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1. GENERALIDADES DE LAS VITAMINAS.

En 1912, el bioquimico inglés Sir Frederick Hopkins publicé un trabajo en la revista
Journal of Physiology titulado “Feeding experiments illustrating the importance of
accessory food factors in normal dietaries” que es considerado por muchos como el
primer trabajo donde la existencia de las vitaminas quedd solidamente establecida.
Hopkins observé que las ratas alimentadas con una dieta con carbohidratos, proteinas,
grasas y sales minerales dejaban de crecer si no
se suplementaba dicha dieta con pequefias
cantidades de leche, lo que acertadamente le
Ilevé a concluir que la leche contenia trazas de
sustancias que eran necesarias para el
crecimiento. Asi mismo, estos estudios le
llevaron a formular la hipotesis de que ciertas

enfermedades, como el raquitismo y el

escorbuto, estaban causadas por deficiencias

Figura 1. Imagen de Frederick Hopkins
) ) (tomada de http://trome.pe/escolar-
en estas sustancias esenciales y que ahora /quien-fue-frederick-gowland-hopkins).

conocemos como Vitamina D (calciferol) y vitamina C (&cido ascorbico). Propuso para
esas sustancias desconocidas que a dia de hoy llamamos vitaminas el nombre de “factores

accesorios de la alimentacion”.

Anteriormente, Christiaan Eijkman habia descubierto que la causa del beri-beri era
la deficiencia de una sustancia vital que se encuentra en la cascara del arroz. En 1897
descubrié que el arroz descascarillado producia en los pollos una enfermedad parecida al
beri-beri y que sanaban cuando se les suministraba arroz natural, lo cual indicaba que la

sustancia que prevenia el beri-beri se encontraba en la cascara del arroz. Por todo ello en


http://trome.pe/escolar-/quien-fue-frederick-gowland-hopkins
http://trome.pe/escolar-/quien-fue-frederick-gowland-hopkins
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1929, el premio Nobel de Medicina fue compartido por el holandés Christiaan Eijkman y
el britanico Frederick Hopkins. EI primero fue galardonado por el descubrimiento del
compuesto “antineuritico vitamin” y el segundo por el descubrimiento de las vitaminas

que estimulan el crecimiento.

En aquellos afios no se conocia la estructura quimica de las vitaminas, pero si se
sabia que algunas aparecian asociadas a los componentes grasos de los alimentos
(vitaminas liposolubles), y otras a la parte acuosa (vitaminas hidrosolubles). El
descubrimiento de las vitaminas ha escrito una de las paginas mas brillantes de la ciencia
moderna y ha sido el resultado de la estrecha colaboracion entre las distintas disciplinas

cientificas, incluso a dia de hoy se siguen descubriendo nuevas funciones de las vitaminas.

Las vitaminas son sustancias quimicas no sintetizables por el organismo (excepto
la vitamina D que se sintetiza en un 90 % de manera enddgena, por lo que se considerada
como una hormona esteroidea) presentes en pequefias cantidades en los alimentos y son

indispensables para la vida. Se han dividido en 2 grandes grupos:

VITAMINACY 8 DEL COMPLEJO B VITAMINASA,D,EYK

Figura 2. Vitaminas hidrosolubles y vitaminas liposolubles (imagen tomada de
http://alimentaelfuturo.com/conoce-lo-que-comes/vitaminas-hidrosolubles-y-liposolubles/).



http://www.zonadiet.com/nutricion/hidrosol.htm
http://www.zonadiet.com/nutricion/hidrosol.htm
http://alimentaelfuturo.com/conoce-lo-que-comes/vitaminas-hidrosolubles-y-liposolubles/
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A) Vitaminas Liposolubles: Aquellas solubles en lipidos. Se acumulan en el organismo.

e Vitamina A
e Vitamina D
e Vitamina E

e Vitamina K

B) Vitaminas Hidrosolubles: Aquellas solubles en agua. No se acumulan en el organismo.

e Vitamina C

e Vitamina B1 (tiamina)

e Vitamina B2 (riboflavina)

e Vitamina B3 (niacina)

e Vitamina B5 (acido pantoténico)
e Vitamina B6 (piridoxina)

e Vitamina B8 (biotina)

e Vitamina B9 (acido folico)

e Vitamina B12 (cobalamina)

Las vitaminas desempefian multitud de funciones en el organismo y su carencia se
asocia con diferentes enfermedades. Las principales funciones de cada vitamina se

presentan en la siguiente tabla:

-Es fundamental para la visidn, el retinol contribuye a mejorar la
vision nocturna

-Interviene en el crecimiento y desarrollo éseo

Vitamina A
-Implicada en el desarrollo celular
-Interviene en el sistema inmune
-Antioxidante
. ) -La principal funcidn de esta vitamina es mantener los niveles de
Vitamina D

calcio y fésforo
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-Participa en el crecimiento y maduracién celular
-Fortalece al sistema inmune
-Funcién antioxidante
-Mantenimiento del sistema inmune
-Protege al organismo contra los efectos del envejecimiento
-Mantenimiento de la integridad y estabilidad de la membrana
axonal
Vitamina E -Previene la trombosis
-Es importante en la formacién de fibras del tejido conjuntivo
(elasticas y colageno)
-Proteccién contra la destruccién de la vitamina A, selenio, acidos
grasos y vitamina C
-Proteccién contra la anemia
-Coagulacién sanguinea
Vitamina K -Participa en el metabolismo 6seo, ya que la osteocalcina requiere
de la vitamina K para su maduracion
-Funcién antioxidante
-Mejora la visién
-Es antibacteriana, por lo que inhibe el crecimiento de ciertas
bacterias dafiinas para el organismo
-Repara y mantiene cartilagos, huesos y dientes
-Disminuye los niveles de tensidn arterial y previene la aparicién de
Vitamina C enfermedades vasculares
-Tiene propiedades antihistaminicas
-Ayuda a prevenir o mejorar afecciones de la piel como eccemas o
psoriasis
-Es imprescindible en la formacion de colageno
-Aumenta la produccion de estréogenos durante la menopausia
-Mejora el estreflimiento por sus propiedades laxantes
Vitamina B1 -Implicada en la transformacidn de los alimentos en energia
-Absorcién de glucosa por parte del sistema nervioso

12
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-Interviene en la transformacion de los alimentos en energia
-Ayuda a conservar una buena salud visual
-Interviene en el mantenimiento de las células del sistema nervioso
-Interviene en la regeneracién de los tejidos de nuestro organismo
Vitamina B2 | (hie| cabellos, ufias)
-Produce glébulos rojos junto a otras vitaminas del complejo B, y en
conjunto con la niacina y piridoxina mantiene al sistema inmune en
perfecto estado
-Complementa la actividad antioxidante de la vitamina E
-Obtencién de energia a partir de los hidratos de carbono
Vitamina B3 -Mantiene el buen estado del sistema nervioso junto a la piridoxina y
la riboflavina
-Mejora el sistema circulatorio
-Forma parte de la Coenzima A
-Interviene en la sintesis de la adrenalina en las glandulas
suprarrenales, a partir del tirosina
-Interviene en el metabolismo de proteinas, hidratos de carbonoy
grasas
Vitamina B5S | _gs necesaria para la formacion de anticuerpos
-Interviene en el metabolismo del hierro
-Interviene en la formacidn de insulina
-Ayuda a aliviar los sintomas de la artritis
-Reduce la acidez gastrica junto a la biotina y la tiamina
-Ayuda a disminuir los niveles de colesterol en sangre
-Transformacion de hidratos de carbono y grasas en energia
-Interviene en el proceso metabdlico de las proteinas
-Mejora la circulacion general
Vitamina B6 | _ayyuda en el proceso de produccién de acido clorhidrico en el
estdmago
-Mantiene el sistema nervioso en buen estado
-Mantiene el sistema inmune

13
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-Interviene en la formacién de hemoglobina en sangre
-Es fundamental su presencia para la formacién de niacina

-Ayuda a absorber la cobalamina

-Interviene en la formacién de hemoglobina

-Interviene en procesos celulares a nivel genético

-Interviene en el proceso de obtencidon de energia a partir de la
glucosa

-Es necesaria su presencia para la correcta metabolizacion de
Vitamina B8 | hidratos de carbono, proteinas y lipidos

-Funciona en conjunto con el acido fdlico y el acido pantoténico
-Mantiene las ufias, piel y cabellos sanos

-Ayuda a prevenir la neuropatia diabética y estabiliza los niveles de

glucemia

-Participa en el metabolismo del ADN, ARN y proteinas
-Necesario para la formacién de glébulos rojos

-Reduce el riesgo de aparicion de defectos del tubo neural del
Vitamina B9 | embridony feto como es la espina bifida

-Disminuye la incidencia de enfermedades cardiovasculares

-Previene algunos tipos de cancer

-Interviene en la sintesis de ADN, ARN y proteinas
-Interviene en la formacidn de glébulos rojos
-Mantiene la vaina de mielina de las células nerviosas
Vitamina B12 -Participa en la sintesis de neurotransmisores

-Es necesaria en la transformacién de los 4cidos grasos en energia
-Ayuda a mantener la reserva energética de los musculos

-Interviene en el buen funcionamiento del sistema inmune

-Es necesaria para el metabolismo del acido félico

Tabla I. Principales funciones de las vitaminas®.

14
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El requerimiento diario de vitaminas que el organismo necesita ha sido establecido
cientificamente tras afios de investigacion. Las cantidades necesarias son diferentes segln
el sexo y la edad de la persona; y en el caso de las mujeres también cambia durante el
embarazo y la lactancia. Sus valores se expresan en diferentes unidades, generalmente
microgramos (pg) o miligramos (mg) segun sea la vitamina de la que se habla, pero
también se puede encontrar indicada en unidades internacionales (Ul). EI consumo de
sustancias como el tabaco, alcohol, café, té y ciertos medicamentos, interfieren en el
estado nutricional y vitaminico del organismo, ademas de los métodos de coccion de los

alimentos que pueden afectar a su contenido vitaminico.

REQUERIMIENTOS DIARIOS HOMBRES MUIJERES
Vitamina A 900 pug 700 ug
Vitamina D 5ug 5ug
Vitamina E 15mg 15mg
Vitamina K 120 mg 120 mg
Vitamina B1 1,2 mg 1,1mg
Vitamina B2 1,3mg 1,1mg
Vitamina B3 16 mg 14 mg
Vitamina B5 8 mg 8 mg
Vitamina B6 1,3mg 1,3mg
Vitamina B8 100 ug 100 ug
Vitamina B9 300 pg 300 pg

Vitamina B12 2,4 ug 2,4 ug
Vitamina C 90 mg 75 mg

Tabla Il. Requerimientos diarios de vitaminas para una persona promedio con edad entre 19 y 50 afios
segun el departamento de nutricién del IOM (Institute of Medicine - Instituto de Medicina)l.
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El déficit de vitaminas puede dar lugar a multitud de enfermedades, dependiendo
de la vitamina deficiente. Entre las principales patologias que producen déficit de
vitaminas podemos destacar el escorbuto, problemas de coagulacién, raquitismo,
dermatitis, pelagra, problemas de vision, beri-beri, infertilidad, anemia megalobléstica,
anemia perniciosa, osteomalacia, etc. Por lo que es muy importante mantener una dieta

equilibrada para evitar déficit de vitaminas.
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2. VITAMINA D.

2.1 Introduccién y estructura.

El hombre ya en la antigua Roma tenia conciencia de la existencia de una sustancia
que a dia de hoy denominamos vitamina D. Pero no es hasta el siglo XVII, cuando el
raquitismo era endémico de Europa, cuando el doctor Francis Glisson en 1650 hizo la
primera descripcion cientifica del raquitismo, posiblemente utilizando las primeras
descripciones sobre el raquitismo del estudiante de medicina Daniel Whistlerr en 1645.
La asociacion directa entre el raquitismo y la deficiencia de vitamina D se establecio a
principios del siglo XIX; en 1807 Bardsley escribio sobre el uso del aceite de higado de
bacalao en la prevencion de la osteomalacia y, en 1890, Palm sugirio que la luz del sol
poseia accion antirraquitica. En 1913, se describio la existencia de un factor en el aceite
de higado de bacalao que era esencial para el crecimiento y que denominaron vitamina
AZ. Poco después en 1921, Edward Mellanby indujo raquitismo a perros y comprobé que
la administracion de higado de bacalao era capaz de curar la enfermedad, por lo que
asumié que la vitamina A del aceite de bacalao era capaz de prevenir y curar el
raquitismo®. Posteriormente, se demostrd que la destruccion de la vitamina A del aceite
de higado de bacalao por calor no eliminaba su actividad de prevencion del raquitismo,
por lo que dedujeron que este efecto debia deberse a un factor resistente al calor y lo
denominaron vitamina D*. Simultaneamente, Huldschinsky demostré mediante estudios
clinicos que la exposicidn de nifios a la luz solar o a la luz ultravioleta era también capaz
de prevenir o curar esta enfermedad. En 1923, identificaron que cuando un precursor de
la vitamina D en la piel (7-dehidrocolesterol) era irradiado con luz solar o ultravioleta se
producia una sustancia equivalente a la vitamina D del higado de bacalao®. En las

siguientes décadas, se demostrd que la piel podia producir cantidades adecuadas de

17
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vitamina D, por lo que ésta podia no ser un componente dietético esencial, lo cual no se
ajusta a la definicion de vitamina. Aunque actualmente la vitamina D es considerada
como una hormona esteroidea, debido al gran desarrollo de la nutricion a principios de
siglo XXy al descubrimiento de las familias de vitaminas hidrosolubles y liposolubles,
rapidamente quedo establecida su catalogacion como vitamina y continda clasificAndose

como tal por sus aspectos nutricionales relacionados con la salud publica.

