
consecuencia de esta hipertrofia glandular, se producen
concentraciones elevadas de paratirina ain cuando las
concentraciones de calcio sean normales o bajas’.

Hiperparatiroidismo terciario

Como consecuencia de una prolongada persistencia
del hiperparatiroidismo secundario, se puede provocar
una elevada secrecién auténoma de paratirina®”.

Hipercalcemia tumoral maligna

Casos con concentraciones elevadas de calcio y dis-
minuidas o normales de paratirina. En esta situacién
existe una inapropiada secrecién de la proteina rela-
cionada con la paratirina (PTHrP), procedente de las
células tumorales™.

Hipercalcemia hipocalciurica benigna familiar

El sindrome es secundario a una mutacién en los re-
ceptores sensibles al calcio. Como su nombre indica,
existen concentraciones aumentadas de calcio plasma-
tico y disminuidas de calcio urinario; en estos casos,
la PTH se mantiene en valores normales (muy proba-
blemente es caracteristico de este sindrome que no se
excedan los 3 pmol/)*.



Formas hereditarias de hipoparatiroidismo:
hipocalcemia hipercalciurica autosémica
dominante

Un calcio plasmatico no inferior a 1,20 mmol/l, una
magnesemia < 0,70 mmol/l, una razén calcio urina-
rio/creatinina > 0,30 y una paratirina entre 1 y 3,3
pmol/l podrian ser los rasgos diagndsticos bioquimi-
cos, aunque para distinguirlo del hipoparatiroidismo
idiopdtico habria que efectuar un estudio genético®.

La paratirina como magnitud en la cabecera
del enfermo (rapida intraoperatoria)

Burkitt" definié los criterios que tendria que reunir
cualquier prueba intraoperatoria: “Segura, reproducible,
sencilla de interpretar y rdpida. Ademas, no deberia te-
ner un coste econémico excesivo”. Entre el conjunto de
las pruebas de laboratorio realizadas en la cabecera del
enfermo, una de las mds precisas y exactas es la parati-
rina intraoperatoria. Desde su implantacién, ha tenido
diferentes modificaciones y actualmente se ha instaura-
do en el protocolo quiridrgico del hiperparatiroidismo.

Aunque el tratamiento quirdrgico del hiperparatiroi-
dismo tenia un éxito bastante elevado (90-95%), en al-
gunos pacientes persistia la hipercalcemia tras la ciru-
gfa, y adicionalmente se tenfa que efectuar una
diseccién completa del cuello e inspeccionar las cuatro
glandulas, con el consiguiente aumento de morbilidad.
En 1988, después de la llegada de los métodos sdnd-
wich para paratirina, se propuso una versiéon modificada
del método, reduciendo los tiempos de incubacién a 15
minutos. Si se tiene en cuenta esta modificacién meto-
doldgica, y que la vida media de la paratirina intacta es
< 5 min y que su concentracién sanguinea disminuye
rapidamente en un corto periodo de tiempo tras la extir-
pacidn del tejido paratiroideo hipersecretor, la medicién
de la concentraciéon de paratirina se introdujo como
prueba protocolizada en campo operatorio abierto®.

El protocolo inicial y basico consiste en: a) extrac-
cién sanguinea de venas periféricas en condiciones
basales; b) extraccién sanguinea a los 10 min de es-
cisién tumoral, y ¢) cuantificacién de paratirina de las
2 muestras. Se valora como éxito quirtdrgico la dismi-
nucién de la concentracién de la hormona en un 50%
o0 mds en la segunda muestra respecto a la primera.

El protocolo anteriormente expuesto presenta varian-
tes segun el centro hospitalario y la metodologia usada:

1. Algunos han propuesto descensos del 40, el 60 y
el 75% para valorar éxito quirtrgico.

2. Extraccién de sangre directamente de venas del
cuello.

3. Para agilizar mas el proceso, otros cuantifican la
paratirina en sangre total.

4. Debido a que durante la apertura del campo qui-
rirgico existen manipulaciones de tejido, se puede es-
timular la secrecion de paratirina, por lo que en algu-
nos centros se efectda la toma de tres muestras, una
basal, otra abierto el campo quirudrgico, que se consi-
dera preexéresis y otra tras la exéresis; se realiza fun-

Navarro-Moreno MA et al. Metabolismo 6seo. Vitamina D Y PTH

damentalmente para evitar falsos negativos en pacien-
tes con un solo adenoma.

5. Otros usan s6lo una muestra tras escisién inme-
diata, y valoran si las concentraciones de paratirina
descienden dentro del intervalo de referencia.

6. Otros predicen el éxito quirdrgico estableciendo
un algoritmo que combina la variabilidad interindivi-
dual en la vida media y el descenso de un 50%, con lo
que se estudia el decay de la hormona.

Existen, actualmente, varios sistemas automaticos o
semiautomaticos que realizan este tipo de prueba y se-
gtin el informe del College of American Pathologists
Point-of-Care Testing®, el 47% de laboratorios que rea-
lizaban esta prueba lo hacian con el sistema Turbo Im-
mulite de DPC, el 33% con el Quick-Intraoperative de
Nichols y el 7% con el Elecsys de Roche.

En el dmbito del hiperparatiroidismo primario, este
procedimiento ha demostrado tasas de curacién de
hasta > 95% y hasta 5 afios de seguimiento. Asimis-
mo, es muy util en los hiperparatiroidismos secunda-
rio y terciario, en casos de reintervencion por fracaso
quirurgico o enfermedad recurrente. También puede
permitir predecir hipocalcemia grave posquirtdrgica en
pacientes reintervenidos con enfermedad multiglandu-
lar. Ultimamente se estd usando para monitorizar la
funcién paratiroidea durante la tiroidectomia e identi-
ficar pacientes de riesgo con hipocalcemia***.

Adicionalmente, en combinacién con métodos de
localizacién y en adenomas solitarios, se puede reali-
zar una pequefia incision minimamente invasiva y una
paratiroidectomia endoscépica, lo que supone sola-
mente anestesia locoregional, satisfaccion cosmética
para el paciente y realizacién ambulatoria.
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