La vitamina D (calciferol) es un término genérico que engloba una serie de esteroles
liposolubles derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno, las 2 formas principales que
se encuentran en el organismo son el colecalciferol y el ergocalciferol. La diferencia entre

ambas formas de vitamina D se encuentra en la cadena lateral®.

1) Colecalciferol (vitamina D3): derivado del colesterol y sintetizado a partir de la

exposicion solar o del consumo de alimentos de origen animal.

2) Ergocalciferol (vitamina D2): derivado del ergosterol y sintetizado a partir de la ingesta

de alimentos de origen vegetal (p.ej. setas).

Vitamina D
'-._I ,l'_{::( r\ l'—._ff :,f'_
A~ A H ALAH
® )
T H ) t[/ H
I &
HO™ ™~ HO" ™"
Ergocalciferol Colecalciferol
Vitamina D2 Vitamina D3

Figura 3. Estructura quimica del ergocalciferol y del colecalciferol (imagen tomada de http://las-
hormonas.blogspot.com.es/2013/07/la-vitamina-d-de-mis-huesos.html).
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2.2 Fuentes de vitamina D.

La vitamina D, a diferencia del resto de vitaminas, no es necesario su aporte en gran
parte de la poblacion para mantener unos niveles 6ptimos, debido a que la mayor parte de
ella se sintetiza de forma enddgena. La vitamina D se puede obtener de manera exdgena,
a través de la dieta, que corresponde con aproximadamente el 10% del total y endégena,
por sintesis cutanea favorecida por la luz ultravioleta, de la cual se obtiene el 90 % de

vitamina D"1°,

a) Fotobiogénesis:

Es el proceso por el cual el 7-dehidroxicolesterol, derivado del colesterol, se
transforma en vitamina D3 en la piel. La radiacion ultravioleta, longitud de onda que varia
entre los 290 y 315 nm!!, produce la fotoconversion del 7-dehidrocolesterol en
previtamina D o precalciferol (se produce la rotura del anillo B del 7-dehidrocolesterol
en su enlace 9-10)2. A continuacion, se produce una isomerizacion quimica dependiente
de la temperatura corporal para transformar la previtamina D3 en vitamina D334, La
produccién de vitamina D3 es un proceso lento y progresivo (a temperatura corporal la
isomerizacion del 50% de la previtamina D3 se produce en 28 horas y son necesarias 36
horas para que se transforme el 96% de la previtamina D3 en vitamina D3). La
previtamina D3 tiene poca afinidad por la proteina transportadora de vitamina D (VDBP),
por eso permanece en la piel para su conversion en vitamina D3, cuando se produce dicha
transformacion a vitamina D3 aumenta su afinidad a la VDBP vy es transportada al higado

para iniciar su transformacién metabdlica.
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La sintesis de vitamina D enddgena depende de varios factores, de los cuales hay
que destacar la edad, los diferentes

polimorfismos de la 7-dehidrocolesterol

reductasa, la calidad e intensidad de la

Fotolisis UV

Luz solar
radiacion ultravioleta, la pigmentacion de la 7-dehidrocolestero lm.s.s..m

piel, etc. El proceso de fotobiogénesis de la

vitamina D nunca producira toxicidad, ya que

cualquier exceso de luz solar convierte a la i it l 8o A
previtamina D en dos  esteroles

biolégicamente inertes: el lumisterol y el

taquicolesterol.

vitamina DJ
CHZ colecalciferol

b) Fuente alimentaria: H

Figura 4. Esquema del proceso de
fotobiogénesis (imagen tomada de
http://cienciaybiologia.com/vitamina-d/).

La vitamina D también puede ser
obtenida de la dieta (10% del total) a través de
fuentes naturales ricas en vitamina D3, como es el caso de los pescados azules, huevos o
higados animales y siendo ésta la forma mas frecuente; o bien a través de determinadas
plantas y hongos irradiados con luz solar (ej: champifiones) que metabolizan el ergosterol

a vitamina D2'°,

ALIMENTOS CON MAYOR CONTENIDO EN VITAMINA D (png/100 g)

Leche 0,01-0,04
Queso 0,03-0,5
Huevos 1,75
Mantequilla 1,00-3,00
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Aceite de Higado de Bacalao 330,00
Higado 0,2-1,1
Salmén 16,00
Aranque 27,00
Anguila 20,00

Tabla Ill. Contenido en vitamina D en pg /100g de alimento™.

La mayoria de los estudios informan que la vitamina D3 es superior a la vitamina

D2 en términos de biodisponibilidad y en el mantenimiento de unos niveles 6ptimos®2,

por lo que en la actualidad se recomienda la suplementacion en los casos que sea necesario

con vitamina D3.
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2.3 Absorcion, distribucién, metabolismo vy excrecion.

Como se menciond anteriormente, el 90% de la vitamina D se sintetiza en la piel
por medio de la radiacion de la luz solar sobre el 7-dehidrocolesterol, y el 10 % restante
procede de la dieta. La vitamina D ingerida se absorbe entre un 50-60% junto con las
grasas en el yeyuno e ileon, por lo que también es necesario la presencia de sales biliares
para la produccion de las micelas. Debido a ello, una patologia que altere la absorcién de
las grasas provocaria a su vez una disminucion en la absorcion de vitamina D; éste es el
caso de pacientes con pancreatitis cronicas, enfermedad celiaca u obstruccion biliar que
presentaran una malabsorcion de la vitamina D?2. Una vez dentro de los enterocitos, la
vitamina D se incorpora a los quilomicrones donde es transportada por via linfatica al
higado. La captacion de la vitamina D por el higado se realiza por medio de la VDBP,
proteina sintetizada por el propio higado. Esta proteina es una alfa-globulina que actla
como transportadora en la sangre de la vitamina D y de todos sus metabolitos, pero
ademas se considera el principal lugar de almacenamiento de ésta (principalmente en la
forma 25(OH)-vitamina D). Es decir, el tejido con mayor concentracion de vitamina D es
la sangre, siendo otros lugares de almacenamiento de esta vitamina el tejido adiposo y el

musculo. Un exceso de vitamina D se acumula en el tejido adiposo principalmente.

Tanto la vitamina D enddgena, transportada por la VDBP, como la vitamina D de
la dieta, transportada por los quilomicrones, llegan al higado donde comienza su
metabolismo. La vitamina D que llega al higado sufre rapidamente una hidroxilacién en
el carbono 25 por la enzima vitamina D 25-hidroxilasa para obtener la 25(OH)-vitamina
D tanto en el reticulo endoplasméatico como en la mitocondria?. Esta reaccion de
hidroxilacién se produce tanto en el colecalciferol (vitamina D3), como en el

ergocalciferol (vitamina D2).
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La 25(OH)-vitamina D es el metabolito circulante mas abundante de la vitamina D,
el 88% se encuentra unido a la VDBP, el 0.03% se encuentra libre y el resto unido a la
albimina. La vida media de la 25(OH)-vitamina D es de 2 a 3 semanas®*, pero su vida
media se acorta cuando las concentraciones de VDBP se reducen, como ocurre en el

sindrome nefrotico.

El complejo 25(OH)-vitamina D-VDBP es filtrado en el glomérulo renal y por
endocitosis mediada por receptor entra en la célula tubular. Es alli donde tiene lugar la
segunda hidroxilacion. Esta hidroxilacion en el rifion es llevada a cabo por 2 enzimas, la
25(0OH)-vitamina D alfa-1-hidroxilasa (alfa-1-hidroxilasa) y la 25(OH)-vitamina D 24-
hidroxilasa (24-hidroxilasa), que se encuentran principalmente en el tibulo contorneado
proximal. Mediante una hidroxilacion mitocondrial por la enzima alfa-1-hidroxilasa se
forma 1,25(OH).-vitamina D (calcitriol), que es el metabolito mas activo. Si por el
contrario se activa la enzima 24-hidroxilasa se forma 24,25(0OH)-vitamina D (24-R-

calcitriol) metabolito menos activo.

La enzima alfa-1-hidroxilasa esta regulada principalmente por las concentraciones
séricas de paratohormona (PTH), fosfato y calcitriol; un aumento de PTH, como
consecuencia de una disminucion de la concentracion de calcio, y la hipofosfatemia,
estimulando la enzima, aumentan la produccion de calcitriol. Aunque la mayor parte del
calcitriol es producido en el rifidn, en los Gltimos afios se ha descrito actividad alfa-1-
hidroxilasa en varios tejidos, principalmente piel, colon, prostata, glandula mamaria,
médula adrenal, pancreas, cerebro y placenta®. Por lo que aparte de la produccion
sistémica de calcitriol por parte del rifion, también existe una sintesis local en varios

tejidos.
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Figura 5. Metabolismo de la vitamina D (imagen tomada de Gil A. Tratado de Nutricion:
Bases fisioldgicas y bioquimicas de la nutricidn. 4 vols. 22 ed. Médica Panamericana;
2010).

La principal via de excrecion de los metabolitos de la vitamina D es la bilis, aunque
una pequefia parte, menos del 5%, se excreta por la orina. La vitamina D en la bilis ésta
principalmente como metabolitos hidroxilados y polares y sus correspondientes
conjugados con glucurdnico, y s6lo una pequefia proporcion esta en forma de calcitriol o
25(0OH)-vitamina D. La inactivacion de la vitamina D ocurre principalmente en el rifion
por accion de la 24-hidroxilasa, que transforma el 1,25(0OH).-vitamina D en
1,24,25(0OH)s-vitamina D y el 25(OH)-vitamina D en 24,25(0OH),-vitamina D para acabar
formando acido calcitroico que es un compuesto hidrosoluble e inactivo bioldégicamente
que es excretado por la bilis?®, después de diversas oxidaciones y, en algunos casos,

conjugacién con glucuronico.
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2.4 Mecanismos de regulacion de la sintesis y degradacion de la vitamina

D.

Como se menciond anteriormente, en el rifién se producen las 2 formas activas de
la vitamina D, el calcitriol y el 24-R-calcitriol, siendo el metabolismo mas activo el
calcitriol. Los factores que regulan la sintesis de calcitriol son principalmente los
depdsitos de vitamina D, la PTH y los niveles de calcio y fosfato?’. La enzima clave
implicada en la regulacion de la sintesis de calcitriol es la alfa-1-hidroxilasa, que esta

influenciada por los niveles de PTH y de calcio plasmaticos.

---Niveles bajos de calcio producen un incremento de PTH que a su vez activa la

transcripcion de la alfa-1-hidroxilasa

T 25"0}1‘,0.
(aumentando por tanto su actividad y G' / tanigroxdssa.
: , 7 ON
como consecuencia la produccion de - 25(0HID;  125(0H),0,
calcitriol)?®?° e inhibe la 24-hidroxilasa @‘ }. 24R-idrodlasa
(disminuyendo la produccion de 24-R- Ca2+ 25(0H)D;  24R25(0H);D,
Calcitriol).
@ 1o=hidroxlasa i
---Cuando los niveles de calcio son A ©
1025(0H),0, ) 25(0OH)D, 10,25(0H),D;
adecuados o altos, éste inhibe la \ e
O 24R-hidroxlasa
secrecion de PTH y el calcitriol inhibe la %25(0H),Ds @ 24R,10.26(0H),0;
p”‘"\ 25(0H)D,  24R25(0H),D,
|
alfa-1-hidroxilasa y activa la 24- O,
©
hidroxilasa, por lo que induce su propia ca?:
inactivacion formandose 1,24,25(0 H)S' Figura 6. Control de la sintesis y degradacion de la vitamina

D. Imagen tomada de Gil A. Tratado de Nutricién: Bases
. . fisioldgicas y bioquimicas de la nutricién. 4 vols. 22 ed.
vitamina D. Médica Panamericana; 2010).
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---Los niveles de fosforo séricos acttan de forma directa; una hipofosfatemia incrementa

la produccién de calcitriol y la hiperfosfatemia la sintesis de 24,25 (OH),-vitamina D?’.
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2.5 Mecanismo de accion de la vitamina D.

El intestino, hueso y rifidn son los principales érganos diana de los metabolitos
activos de la vitamina D, donde se une a receptores especificos. El calcitriol y el 24-R-
calcitriol se unen a sus receptores para ejercer sus funciones, el calcitriol puede unirse al
receptor nuclear de vitamina D (VDRnuc) y al receptor de membrana de vitamina D
(VDRmem 1,25), mientras que el 24-R-calcitriol tiene capacidad de unirse a otro tipo de
receptor de membrana (VDRmem 24,25). La funcion del receptor nuclear esta
relacionada con la respuesta transcripcional, mientras que los receptores de membrana
median respuestas biologicas rapidas no transcripcionales que implican la estimulacion

de cascadas de transduccion de sefiales.

1,25(0H); witamina Dy 24R,Z5{0H); vitamina Dy

OH
OH

QH

OH OH
oH

N [

AHER AN

] A
YWDRmem1,25 YDRmMmaema24,25
| {putativo) | (putativo)
|
o | |
VDRnue! 25 | | |
-+ + -+
Respuesta gendmica Acciones rapidas Acciones ripidas
Miveles de mRENA Miveles séricos de Cat Mivales saricos da Ca?”
de distinios genes
I = Proliferacion celular = Secrecion da FTH

Miliples acciones +) Diferenciacion celular

Figura 7. Receptores de la vitamina D (Imagen tomada de Gil A. Tratado de Nutricion: Bases
fisiolégicas y bioquimicas de la nutricion. 4 vols. 22 ed. Médica Panamericana; 2010).
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El receptor VDRmem 1,25 se encuentra ampliamente distribuido en casi todos los
tejidos del organismo, encargado de llevar a cabo las respuestas bioldgicas rapidas
mediadas por cascadas de sefializacion. La activacién del receptor produce la entrada de
calcio dentro de la célulay la liberacion del calcio de los depoésitos intracelulares, mediado
por adenilato ciclasa y proteina quinasa A. Este incremento de calcio intracelular produce
la activacion de las cascadas de sefializacion intracelular dando lugar a respuestas
bioldgicas rapidas. Los principales efectos mediados por este receptor son la estimulacion
de la absorcion de calcio tanto a nivel intestinal como en los osteoblastos, inhibicién de
la proliferacion celular y la induccion de la diferenciacion en distintos tipos de células,

como osteoblastos, queratinocitos y colonocitos.

El receptor VDRmen 24,25 se encuentra limitado exclusivamente a las células del

hueso y del cartilago, asi como

1,25(0H]; vitamina Dy

a las células secretoras de

OH

PTH. La activacion de este
receptor activa las vias de
sefalizacion dependientes de
proteinas quinasas Dy C y las
quinasas activadas por

mitogenos (MAPK),

produciendo efectos tanto a
Figura 8. Mecanismo de accién del receptor de membrana del
nivel transcripcional cOmo no calcitriol (Imagen tomada de Gil A. Tratado de Nutricion:
Bases fisioldgicas y bioquimicas de la nutricidn. 4 vols. 22 ed.

.. . Médica Panamericana; 2010).
transcripcional. Los principales

efectos mediados por este receptor son el aumento de las concentraciones de calcio séricas

y la inhibicidn de la secrecion de PTH.
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El receptor VDRnuc se activa al unirse el calcitriol, se heterodimeriza con el
receptor de acido retinoico, lo que le confiere la capacidad de acoplarse a diferentes
regiones del ADN para regular la
transcripcion  génica  (efecto

pap G) 16,25(0H);D3
 ata Typrrreyy

1. Difusién

gendmico, que tarda de horas a

f‘ﬂ- @)
, 30 VDRnuc1,25
dias)*". Este receptor presenta una \l/
2. Unidn al receptor

afinidad 1.000 veces mayor por el Ci?
calcitriol que por la 25(OH)- | 5. omerzacion
vitamina D. Mutaciones en el gen 253

l 4. Unién al promotor

del receptor VDRnuc causan p
\]‘?9 Regulacién de la transcripcion

raquitismo resistente a la vitamina

S S N e Sl S

5-GGGTCA-NNN-GGTTCA-3"

D, una enfermedad autosdmica

recesiva poco frecuente, también

. . . Figura 9. Mecanismo de accidn del receptor nuclear del
conocida como raquitismo de tip0  caicitriol (Imagen tomada de Gil A. Tratado de Nutricion:
Bases fisioldgicas y bioquimicas de la nutricién. 4 vols. 22

1 dependiente de vitamina D. ed. Médica Panamericana; 2010).
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2.6 Funciones clasicas de la vitamina D.

Las acciones cléasicas de la vitamina D estan relacionadas con el metabolismo
fosfocalcico. La vitamina D se encarga junto con la PTH del mantenimiento de los niveles
de calcemia constante en el organismo. Los tres principales érganos sobre los que actta
son el intestino delgado, hueso y rifion?%3132, Cuando los niveles de calcio estan por
debajo de los niveles homeostéticos se estimula la sintesis de PTH en las glandulas
paratiroideas, el aumento de la PTH produce el incremento de la concentracion de calcio
en sangre mediante su reabsorcion renal, la liberacién de calcio por el hueso y la
activacion renal de la formacion de calcitriol. El calcitriol a su vez aumenta la absorcion
intestinal de calcio, la liberacion de calcio del hueso y la reabsorcion en el rifion. Por el
contrario, el incremento de los niveles séricos de calcio produce la inhibicion de la
secrecion de la PTH, lo que implica la disminucion de la biosintesis de calcitriol y de la
movilizacion de calcio. Ademas, un aumento de los niveles séricos de calcio produce la
liberacion de calcitonina por las células C del tiroides, que bloguea la movilizacion de

calcio del hueso y estimula la excrecion de calcio y fosforo en el rifion.

Sol \(,?
ProD3; =g PreD; wse- VitaminaD3
Pial ‘
L Dieta
4 e Vitamina D3
Higado.pi % Vitamina D2
25(OH)D
r.‘,
Rifion | UN
L5
Aumenta la Intestino PTH (4) ——e — (H) LowPOZ- »

Movilza
reservas
de calcio

absorcion
de cakio

—-— s e 125(0H)2D ey | Hue SO
y fésforo d

Mantiene el cakio y fésforo séricos
\] L ¥

Funcionesm etabdlicas Hueso sano Funciones neurom usculares

Figura 10. Esquema del metabolismo de la vitamina D (imagen tomada de
http://pacienterenal.general-valencia-san-gva-es/Paginas/EnfermedadRenal.aspx)
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La accion de la PTH es en cuestion de minutos, sin embargo la del calcitriol requiere
muchas horas, por lo que la regulacién a corto plazo del control del calcio depende de la
accion de la PTH en el rifidn y hueso, y s6lo en casos de hipocalcemia prolongada
provocard un incremento del calcitriol y por lo tanto sus efectos fisiologicos.

El calcitriol presenta una actividad bioldégica 500-1000 veces mayor que Sus
precursores. Anteriormente, se consideraba que las formas 25(OH)-vitamina D2 y
25(0H)-vitamina D3 presentaban igual efectividad biolégica, sin embargo estudios de
bioequivalencia en las Gltimas décadas, utilizando los métodos analiticos actualmente
maés fiables, han mostrado que la vitamina D3 es substancialmente mas eficaz que la
vitamina D222, Aunque tras una dosis tnica ambas formas producen similares aumentos
de 25(OH)-vitamina D en suero (los tres primeros dias), la administracion de vitamina
D3 da lugar a un aumento continuado con un maximo hacia el dia 14, que no se logra con

la administracion con vitamina D2.

a) Intestino: la accién biologica que produce el calcitriol en el intestino delgado es
aumentar la absorcion de calcio y fosforo. Este proceso se lleva a cabo por la union del
calcitriol a su receptor, lo cual induce el 12,25{0H),D,
reclutamiento de canales epiteliales de

calcio, denominados EcaC1 y EcaC2 que

. o . . Calbindina
predominan en el rifidén e intestino 1 CaT1/ECaC2  PrCA
cat* =+ Ca®* e BN .Eaz‘
respetivamente, ademas de un canal
Enterocita

transportador de calcio denominado

CaT1 sensible a calcitriol. EI calcitriol

Aumento de |a absorcidn de Ca*

también tiene un efecto mas a largo

Figura 11. Mecanismo de accion de la vitamina
plazo, mediante la induccion de la sintesis ~ Den el intestino (Imagen tomada de Gil A.
Tratado de Nutricién: Bases fisioldgicas y
bioquimicas de la nutricidn. 4 vols. 22 ed. Médica

de mas canales de calcio, de calbindina Panamericana; 2010).
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(encargada del transporte del calcio en el enterocito) y de transportadores de calcio (que
se encargan de la expulsion del calcio desde la membrana basolateral del enterocito). El
calcio que entra dentro del enterocito por los canales EcaC que responden a calcitriol, se
une a la calbindina que se encarga del transporte de calcio desde la membrana apical a la
membrana basolateral, donde el calcio saldra por transporte activo, manteniendo asi los
niveles de calcio intracelular bajos. Ademas, el calcitriol estimula también la absorcion

intestinal de fésforo, principalmente en yeyuno e ileon.

b) Hueso: El calcitriol es esencial en el desarrollo, crecimiento y mineralizacion del
tejido 6seo. Por una parte promueve la calcificacion 6sea y por otra facilita la liberacion
de calcio y fosforo depositado en la matriz 6sea mineralizada al activar indirectamente
los osteoclastos cuando se incrementan los niveles de PTH, contribuyendo de esta manera

al mantenimiento de los niveles séricos de calcio y fosforo en el liquido extracelular.

24R 25(0H),D,

10,25(0H),D,

Sintesis 6sea Sintesis 6sea Resorcién ésea
® ® ® ® ®
Diferenciacion/ Diferenciacién Mineralizacion Activacién de Diferenciacién
mineralizacion de osteoblastos|| | (unién de Ca?*) osteodastos de osteoclastos

de placas de
crecimiento

+ Osteoblastos

-

QO

Condrocitos gwa:g Faclores de oo
primarios =) Matriz . Otteocalcma." crecimiento Precursores de
Condrocitos %%CD no mineralizada seianhindina (O Oronas osteoclastos
hipertréficos =

v . (O ) Osteoclastos
Condrocitos
calcificandose Cj@ Osteociios
Espongiosa
primana Hueso

Figura 12. Mecanismo de accion de la vitamina D en el hueso (Imagen tomada de Gil A. Tratado de
Nutricion: Bases fisioldgicas y bioquimicas de la nutricién. 4 vols. 22 ed. Médica Panamericana; 2010).

Parece que tanto el calcitriol como el 24-R-calcitriol intervienen en la formacion

del hueso promoviendo la proliferacion y la diferenciacion de los condrocitos de la placa

de crecimiento epifisario, por medio de receptores especificos. Se ha descrito que el VDR
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regula la expresion de varios genes en los osteoblastos, los cuales codifican para proteinas
de la matriz 6sea, osteocalcina y osteopontina. Sin embargo, cuando el calcio de la dieta
es inadecuado para satisfacer los requerimientos de calcio del organismo, el calcitriol,
conjuntamente con la PTH, moviliza los precursores de los osteoblastos en la médula dsea
hacia osteoclastos maduros, los cuales aumentarén la movilizacion de calcio desde el
hueso. Tanto la PTH como el calcitriol promueven la diferenciacion de los osteoclastos y
aumenta la actividad osteoclastica. De esta forma la vitamina D mantiene el calcio y
fosforo sanguineo en concentraciones idoneas y en condiciones de sobresaturacion se

depositan en el hueso como hidroxiapatita calcica.

c) Rifion: La principal funcion que ejerce el calcitriol a nivel renal es aumentar la
reabsorcion tubular de calcio y fosforo®®2, principalmente en el tubulo distal. El
mecanismo es similar al descrito para la absorcion de calcio en el intestino; el calcitriol
afecta al transporte de calcio a traves de la membrana celular ejerciendo su efecto sobre
la entrada a traves de la membrana apical (incrementa la expresion de ECaC1l), sobre la
difusion a través del citosol mediante la calbindina (incrementa los niveles de esta
proteina) y sobre la salida activa de calcio a través de la membrana basolateral (expresion

de transportadores activos).
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2.7 Funciones no clasicas de la vitamina D.

Las nuevas funciones atribuidas a la vitamina D son en gran parte apoyadas en la
existencia de receptores especificos para el calcitriol en diferentes tejidos del organismo;
entre ellos la piel, el musculo, la placenta, el cerebro, el tejido mamario, las génadas, el
tiroides, la hipofisis, el pancreas, el timo, y los linfocitos T 'y B3, y se ha especulado con
relacion a su posible significado biol6gico. También se ha comprobado que ademas del
rifidn, otros tejidos, como la piel (queratinocitos), el foliculo piloso, los ganglios linfaticos
(macrofagos), el colon, la glandula mamaria, la médula adrenal, el pancreas, el cerebro y
la placenta, expresan la enzima mitocondrial alfa-1 hidroxilasa y producen calcitriol,

ejerciendo su efecto de forma autocrina o paracrina en estos tejidos?.

Los ultimos estudios han puesto de manifiesto la importancia de la vitamina D en
la regulacion del sistema inmune, funciones reproductoras, proliferacion de células

hematopoyéticas y funcion neuromuscular, entre otras.

a) Efectos de la vitamina D sobre la proliferacion celular, diferenciacion y

apoptosis. Vitamina D y Cancer.

Ahora es bien reconocido que los efectos no calcémicos del calcitriol son tan
importantes como los clasicos. De hecho, el calcitriol no s6lo modula la calcemia y
fosfatemia, sino que también afecta a las funciones de los 6rganos y sistemas de forma
paracrina y/o autocrina. Se ha demostrado tanto in vitro como en modelos animales que
el calcitriol tiene acciones anti-proliferativas, pro-diferenciadoras y pro-apoptéticas en
las células cancerosas®*3*; tal es asi, que se ha propuesto que la vitamina D podria
disminuir la progresién del cancer o prevenirlo. Una gran cantidad de evidencia

epidemioldgica y clinica ha puesto al descubierto la estrecha relacion que existe entre la
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deficiencia de vitamina D y el riesgo de desarrollo de cancer. Los estudios
observacionales han relacionado los niveles bajos de vitamina D (relacionados con la
ubicacion geografica, la dieta y la actividad) con un mayor riesgo de cancer. En este
sentido, segln algunos estudios, entre 17-21 tipos de cancer se correlacionan
negativamente con el indice de UVB, es decir, la incidencia de cancer es menor en

latitudes con una alta exposicion solar3>-%8,

Su mecanismo de accidn esta muy probablemente relacionado con los efectos de
la vitamina D en la regulacién del crecimiento, la muerte celular, la angiogénesis y la
diferenciacion celular. Sin embargo, los datos sobre el papel de la vitamina D en el riesgo
de céncer, la incidencia y la mortalidad siguen siendo controvertidos. Estudios
epidemiologicos han demostrado una asociacion inversa entre los niveles séricos de 25
(OH)-vitamina D y el riesgo de desarrollar cancer de colorrectal, de mama, carcinoma
hepatocelular, de prostata, etc. Sin embargo también existen estudios en los que han
encontrado una correlacion positiva en las concentraciones circulantes de 25 (OH)-
vitamina D en pacientes con cancer. En la actualidad, ain no ha sido claramente
dilucidado si los niveles séricos bajos de 25 (OH)-vitamina D son la causa de parametros

asociativos con el cancer.

e El cancer colorrectal es la tercera causa de muerte por cancer en el mundo®. La
presencia del VDR y 1-a-hidroxilasa en células colorrectales es lo que sugiere la
asociacion entre la vitamina D y este tipo de cancer. Los estudios clinicos sugieren una
relacion inversa entre los niveles de calcio y vitamina D con respecto al riesgo de padecer
cancer colorrectal®®*2, Otro estudio demostro la asociacion entre los niveles altos pre-
diagndstico de 25 (OH)-vitamina D y un menor riesgo de cancer de colon*:. Estas
observaciones sugieren que la vitamina D podria tener un efecto protector frente al cancer

colorrectal.

35



INTRODUCCION FRANCISCO JAVIER VALERO CHAVEZ

e EIl cancer de mama es la forma mas frecuente de cancer en las mujeres y la
principal causa de muerte por cancer en mujeres**. Se ha descrito la presencia del VDR y
de 1-alfa- hidroxilasa en las células epiteliales de la mama. Sin embargo, la asociacion
entre las concentraciones séricas de 25 (OH)-vitamina D y el riesgo de cancer de mama
es objeto de controversia. Algunos estudios no han encontrado una asociacion entre las
concentraciones circulantes de 25 (OH)-vitamina D y el riesgo de cancer de mama®,
mientras que otros han informado de una asociacion inversa entre las concentraciones
circulantes de 25 (OH)-vitamina D vy el riesgo de cancer de mama*®. También se ha
relacionado niveles altos de 25 (OH)-vitamina D con un menor riesgo de cancer de
mama*’#8, Un estudio que examind el calcio mas vitamina D en el cancer de mama
sugiere una disminucion en el riesgo de cancer de mama*®. Sin embargo, el hecho de que
los niveles séricos de 25 (OH)-vitamina D de >52 ng / ml se han asociado con una
reduccion del 50% del riesgo de desarrollar cAncer de mama en comparacion con las
mujeres con 250HD <13 ng / ml, sugiere que evitar la deficiencia/insuficiencia de
vitamina D es la mejor manera de intentar prevenir esta patologia®®®!. En la actualidad,
no estéa claro si la hipovitaminosis D es una causalidad o el efecto de desarrollo del cancer
de mama, asi como cuales son los niveles optimos de 25 (OH)-vitamina D séricos para
reducir el riesgo de cancer de mama.

e Elcarcinoma hepatocelular (CHC) es la sexta neoplasia mas frecuente y la tercera
causa mas comin de muerte por cancer en todo el mundo®2. El principal factor de riesgo
para CHC es la infeccion crénica por hepatitis B o C que pueden conducir a la cirrosis
que esta presente en 80% a 90% de los casos de CHC®. La deficiencia de vitamina D se
ha asociado con CHC®*, y también se ha propuesto una relacion causal de los bajos niveles
de vitamina D con el desarrollo de CHC®. Existen estudios en los cuales la

suplementacion con vitamina D para mantener los niveles dentro del rango de normalidad
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consiguio reducir la incidencia de cancer en este grupo con respecto a la poblacion®®. Sin
embargo, como en los otros tipos de céancer tratados, en el CHC no esta claro si la

deficiencia de la vitamina D es una causa 0 una consecuencia de la patologia.

Hasta la fecha, los efectos de la vitamina D en la carcinogénesis o la progresion del
cancer se desconocen y no esta claro si la deficiencia de vitamina D es una causa o la
consecuencia de padecer cancer. Lo que si parece estar totalmente claro es la multitud de
beneficios para la salud que se consiguen al mantener los niveles séricos de vitamina D
en el rango de normalidad, por lo que se aconseja no s6lo conseguir estos minimos en

personas con ciertas patologias, sino también en toda la poblacion.

b) Efectos de la vitamina D sobre el sistema inmunitario.

Otra de las funciones de la vitamina D es que tiene efectos moduladores sobre el
sistema inmunitario, por lo tanto podria tener efectos beneficiosos en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes mas prevalentes como la diabetes, la artritis reumatoide,
psoriasis, esclerosis multiple, etc.>"°8, Revisiones de la bibliografia en las cuales se evalia
el papel de la vitamina D en las enfermedades autoinmunes han puesto de manifiesto las
acciones moduladoras de la vitamina D, pero los mecanismos de asociacion no estan

claros y se necesitan mas estudios®®.

eEsclerosis multiple: La esclerosis multiple (EM) es enfermedad cronica e
inflamatoria del sistema nervioso central (SNC). Se caracteriza por la destruccion de la
mielina y los posteriores depdsitos de tejido cicatrizado, se produce un debilitamiento
tanto fisico como cognitivo. EI mecanismo exacto de la vitamina D en la EM sigue sin
estar claro, pero las hipdtesis sugieren que puede estar ligada a los supuestos beneficios

inmunoldgicos y a una disminucion del dafio en el sistema nervioso®.
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Los datos epidemioldgicos apoyan la relacion entre el déficit de vitamina D y un
mayor riesgo de padecer una EM. Mientras que la EM es una enfermedad practicamente
inexistente en el ecuador, su prevalencia se incrementa de forma proporcional a medida
que nos alejamos de él. También se ha descrito que los brotes de EM ocurren de forma
caracteristica durante el invierno y la primavera, periodos que se corresponden con los
meses de menor irradiacion UV y, por consiguiente, menores niveles séricos de vitamina
D. Se ha demostrado que los pacientes con EM presentan unos niveles de 25 (OH)-
vitamina D inferiores que los controles sanos, por lo que se ha asociado unos niveles
adecuados de vitamina D con menor riesgo de desarrollar EM y un menor riesgo de
recaidas®’ 3. También existen evidencias que los suplementos con vitamina D producen
una elevacion en los niveles de 25 (OH)-vitamina D en estos pacientes®%, pero no esta
claro si esto conduce a beneficios clinicos directos. Diversos estudios sugieren que
suplementar con vitamina D a los pacientes con EM en remision puede protegerles frente
a nuevos brotes®”. Sin embargo, estas observaciones requieren cierta prudencia, en el
sentido de que la propia enfermedad se asocia a una reduccion tanto de la ingesta en
general (pudiendo condicionar déficits de éste y otros elementos), como de las actividades
al aire libre y, por lo tanto, de exposicién a la radiacion ultravioleta, que seran mas
acusados en aquellas zonas de escasa irradiacion solar. Por lo que se hace necesaria la
realizacion de ensayos clinicos de larga duracion para establecer la verdadera asociacion

entre la esclerosis multiple y la vitamina D.

eOtras enfermedades autoinmunes: Se ha asociado la vitamina D con
enfermedades autoinmunes tales como la artritis reumatoide (AR) o el lupus eritematoso

sistémico (LES).
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Con respecto al LES se han encontrado unos niveles de 25 (OH)-vitamina D més
bajos que en la poblacién sana, pero hay que decir que a este deficit pueden contribuyen
los propios mecanismos fisiopatologicos de la propia enfermedad, algunos pacientes
desarrollan anticuerpos anti-vitamina D y como no, la fotoproteccion a la que estan

obligados®®.

En relacién con la AR, se ha demostrado cambios en la concentracién sérica de la
vitamina D y la intensificacion de los sintomas articulares en pacientes con esta patologia.
En concreto, encontraron que la concentracion mas baja de vitamina D y la mayor
actividad de la AR se dan en la temporada invernal. Por otro lado, en poblaciones
susceptibles, la ingesta de altas cantidades de vitamina D disminuye el riesgo de
desarrollar ARy, en las personas que ya padecen la enfermedad, disminuye la actividad
de la misma®®. Otro estudio en pacientes con AR describe que la ingesta de dosis altas de
vitamina D muestra una relacion inversa con la actividad de la enfermedad e inclusive se
ha observado estimulo en proliferacion de linfocitos T reguladores asi como apoptosis de

los linfocitos T autorreactivos’®.

Otras enfermedades autoinmunes que tienen relacion con la deficiencia de vitamina
D son: espondilitis anquilosante, sindrome de Sjogren, enfermedad de Graves, tiroiditis

de Hashimoto, cirrosis biliar primaria, miastenia gravis o la artritis psoriasica’®.

En la actualidad, no esta claro si la suplementacion con vitamina D a los pacientes
deficientes, y en particular con enfermedades inflamatorias cronicas, mejora su salud y

reduce la actividad inflamatoria’.

¢) Vitamina D e infecciones: La vitamina D se ha asociado en los Ultimos afios con

el riesgo de padecer ciertas infecciones. Los mecanismos por los cuales la vitamina D
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podria estar implicada en la prevencion de enfermedades son: produce la activacion de la
inmunidad inmediata (principalmente macrofagos) y ademas promueve la sintesis de
catelicidina (péptido antimicrobiano que parece ser importante en la lucha frente a las

micobacterias, principalmente la tuberculosis).

Existen datos epidemioldgicos que sefialan una correlacién entre la deficiencia de
vitamina D y un mayor riesgo de infeccién. Los suplementos con vitamina D en pacientes
con déficit permitié reducir el riesgo de sepsis’®. Con respecto a las infecciones
respiratorias, se ha encontrado una asociacion entre los niveles bajos de vitamina D en
jovenes y un mayor riesgo de infeccion de las vias altas respiratorias, principalmente en

pacientes con antecedentes de asma bronquial o enfermedad pulmonar crénica’.

La conclusion es que la vitamina D podria ser de utilidad en el tratamiento de la
tuberculosis, la gripe y las infecciones respiratorias de vias altas, aunque no existe

evidencia suficiente que permita hacer recomendaciones definitivas’™.

d) Vitamina D vy diabetes mellitus: La plausibilidad biologica de la asociacion

diabetes y vitamina D, se debe a su accion en la funcion de las células beta, aumento de
la resistencia a la insulina y sistemas de inflamacién. La vitamina D puede tener un efecto
directo sobre la funcién de las células beta, mediante la union al receptor de vitamina D
(ue se expresa en estas células’®. Ademas también tiene un efecto paracrino ya que se ha

encontrado la presencia de la enzima alfa-1-hidroxilasa en las células beta pancreaticas’’.
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Figura 13. Produccién de calcitriol por las células beta y activacidn del receptor nuclear, para promover la
sintesis de insulina (imagen tomada de Mitri J, Pittas AG (2014) Endocrinol Metab Clin Noth Am.
Mar;43(1):205-32)

Con respecto a la sensibilidad a la insulina, la vitamina D activa a los receptores de
insulina que a su vez afectara a la sensibilidad de la insulina en tejidos como el muscular
y adiposo’®. La vitamina D podria directamente y/o indirectamente disminuir los efectos
de la inflamacion sistémica en pacientes con diabetes tipo 27°8°. Se han observado
variaciones estacionales en los picos de incidencia de diabetes mellitus que, entre otras
circunstancias, se han asociado a las oscilaciones periddicas en los niveles de vitamina
D8, En un amplio estudio multicéntrico realizado de forma prospectiva durante 4 afios
en 51 regiones mundiales se comprobd una relacion inversa entre la radiacion UVB en

cada una de aquéllas y la incidencia de diabetes mellitus tipo 1%2.

En un meta-analisis reciente, se llegd a la conclusion que los niveles séricos de
vitamina D eran significativamente menores en nifios con diabetes mellitus tipo 1 que en

controles sanos®3. En otro meta-analisis, los datos indicaron que tanto los pacientes con
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diabetes mellitus tipo 1 como los que tenian diabetes mellitus tipo 2 tienen niveles méas
bajos de 25 (OH)-vitamina D que los controles sanos®*. En los ensayos clinicos en los
cuales se realizaron estudios aleatorizados de doble ciego controlados con placebo en
pacientes con diabetes tipo 2 e hipovitaminosis, los suplementos de vitamina D no

tuvieron efecto sobre la HbAlc y otros indicadores de control de la glucemia®®®’.

Por lo tanto, no se pueden extraer conclusiones firmes con respecto al papel de la
vitamina D en la prevencion o tratamiento de la diabetes. En numerosas ocasiones, los
resultados de los estudios observacionales no fueron confirmados por ensayos clinicos
bien disefiados, o los resultados de los ensayos clinicos fueron contradictorios. Por lo
tanto, se necesitan mas pruebas de ensayos controlados aleatorizados para abordar la
cuestion de la causalidad y evaluar el efecto tanto en la prevencion como en el tratamiento

de la diabetes.

e) Vitamina D en las enfermedades cardiovasculares.

En los dltimos afos, se ha considerado que la deficiencia de vitamina D un factor
de riesgo de eventos cardiovasculares (infarto de miocardio, ictus, insuficiencia cardiaca,
enfermedad vascular periférica y estenosis adrtica con calcificacion) y mortalidad®-3,
Sin embargo, en la actualidad no estéa claro si la baja concentracion de 25-(OH)-vitamina
D es un factor de riesgo causal o simplemente estan relacionados con los resultados
adversos de una forma inversa y factores de confusidn, tales como la obesidad, la
movilidad reducida con baja exposicion a la luz solar, malnutricion, etc. 89, También se
ha propuesto el efecto beneficioso de la vitamina D en la reduccion de la presion arterial;
los estudios observacionales y meta-analisis han demostrado que las bajas
concentraciones de 25-(OH)-vitamina D son un marcador de riesgo significativo para la

hipertension arterial®*%. Sus acciones parecen estar relacionadas con la supresion del

42



INTRODUCCION FRANCISCO JAVIER VALERO CHAVEZ

sistema renina-angiotensina aldosterona (RAAS); efectos relacionados con la PTH, las
acciones nefroprotectoras, o mejoras en la funcién endotelial / vascular, sugieren

propiedades antihipertensivas de vitamina D 9399,

En varios ensayos clinicos aleatorizados (ECA) en los cuales se administraba
suplementos de vitamina D a pacientes hipertensos, los resultados fueron contradictorios,
ya que la mayoria de los estudios los resultados fueron no significativos y sélo algunos
muestran que la vitamina D disminuye la presion arterial alta® %1% En un ECA de
pacientes hipertensos con bajos niveles de 25 (OH)-vitamina D, no hubo un efecto
significativo de la suplementacion de vitamina D en presion arterial y varios factores de
riesgo cardiovasculares, aunque habia un aumento significativo de los triglicéridos en

plasma en el grupo con déficit de la vitamina D7,

Los datos de los ensayos disponibles hasta la fecha son incapaces de demostrar una
reduccion estadisticamente significativa en la mortalidad cardiovascular y riesgo
asociado con la vitamina D. A pesar de la evidencia de una relacion consistente entre la
vitamina D y la presion arterial, ain quedan preguntas en relacion con la causalidad de
esta relacion. Los resultados de la literatura sugieren la posibilidad de una relacién causal,
pero varios ECA han tratado de abordar estas preguntas, con resultados inconsistentes.
Se necesitan grandes ECA para determinar si la administracion de suplementos de
vitamina o la terapia pueden ser beneficiosos en la prevencion o el tratamiento de la

hipertension.
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2.8 Niveles de vitamina D.

La falta de estandarizacion de los métodos de determinacién de la 25 (OH)-vitamina
D hace que exista una gran variabilidad entre los distintos métodos de medida. Por ello,
los clinicos deben entender que la variabilidad intra-métodos existente y la imprecision
analitica de los resultados informados por los laboratorios clinicos hace que sea dificil
determinar los puntos de corte diagndésticos. En la actualidad, existe bastante controversia

al respecto, y no esta claro cuéles son los valores de 25 (OH)-vitamina D idoneos'%,

---El IOM recomienda mantener los niveles de 25 (OH)-vitamina D por encima de 20
ng/mL (50 nmol/L)®. Un valor inferior a 20 ng/mL lo considera deficiencia de vitamina
D e inferior a 10 ng/mL una insuficiencia severa de vitamina D.

--- La Endocrine Society propone que la deficiencia de vitamina D corresponde a
concentraciones inferiores a 20 ng/mL (50 nmol/L) y la insuficiencia a concentraciones
de 20 a 30 ng/mL (50-75 nmol/L), por lo que recomienda en la practica clinica mantener
los niveles de 25(OH)-vitamina D por encima de 30 ng/mL (75 nmol/L)%,

Las principales discrepancias entre la IOM y la Endocrine Society se observan en
los puntos finales de salud general. La IOM hace recomendaciones para garantizar la
salud del esqueleto y sugiere que falta nivel de evidencia suficiente para hacer
recomendaciones de los posibles beneficios no esqueléticos, considerando que los sujetos
con valores inferiores a 20 ng/mL no son deficientes ya que el 97% de los sujetos con
estos niveles tienen una correcta salud dsea®. La Endocrine Society considera que los
niveles séricos de 25(OH)-vitamina D superiores a 30 ng/mL proporcionan mayores
beneficios para la salud en general comparados con los valores de 20 ng/mL y que la

salud del esqueleto no esta garantizada con valores inferiores a 30 ng/mL.
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En Espafia, se han realizado diferentes estudios que indican que la poblacion
espafiola en general presenta déficit de vitamina D. Un estudio realizado en la poblacion
espafiola ambulatoria mayor de 64 afios sin factores de riesgo conocidos de
hipovitaminosis, presentaba una prevalencia de deficiencia de 25 (OH)-vitamina D del
87%%1°. También existen estudios en poblacion joven, como el realizado en Canarias a
estudiantes universitarios, que reflejé que el 61% presentan niveles de insuficiencia o
deficiencia!!. Mas recientemente, se ha realizado un estudio para ver la situacion de la
poblacién pediatrica y se ha encontrado una alta prevalencia de deficiencia de vitamina
D sobre todo en primavera®!?; los estudios internacionales muestran resultados similares

a los obtenidos en Espaiia, con una alta prevalencia de deficiencia de vitamina D13120,

Debido al déficit generalizado que presenta la poblacion mundial en vitamina D y
las numerosas consecuencias perjudiciales para la salud atribuidas a la insuficiencia de
vitamina D, no es de extrafiar que se haya defendido la medicion de vitamina D en la
poblacion general. Sin embargo, no hay pruebas que demuestren los beneficios de la
medicion generalizada de la vitamina D a nivel de la poblacién; para ello deberia
demostrarse la rentabilidad y viabilidad de la estrategia de cribado, asi como los
beneficios para la salud. En ausencia de evidencias claras, actualmente solo se
recomienda la medicion de los niveles de 25 (OH)-vitamina D en los grupos de personas

de alto riesgo de sufrir deficiencia de vitamina D.
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2.9 Requerimientos nutricionales vitamina D.

La determinacion de los requerimientos o del aporte recomendado de vitamina D
es dificil, debido a que la principal fuente de vitamina D es enddgena (sintesis a partir del
7-dehidrocolesterol en la piel). Cuando la radiacién solar es suficiente la vitamina D
exdgena es innecesaria. Un dato a tener en cuenta es que los requerimientos de vitamina
D varian en funcion la ingesta de calcio y fosforo, edad, sexo, grado de exposicion al sol,
cantidad de pigmentacion de la piel, etc. EI Comité de Alimentos y Nutricion del IOM de
la Academia Nacional de Ciencias Americana instituyo las siguientes ingestas diarias

recomendadas de vitamina D.

a) De 0 a1 afio: EI IOM recomienda como ingesta adecuada diaria para nifios 200-400

Ul/dia, aunque se ha demostrado que ingestas de 100 Ul/dia son suficientes para prevenir
la aparicion de raquitismo en nifios que se exponen frecuentemente al sol. En la leche
materna hay niveles relativamente bajos de vitamina D, excepto cuando se suplementa la
dieta de la madre con grandes dosis de vitamina D, por lo que los nifios alimentados al
pecho son propensos a desarrollar deficiencia de vitamina D. Dado que las formulas
infantiles estan normalmente suplementadas con vitamina D, los nifios alimentados de

esta forma suelen recibir cantidades adecuadas de esta vitamina.

b) De 1 a 18 afios: La IOM aconseja una ingesta diaria de 200 Ul/dia para nifios que estan

adecuadamente expuestos a la luz solar, y de 400 Ul/dia para el resto. Los nifios y
adolescentes necesitan la vitamina D para el desarrollo 6ptimo del esqueleto y la
mineralizacion 6sea. La mayoria de los nifios reciben suficiente radiacién solar, lo que
ayuda a asegurar niveles adecuados de vitamina D. No obstante, los nifios con alta
pigmentacion cutanea y aquellos que reciben poca luz solar son grupos de riesgo de

deficiencia en vitamina D.
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c) De 19 a 50 afios: La IOM aconseja una ingesta diaria adecuada de 200 Ul/dia. Se

considera que una ingesta de 400 Ul/dia seria también razonable y no causaria ningun

efecto adverso.

d) De 51 a 70 afios: La ingesta diaria recomendada para este grupo de edad es de 400 Ul/

dia. Esta ingesta puede ser incrementada hasta 600 Ul/dia en individuos que no estan

expuestos a la luz solar.

e) Mayores de 71 afos: La ingesta diaria recomendada para este grupo de edad es de 600

Ul. La edad disminuye la capacidad de producir vitamina D3 porque disminuye la
concentracion de su precursor, el 7-deshidrocolesterol; ademas, se calcula que la
capacidad de producir vitamina D3 en la piel de una persona de 65 afios es 3-4 veces
menor que la capacidad de la piel de un adulto joven saludable. A estos hechos hay que
afiadir que la edad disminuye la capacidad renal de hidroxilacion de la 25(OH) vitamina
D3. Los ancianos de paises industrializados son, por tanto, un grupo de riesgo de

deficiencia de vitamina D.

f) Embarazo y lactancia: Aunque cabria pensar que el embarazo y la lactancia deberian

incrementar los requerimientos de vitamina D, no existen datos suficientes en la literatura
que avalen esta hipdtesis. Por tanto, se considera la ingesta adecuada durante la lactancia
y el embarazo de 200 Ul/dia. No obstante, podria ser razonable incrementar esta cantidad
hasta 400 Ul/dia, que es la cantidad proporcionada en los suplementos dietéticos

prenatales.
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2.10 Deficiencias y Toxicidad.

a) Déficit de vitamina D.

La principal causa de la deficiencia de vitamina D es la disminucion de la
produccion enddgena, debido a que el 90 % de vitamina D se sintetiza de manera
enddgena gracias a la fotobiogénesis. Cualquier factor que afecte a la recepcion de la
radiacion UVB dificultando su penetracion en la piel producird una disminucion de

25(0OH)- vitamina D. Los principales factores que intervienen son:

---Uso de protector solar con factor de proteccion superior a 30, produce una reduccion
de la sintesis de vitamina D en la piel superior al 95%.

--- La pigmentacion de la piel es otro factor muy importante, en personas de piel oscura
la melanina absorbe la radiacion UVB*?! y requieren un tiempo de exposicion solar de 3
a 5 veces superior al de una persona de piel de tono clara para sintetizar la misma cantidad
de vitamina.

---El envejecimiento de la piel, ya que la edad disminuye la capacidad cutanea de producir
vitamina D, principalmente relacionada con la disponibilidad disminuida de 7-
dehidrocolesterol.

---Los dafios en la piel como las quemaduras disminuyen la produccion de vitamina D.
---La contaminacion atmosférica y la nubosidad pueden actuar como filtro solar.

---La alteracién del angulo cenital del sol causado por un cambio en la latitud, la estacion
del afio o la hora del dia influyen dramaticamente en la produccion en la piel de vitamina
D122124 porencima y debajo de latitudes de aproximadamente 33 ©, la sintesis de vitamina
D en piel es muy baja o ausente durante la mayor parte del invierno, como por ejemplo

ocurre en Esparia (excepto en la Islas Canarias).
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La segunda causa importante es la baja ingesta de vitamina D ya que hay un nimero
relativamente pequefio de alimentos que contienen altas cantidades de dicha vitamina;
entre estos estan los pescados azules (como salmdn, caballa, sardinas), la yema de huevo
y las setas. Para aumentar la ingesta de vitamina D, existen productos fortificados como
los productos lacteos (leche, mantequilla) y zumos, sin embargo las cantidades de
vitamina D que contienen pueden ser insuficientes para mantener unos niveles adecuados.

Algunos estudios reflejan que los aportes nutricionales son insuficientes!?®.

La tercera causa es la obesidad que se asocia a deficiencia de vitamina D debido a
que la grasa corporal secuestra la vitamina D, que es liposoluble. La obesidad no afecta a
la capacidad de producir vitamina D por la piel, sino que altera la liberacion de la vitamina
D3 a la circulacion, debido a que se deposita en la grasa'?®.

Otra causa de deficiencia de vitamina D es la malabsorcion de grasas. Las causas
por las que se puede reducir la absorcion incluyen: el uso de quelantes de los acidos grasos
biliares (por ejemplo colestiramina), fibrosis quistica, enfermedad celiaca, enfermedad de

Whipple, enfermedad de Crohn, etc.?.

Por ultimo, otras causas que pueden conducir a la deficiencia de vitamina D son un
grupo de medicamentos (anticonvulsivos, glucocorticoides o el tratamiento para VIH)
que aumentan la expresion hepatica del enzima citocromo P-450 y aumentan el
catabolismo de 25(OH)-vitamina D. La insuficiencia hepéatica grave también afecta a la
25-hidroxilacion de vitamina D2 y D3. En el sindrome nefrotico se pierde en orina la
VDBP. En la enfermedad cronica granulomatosa, algunos linfomas y en el
hiperparatiroidismo primario, los pacientes tienen aumentado el metabolismo de 25(0OH)-
vitamina D a 1,25(0OH)z-vitamina D y también estan en alto riesgo de deficiencia de

vitamina.
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CAUSAS DE ALTERACIONES EN LA ACCION DE LA VITAMINA D

Déficit de vitamina D
Alteraciones en la produccién cutdnea
Ausencia de la vitamina en los alimentos

Absorcidn deficiente

e Pérdida acelerada de la vitamina D
Aumento del metabolismo (barbituricos, difenilhidantoina, rifampicina)

Alteraciones de la circulacidn enterohepatica

e Alteraciones de la 25-hidroxilacion
Enfermedad hepatica

Isoniazida

e Alteraciones de la 1a-hidroxilacién
Hipoparatiroidismo
Insuficiencia renal
Ketoconazol
Mutacién de la-hidroxilasa
Osteomalacia oncégena

Raquitismo hipofosfatémico ligado a X

¢ Resistencia de organos diana
Mutacién del receptor de vitamina D

Difenilhidantoina

Tabla IV. Alteraciones de la produccién de vitamina D.

Déficits leves y moderados de vitamina D son asintomaticos, mientras que
deficiencias prolongadas provocan hipocalcemia e hiperparatiroidismo secundario,
alteracién de la mineralizacion esquelética (osteopenia) y miopatia proximal. La
hipovitaminosis D se asocia con un aumento en la secrecion de PTH, aumento del
recambio Gseo, osteoporosis, osteomalacia histoldgica e incremento en la rotura de cadera

y otros tipos de fracturas, y su expresion mas grave es la osteomalacia.
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En los nifios, el déficit de vitamina D provoca un retraso del crecimiento en relacién
con la expansion de la placa de crecimiento que se denomina raquitismo. Como
consecuencia de calcificacion inadecuada, los huesos de individuos con raquitismo son
blandos, y la tension propia de la carga de peso da lugar a las deformidades caracteristicas.
En adultos, la deficiencia de vitamina D origina osteomalacia, que se caracteriza por

acumulacion generalizada de matriz dsea submineralizada.

b) Intoxicacién por vitamina D.

Concentraciones muy elevadas de 25(OH)-vitamina D pueden conducir a
hipercalcemia por interaccion directa con el VDR (a pesar de su poca actividad en
condiciones fisiologicas) y por desplazamiento del calcitriol de la VDBP, lo que resulta
en una mayor biodisponibilidad de la hormona activa. La toxicidad por vitamina D, al
contrario que su déficit, provoca un aumento de la concentracion sanguinea de calcio
incrementado su absorcion intestinal y la liberacion desde el hueso y el intestino a la
sangre. El exceso de calcio tiende a precipitar, especialmente en el rifion, en forma de
calculos. Como se mencion6 anteriormente, la luz solar, al contrario que la
suplementacion dietética, no representa un riesgo de toxicidad por vitamina D ya que la
exposicion prolongada degrada el precursor de la vitamina D en la piel, previniendo su

conversion en forma activa.
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2.11 Aumento exponencial de las determinaciones de vitamina D en los

ultimos anos.

En los Gltimos afios, se ha producido un aumento casi exponencial de las peticiones
de determinacion de los niveles séricos de 25 (OH)-vitamina D; esto hace que sea
necesario la adecuacion de la demanda de tal determinacién, por lo que sélo es razonable
la medida de 25(OH)-vitamina D en los grupos de personas de alto riesgo de déficit de
vitamina D que recomiendan las guias clinicas internacionales, ya que en la actualidad el

cribado poblacional no se admite.

Este aumento es a nivel mundial, en la Gltima década en Estados Unidos los
laboratorios clinicos han incrementado la determinacion de vitamina D un 80-90% al
afio'?’, en Francia se produjo un aumento del 250% de determinaciones de vitamina D
entre 2007 y 2009; y de un 1000% entre 2005 y 2009'?8, Las estadisticas del gobierno

australiano reflejan un aumento de 100 veces entre 2000 y 2010%°,
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2.12 Técnicas de medida.

a) Introduccion.

En la actualidad, numerosos estudios han sugerido que la vitamina D no s6lo es
necesaria para la salud de los huesos, sino que también desempefia un papel en las
enfermedades autoinmunes, obesidad, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabélico,
enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer. Este aumento en las nuevas
implicaciones atribuidas a la vitamina D han dado lugar a un aumento en las solicitudes
de pruebas de vitamina D por los médicos en los ltimos afios!3%3!, Actualmente, existe
un amplio consenso respecto a que la determinacion de 25(OH)-vitamina D proporciona
la mejor medida del estado de vitamina D y, por tanto, debe ser el ensayo preferible para
su evaluacion®*2132, La concentracion sérica de 25 (OH)-vitamina D representa la sintesis
de vitamina D enddgena en la piel, asi como la ingesta alimentaria. La medicion de la
1,25 (OH)-vitamina D no es un buen indicador del estado de la vitamina D, ya que su
vida media es muy corta, aproximadamente 4 h (25 (OH)-vitamina D presenta una vida
media de 3-4 semanas); ademas, sus niveles en sangre estan estrechamente regulados por
los niveles séricos de la PTH, calcio y fosfato. Por ultimo, decir que la concentracion de
calcitriol no refleja las reservas de vitamina D, ya que los niveles son elevados
frecuentemente en individuos con deficiencia de vitamina D debido a un
hiperparatiroidismo secundario. Por todo ello, como se ha mencionado anteriormente, el
método mas exacto para determinar el estado de vitamina D es la determinacion del 25

(OH)-vitamina D.
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b) Metabolitos vitamina D.

El metabolito que mejor refleja el estado nutricional de la vitamina D es segun
consenso internacional el 25 (OH)-vitamina D. En el suero encontramos tanto el
ergocalciferol (25 (OH)-vitamina D2) como el colecalciferol (25(OH)-vitamina D3).
Ambas formas de la vitamina D se someten a hidroxilaciones idénticas para producir 25
(OH)-vitamina D en el higado y 1,25 (OH)z-vitamina D en el rifion’. Por lo tanto, las
directrices actuales para la medicion de los niveles séricos de 25 (OH)-vitamina D
estipulan que los ensayos deben reconocer los niveles de 25 (OH)-vitamina D3 y 25 (OH)-
vitamina D2 en cantidades equimolares con el fin de evitar la falta de representacion y un
diagnostico erroneo®*:; es decir, las técnicas de determinacion de vitamina D deben
detectar 25 (OH)-vitamina D Total. Sin embargo, un dato a tener en cuenta es la existencia
de otros metabolitos de la vitamina D que pueden interferir en las técnicas de medida. El
principal metabolito de la vitamina D que interfiere en las técnicas de medida es el
epimero C3 del 25(OH)-vitamina D. Los epimeros presentan la misma estructura quimica
a excepcion de la presencia de un carbono asimétrico. La presencia del epimero C3 del
25(0OH)-vitamina D se observd por primera vez en los recién nacidos en el afio 2001%,
pero también se ha reportado en adultos!**%’. Este epimero C3 puede representar una
proporcion importante de los niveles circulantes de 25(OH)-vitamina D en nifios menores
de 1 afio (hasta el 60%), aunque también se ha descrito una alta prevalencia en
ancianos'®. La importancia fisiologica de 3-epi-25 (OH)-vitamina D3 es incierta. Sin
embargo, se ha demostrado que la forma epimérica de calcitriol es capaz de suprimir la
secrecion de PTH en concentraciones similares a los de la forma no epimérica®®. Ademas,
se han descrito efectos calcémicos y de regulacion sobre genes que responden al receptor
de vitamina D implicados en el metabolismo 6seo (p.ej., osteocalcina). Por tanto, la

determinacion individualizada de 25(OH)-vitamina D y 3-epi-25(OH)-vitamina D puede
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ser bioldgicamente relevante!®’. En la actualidad, aunque el significado bioldgico del C3
epimero es actualmente incierto, debido a sus altas concentraciones en neonatos y
ancianos, se recomienda que se determinen de forma individualizada para no interferir en

la concentracion final de 25(0OH)-vitamina D4,

Otro metabolito de la vitamina D es el 24,25 (OH)»-vitamina D, que también esta
presente en el suero e interfiere en algunos inmunoensayos, aunque este metabolito
informa del estado nutricional de la vitamina D ya que se han descrito acciones biolégicas

para é1*42,

¢) Metodologia para la determinacion de vitamina D.

Actualmente, hay disponibles diferentes métodos para medir los niveles de 25(OH)-
vitamina D. La falta de estandarizacion en los metodos hace que exista gran variabilidad
intermétodo e interlote’*3145  limitando la comparacion entre estudios y el
establecimiento de puntos de corte para definir la hipovitaminosis D®.

De los métodos disponibles en el mercado, los que presentan mayor precision son

la cromatografia liquida de alta eficacia con deteccion ultravioleta (HPLC-UV) vy la

r,,

espectrometria de masas en tindem (LC-MS/MS); aungue estos oH

métodos son mas precisos, requieren de una infraestructura,

personal cualificado, mayor volumen de muestra y paso de no™
25(0H)D,
extraccion previo, lo que hace que en la mayoria de los

Y,

laboratorios clinicos la determinacion de los niveles de 25

(OH)-vitamina D Total se realice mediante inmunoensayos

. . : HO
automatizados. Los principales inmunoensayos presentes en el 3-epi-25(0H)D,

mercado son los de Liaison®, IDS®, Elecsys®, Abbott® y Figura 14.  Estructura
molecular 25(OH)-vitamina

. , , , . D3y C3-epi-25(0OH)-vitamina
Siemens®. Estos métodos son mucho mas rapidos con un alto 3
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rendimiento, pero presentan posible susceptibilidad a afectos de matriz, variabilidad entre
lotes, discutida recuperacion de la 25 (OH)-vitamina D2, alta reactividad cruzada con el
24,25-dihidroxivitamina D e inadecuada liberacion de la VDBP¥*  En los
inmunoensayos, la especificidad puede ser una cuestion analitica de relevancia
especialmente en relacién con la proporcion de 25(OH)-vitamina D2 que se cuantifica,
aspecto que no afecta a los métodos HPLC y LC-MS/MS que son capaces de cuantificar

ambos metabolitos de forma independiente*®.

METODO VENTAIJAS INCONVENIENTES

-lnmunoensayos

manuales

RIA tras extraccién con Extraccién minimiza Mas tiempo-trabajo que

solventes efecto de matriz inmunoensayo directos
Relativamente barato Genera residuos
Técnicamente sencillo radioactivos

Variabilidad entre lotes
Baja recuperacion

25(0OH)D2
Enzimoinmunoensayo Relativamente barato Susceptible a efectos de
directo (EIA) Técnicamente sencillo matriz

Variabilidad entre lotes
Especificidad (Baja
recuperacion de 25 (OH)

D2)
¢éReactividad para C3-epi-
25(0OH)D3?
-lInmunoensayos
automatizados
Liaison total® Técnicamente sencillo Susceptible a efectos de
IDS® Alto rendimiento matriz
Elecsys® Variabilidad entre lotes
Abbott® Especificidad (Baja
Siemens® recuperacion de 25(0OH)D2)

(56% Abbott®, 81% Roche®,
104% Liaison®; seguin
inserts)

éReactividad para C3-epi-
25(0OH)D3?
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-Métodos de deteccion

directos

HPLC Extraccién: reduce Personal especializado
interferencias. Puede requerir mayor
Puede ser (semi) volumen de muestra
automatizado. ¢Mas tiempo? / ¢Menor
Resolucién de 25-OH-D3 rendimiento?
/D2y C3-epi-25-OH-D3
Adaptabilidad a método
de referencia (NIST)
Determinacion simultanea
de otros componentes
(vitamina A,E, Q10,
carotenoides)
Bajo coste de reactivos

LC/MS/MS Alta exactitud y precision | Coste de equipos
(Gold standard) Susceptible de interferencia

(supresidn idnica)

Tabla V. Principales ventajas e inconvenientes de los métodos de determinacidén de vitamina D (tabla
modificada de Cérdoba C y Granado F (2013) Vitamina D: Una perspectiva actual. Sociedad Espafiola de
Bioguimica Clinica y Patologia Molecular (SEQC).

Muchos fabricantes de inmunoensayos describen un 100% de reactividad cruzada
para 25(0OH)-vitamina D3 y 25(OH)-vitamina D2 aunque también puede existir para otros
metabolitos, incluido el 1,25(0OH).-vitamina D. No obstante, debido a las bajas
concentraciones de estos metabolitos, es improbable que afecten de forma significativa a
las concentraciones de 25(OH)-vitamina D. Por altimo, los sistemas cromatograficos
(HPLC y LC/MS), que utilizan columnas cromatogréaficas convencionales, no permiten

la resolucion del C-3-epi-25(OH)-vitamina D (coeluye con la forma no epimera).
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d) Programas de control de calidad. Materiales de referencia.

El programa Vitamin D External Quality Assurance Survey (DEQAS) esta
designado como el mejor control de calidad externo en la evaluacién de los niveles de 25
(OH)-vitamina D y cuenta con mas de 1.100 participantes de méas de 55 paises. En él se
compara la exactitud de los resultados de diferentes laboratorios calculando el porcentaje
de desviacion frente a la media promedio de todos los laboratorios (Avaraged Laborattory
Trimmed Mean, ALTM)*°, se hacen comparaciones entre diferentes métodos y se
realizan estudios sobre las principales interferencias de cada método. EI DEQAS utilizaba
como valor de referencia la media de todos los laboratorios (ALTM), pero a partir de abril
de 2013 utiliza los valores asignados a los controles de calidad externo por el National
Institute of Standards and Technology (NIST) de tal manera que los participantes pueden
evaluar la exactitud de sus resultados comparandolos con un método de referencia

reconocido a nivel internacional.

Ademas, el Centre for Diseases Control and Prevention (CDC) ha disefiado un
programa en 2014-2015 (Vitamin D Standardization-Certification Program, VDSCP) que
evalla el rendimiento del ensayo (sesgo y la imprecision) del fabricante de laboratorio o
ensayo a lo largo de 1 afio. Los criterios para superar dicha prueba eran una imprecision
global <10% en el intervalo de 22-275 nmol / L para vitamina D total; a los laboratorios
que superaron esta primera prueba se les otorgoé un certificado. Dentro de este programa,
la mayoria de métodos que superaron la prueba eran LC/MS/MS, y s6lo 2 inmunoensayos

(ADVIA Centaur Vitamina D Total assay® e IDS-iSYS 25-Hydroxy Vitamin D®).

El DEQAS esta intentando corregir los errores de imprecision y sesgos de los
principales métodos. Recientemente, ha informado que en muestras con alta

concentracion de 24,25 (OH)2-vitamina D la mayoria de los inmunoensayos dan valores
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muy superiores a los que asigna el NIST, solo los inmunoensayos de Siemens ADVIA
Centaur®y DiaSorin Liaison® estan libres de interferencias por este metabolito, al igual
que HPLC/UV y LC-MS/MS tampoco presentan interferencia. También ha reportado la
existencia de interferencia de los HPLC/UV y LC-MS/MS con el 3-epi-25-(OH) D3,

metabolito que no parece interferir en los inmunoensayos™°.

e) Rendimiento analitico.

Debido al alto rendimiento de la espectrometria de masas de cromatografia liquida
en tandem (HPLC-MS / MS), se considera que es el "patron oro" para la determinacion
de la vitamina D, pero necesita procedimientos de pretratamiento de muestra como

extraccion en fase solida y derivatizacion®!.

Aunque la determinacién de la vitamina D se ha incrementado sustancialmente en
los ultimos afos, hay poco consenso sobre cual es el ensayo que proporciona mayor
rendimiento analitico para medir su concentracion y hay serias preocupaciones con
respecto a la fiabilidad de su medicion'®2. Las especificaciones que se deben considerar
para seleccionar un ensayo para la determinacion de la vitamina D, incluyen la
determinacion de 25 (OH)-vitamina D Total, la precision, interferencias,
reproducibilidad, la comparabilidad entre ensayos, y la rentabilidad'®. En 2011, la
dilucion isotopica cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS / MS) fue
reconocida como el método de referencia por el Comité para la Trazabilidad en Medicina
de Laboratorio®®*. Como se mencion6 anteriormente, existen diversos inmunoensayos
automatizados para la determinacion de 25 (OH)-vitamina D (Siemens®, IDS®, Abbott®,
Roche®, y DiaSorin®). Todos estos inmunoensayos excepto Roche utilizan un método
similar (pretratamiento de la muestra, disociacién de 25(OH)-vitamina D de la proteina

transportadora y posterior reconocimiento por anticuerpos especificos). Debido a que el
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metabolito 25 (OH)-vitamina D es altamente lipofilico y tiene una fuerte afinidad de
unién para VDBP, no es facil medir su concentracion en el suero del paciente. Hay una
gran dispersion entre los diferentes ensayos, debido a las diferentes técnicas empleadas
para la separacion de 25 (OH)-vitamina D de la VDBP, asi como su deteccién y
medicion®®. Aunque LC-MS / MS se considera el método de referencia para la medicion
de las concentraciones de 25 (OH)-vitamina D, el instrumento es muy costoso, no
disponible en la mayoria de los laboratorios clinicos, y su tiempo de respuesta es
relativamente mas largo que el de los inmunoensayos. Por lo tanto, los inmunoensayos
automatizados y de alto rendimiento pueden ser una buena alternativa para los

laboratorios clinicos.

En colaboracion con los Institutos Nacionales de la Oficina de Suplementos
Dietéticos de la Salud, el Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia ha desarrollado
materiales de referencia estandar (SRM) con el fin de mejorar la precision y para permitir
la normalizacion mundial de la determinacion de 25 (OH)-vitamina D. El SRM 2972
contiene cantidades de 25 (OH)-vitamina D2 y de 25 (OH)-vitamina D3 disueltas en
etanol definido. Este material se utiliza para la calibracion directa de los procedimientos
de medicion de referencia LC-MS / MS. Aungue este material se puede utilizar con
métodos cromatograficos como calibradores, la reaccion antigeno-anticuerpo impide
calibracion directa de métodos inmunoldgicos mediante el uso de esta solucion de
calibracion. Por lo tanto, se necesitan materiales a base de suero para la calibracion de
métodos inmunolégicos. EI NIST desarrollé material de referencia basado en suero, SRM
972, que consta de cuatro mezclas de suero humano con valores de analito de 25 (OH)-
vitamina D2, 25 (OH)-vitamina D3, y 3-epi-25 (OH)-vitamina D3. A pesar de estos
esfuerzos de normalizacion, las discrepancias no resueltas y prejuicios inaceptables

persisten entre los inmunoensayos en comparacion con los métodos de referencia. Por lo
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tanto, mas estudios de normalizacion de mediciones de 25 (OH)-vitamina D deben
Ilevarse a cabo para obtener resultados fiables y definir correctamente el nivel de vitamina

D en los pacientes™*.

f) Conclusiones metodologia.

En general, existe poco consenso respecto al método que deberia utilizarse para
medir 25(OH)-vitamina D asi como sobre la fiabilidad de las medidas. La variabilidad
analitica ha mejorado notablemente en los Gltimos afios, principalmente en los
inmunoensayos que eran los que mayor variabilidad presentaban, que hoy en dia
presentan resultados aceptables'®, aunque todavia lejos de los métodos cromatograficos.
Dado el amplio rango de ensayos disponibles, la eleccion del mejor método constituye un
desafio especialmente debido al espectacular aumento de la demanda durante los ultimos
afios, tanto a nivel de practica clinica como con fines de investigacion. La eleccidn de un
método adecuado dependerd de varios factores incluyendo el nimero de muestras a

procesar, la experiencia del personal y el origen de las muestras.
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La utilidad del estudio se basa en analizar las distribuciones plasmaticas de la
vitamina D e intentar adecuar su demanda; ya que en los ultimos afios se ha producido un
aumento exponencial debido a las nuevas implicaciones atribuidas a la vitamina D, sin
que existan resultados concluyentes en la bibliografia actual, produciéndose un gasto
sanitario extra. Ademés, la metodologia para determinar la 25 (OH)-vitamina D
disponible en la actualidad (inmunoensayos automatizados, HPLC, Tandem masas, etc.)
presentan baja precision y reproducibilidad®®, por lo que, son necesarios mas estudios
para mejorar las técnicas de medida y poder cuantificar con gran precision el status de la

vitamina D en el organismo.

Los objetivos a tratar en la presente tesis doctoral son los siguientes:

1. Analizar la distribucion de las determinaciones plasmaticas de vitamina D por
patologia y por servicios peticionarios.

2. Adecuar las peticiones de vitamina D en el Area de Salud de Badajoz a las guias
clinicas que hacen recomendaciones al respecto.

3. Realizar un estudio econdmico de cudl seria la rentabilidad de la implantacion de
un protocolo de adecuacién de la vitamina D siguiendo las recomendaciones
actuales para su determinacion.

4. Hacer un estudio comparativo entre el inmunoensayo utilizado de rutina en el
laboratorio de Analisis Clinicos del Complejo Hospitalario Universitario de
Badajoz (IDS-iSYS®) y otro inmunoensayo (Advia Centaur XP®), para

determinar cuél de los dos es el méas idéneo para nuestro laboratorio.
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1. Estudio de las distribuciones plasmaticas de vitamina D y su
adecuacion.

En primer lugar, se realiz un estudio descriptivo transversal de las peticiones de
vitamina D realizadas en el Area de Salud de Badajoz durante doce meses consecutivos
(desde enero de 2013 hasta diciembre de 2013); para ello se utilizé el programa
informatico de laboratorio SIGLO®, con el fin de seleccionar todas las peticiones
realizadas durante este periodo de tiempo, y el programa asistencial JARA®, para revisar
el diagndstico y la historia clinica. Durante este periodo de tiempo se realizaron un total
de 3907 peticiones para determinar los niveles séricos de 25 (OH)-vitamina D. Cada
peticion se estudio detalladamente, viendo el diagndstico de la peticion de vitamina D y
revisando la historia clinica del paciente, para asi poder evaluar si la peticion de vitamina
D fue correctamente realizada. Para discriminar entre peticion de vitamina D justificada
e injustificada creamos un protocolo de peticion a partir de los criterios de peticion de las
guias clinicas en las cuales se describen las patologias o situaciones clinicas en las que
seria necesario medir los niveles de vitamina D séricos y la bibliografia més reciente sobre
el tema. Las guias que utilizamos para crear dicho protocolo fueron la guia clinica de la
Sociedad Americana de Endocrinologial®®, la guia de la Sociedad Espafiola de
Bioquimica Clinica®’, y el Consenso de la Alta Autoridad Sanitaria Francesa sobre la

peticion de vitamina D2,

a) GUIA SOCIEDAD ENDOCRINA AMERICANA

e Raquitismo

e Osteomalacia

e Osteoporosis

e Insuficiencia renal cronica/ trasplante renal
e Hiperparatiroidismo

¢ Insuficiencia hepatocelular

e Sindrome de malabsorcion
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e Ciertos farmacos (glucocorticoides, antiepilépticos, antiretrovirales)
e Ancianos con antecedentes de caidas o fracturas

e Nifios y adultos obesos (IMC> 30 kg / m2)

e Embarazado y lactancia

e Ciertos linfomas

e Enfermedades granulomatosas

b) SOCIEDAD ESPANOLA DE BIOQUIMICA CLINICA (SEQC)

e Pacientes con raquitismo

e Pacientes con osteoporosis u osteomalacia.

e Pacientes con caidas frecuentes

e Sindrome de malabsorcion

e Tras cirugia bariatrica

e Pacientes con IRC en estadios 3-5 y pacientes trasplantados renales
e Pacientes con hiperparatiroidismo primario

e Trastornos granulomatosos (tuberculosis y sarcoidosis)

e Pacientes con insuficiencia hepatica

c) CONSENSO DE LAS ALTAS AUTORIDADES SANITARIAS FRANCESAS

e Raquitismo

e Osteomalacia/Osteoporosis

e Ciertos farmacos (glucocorticoides, antiepilépticos, antiretrovirales)
e Caidas repetidas

e Trasplante renal e IRC

e Tras cirugia para la obesidad

Como se ha mencionado anteriormente, siguiendo las recomendaciones realizadas
para la correcta utilizacion de la determinacion de la 25 (OH)-vitamina D por las 3 guias
clinicas y ademas haciendo una revision exhaustiva de la bibliografia reciente,
elaboramos un protocolo de peticidn con las patologias y situaciones clinicas en las cuales
seria necesario determinar los niveles séricos de 25(OH)-vitamina D y de esta manera
cualquier peticién que no se ajustase al protocolo creado seria innecesaria y no reportaria

beneficios para el paciente.
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PROTOCOLO PETICION VITAMINA D

+ Raquitismo

« Osteomalacia

»  Osteoporosis

« Caidas repetidas

« Insuficiencia renal crénica, estadios terminales 3-5

e TXrenal

» Hiperparatiroidismo

» Insuficiencia hepatocelular

« Sindrome malabsorcion (Celiaquia/Crohn/Pancreatitis/Fibrosis Quistica)

« Cirugia Bariétrica

» Ciertos farmacos (glucocorticoides, antiepilépticos, antiretrovirales, algunos

antifungicos, colestiramina)

« Ciertos linfomas

» Enfermedades granulomatosas (sarcoidosis, tuberculosis, histoplasmosis,

coccidiomicosis, beriliosis)

Tras la elaboracion del protocolo de peticion, después de revisar las indicaciones
de las guias clinicas y la bibliografia, se revisaron las 3907 peticiones de 25 (OH)-
vitamina D que se realizaron durante el afio 2013. En primer lugar, las dividimos en
peticiones justificadas y peticiones no justificadas si no se atendian a ningdn criterio de
peticion del protocolo. Después analizamos mas detenidamente las peticiones no
justificadas y las organizamos por patologia del paciente por un lado y por servicio
peticionario por otro, asi veiamos las patologias mas frecuentes en las que se pedia

determinacion de vitamina D innecesaria y cudles eran los servicios que mas lo hacian.
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Ademas, realizamos un estudio para ver como se habia incrementado el nimero de
determinaciones de vitamina D en los ultimos 6 afios (2009-2014) en nuestra Area de
Salud.

A continuacion, estudiamos el impacto econdmico que tuvo en nuestra zona (Area
de Salud de Badajoz) las peticiones de vitamina D no justificadas, para ello utilizamos el
coste directo de la determinacién aislada de vitamina D para calcular el coste total en
nuestra region en dicho afo. El coste directo de la determinacion de vitamina D en el
equipo 1DS-iISYS® es de 6,1 euros; al cual habria que afiadirle los costes indirectos
correspondientes a calibraciones, controles, repeticiones, costes de personal, etc. Como
los costes indirectos son casi imposibles de calcular con exactitud (sélo se podria hacer
una estimacion), todos los calculos sobre el impacto economico los hemos realizado con
el coste directo de la determinacion.

Por ultimo ultimo realizamos una extrapolacién de nuestros resultados al resto de
Areas de Salud del Servicio Extremefio de Salud (SES) para calcular el gasto en
peticiones de vitaminas D no justificadas segun el protocolo de peticion en toda
Extremadura. Para ello con los datos del nimero de peticiones de vitamina D que
correspondian a las otras Areas de Salud en funcion de la poblacion atendida, se compard
con el nimero de peticiones reales de cada Area y se realizé un célculo aproximado del

gasto real de todo el SES en el afio 2013.
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2. Estudio comparativo de dos inmunoensayos en la determinacion de
vitamina D.

El segundo punto del estudio fue realizar un estudio comparativo entre los 2
inmunoensayos que han pasado la primera fase del proceso de estandarizacion de la
vitamina D, ADVIA Centaur Vitamina D Total assay® (Advia Centaur) y IDS-iSYS 25-
Hydroxy Vitamin D® (IDS-iSYS), para ver si existe correlacion entre los 2 métodos y ver
si son intercambiables o si, por el contrario, todavia queda mucho que hacer en el proceso

de estandarizacion y sigue existiendo gran variabilidad entre métodos.

Para ello, se seleccionaron un total de 70 muestras (N=70) de suero de pacientes del
Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz. Se realizo una seleccion de muestras
ya analizadas por el inmunoensayo de rutina (IDS-iSYS 25-Hydroxy Vitamin D®) para
tener resultados de concentraciones de 25 (OH)-vitamina D distribuidas por todo el rango
de linealidad del método y asi poder comparar las desviaciones entre métodos en
diferentes puntos, de tal manera que seleccionamos al azar 30 muestras con
concentraciones de 25(OH)-vitamina D menores de 20 ng/mL y 40 muestras con
concentraciones >20 ng/mL. Los sueros se reanalizaron utilizando el equipo Advia

Centaur XP® (Siemens).

El ensayo de IDS-iSYS 25-Hydroxy Vitamin D® es el inmunoensayo utilizado en
nuestro laboratorio de rutina. ES un inmunoensayo con deteccion por
quimioluminiscencia (CLIA), que utiliza 10 microlitros de muestra a las que somete a
una fase de pretratamiento para desnaturalizar la fuerte union de VDBP. Este ensayo que
estd validado para muestras de suero presenta un rango de medida que va desde 7-125

ng/mL, cualquier valor por debajo de 7 se debe informar como <7 y los valores mayores
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de 125 ng/mL deben diluirse
manualmente con una muestra de
suero humano de baja
concentracion de vitamina D.
Presenta una especificidad del
102% para 25-hidroxivitamina D,

con una reaccion cruzada del 1%

FRANCISCO JAVIER VALERO CHAVEZ

Figura 15. Autoanalizador IDS-iSYS.

para el 3-epi-25 (OH)-vitamina D. Segun el insert también presentaba una deteccion

equimolar de la 25 (OH)-vitamina D2.

El inmunoensayo con el que lo hemos comprobado es el ensayo ADVIA Centaur

Vitamina D Total®. Es un

inmunoensayo competitivo con deteccion por

qguimiolumiscenica, que utiliza 20 microlitros de muestra. El rango analitico va desde 4-

Figura 16. Autoanalizador ADVIA Centaur.

150 ng/mL. Los valores de
vitamina D superiores a 150 ng/mL

deben ser diluidos con el diluyente

que incorpora el Kkit. Este

inmunoensayo es valido tanto para
muestras de suero como para
muestras  de

plasma (EDTA,

heparina de litio y heparina de

sodio). Presenta una especificidad del 104% para 25 (OH) vitamina D total, y una

reaccion cruzada del 1,1% para el 3-epi-25 (OH)-vitamina D.
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La especificidad analitica de los 2 inmunoensayos reflejada como el porcentaje de
reactividad cruzada y la interferencia con otros metabolitos de la vitamina D, que no son

el 25 (OH) Vitamina D total se expresan en la Tabla VI.

REACCION CRUZADA (%) IDS-ISYS ADVIA CENTAUR
25 (OH) Vitamina D3 102% 100,7%

25 (OH) Vitamina D2 100% 104,5%

24,25 (OH), Vitamina D3 100% -

24,25 (OH), Vitamina D2 - -

1,25 (OH); Vitamina D3 - 1%
1,25 (OH); Vitamina D2 - 4%
Colecalciferol 0% 0,3%
Ergocalciferol 1% 0,5%
3-epi-25 (OH)-vitamina D 1% 1,1%

Tabla VI. Porcentaje de reactividad cruzada de cada inmunoensayo (Advia Centaur® e IDS-iSYS®) con cada uno
de los metabolitos de la vitamina D.

En un primer andlisis estadistico, utilizamos todas las muestras (N=70) para la
comparacion de los dos inmunoensayos y despues se analizaron por separado las muestras
con concentracion de 25 (OH)-vitamina D <20 ng/mL (n=30) y las muestras con
concentraciones >20 ng/mL (n=40).

Dependiendo de los niveles de vitamina D, se distinguen 4 categorias: deficiencia
de vitamina D (<20 ng/mL), insuficiencia de vitamina D (20-30 ng/mL), suficiencia de
vitamina D (30- 150 ng/mL) y toxicidad (>150 ng/mL). En nuestro estudio, también
observamos cuantos pacientes se encuadraban en cada categoria utilizando uno u otro

inmunoensayo.
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Ademas, se estudio la precision de los 2 métodos; para ello se seleccionaron al azar
50 muestras y se analizaron por triplicado por los 2 equipos. Los resultados se expresaron

con la desviacion estandar (SD) y el coeficiente de variacion (CV).
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3. Analisis estadistico

Destacar que para el anélisis de los resultados se utilizo:

---Estadistica descriptiva: como parametro estadistico de medidas de centralizacion
hemos utilizado la media y como estadistico de medidas de dispersion la desviacion
estandar, calculando a partir de este el coeficiente de variacion.

---Estadistica inferencial: se ha demostrado que los métodos de correlacion y regresion
habituales para evaluar la concordancia entre medidas cuantitativas son insuficientes y
que la interpretacion del coeficiente de correlacién de Pearson como una medida de
concordancia es errénea’®®!® | La igualdad de medias tan sélo garantiza que los 2
métodos se centran en el mismo valor, pero en ningdn caso que todos sus valores sean
iguales. Hay paquetes estadisticos (MedCalc®) que incorporan directamente un
procedimiento de comparacion de métodos en el que el calculo de la mayoria de
coeficientes, modelos de regresion y métodos graficos estan implementados, sin que sea
necesaria la manipulacion algebraica de las variables originales para llevarlos a cabo
(SPSS® solo tiene implementado el procedimiento para el calculo del coeficiente de
correlacion intraclase).

En nuestro estudio, para realizar la comparacion de métodos utilizamos el programa
estadistico MedCalc® version 16.8.4. Este programa permite realizar el analisis de Bland-
Altman, regresion de Deming y regresion Passing-Bablok. Nosotros hemos utilizamos el
andlisis de Bland-Altman y el método de regresién Passing-Bablok realizando la
comparacion de los dos métodos, utilizando como método de referencia el que utilizamos
de rutina en el laboratorio (IDS-iSYS®), y calculamos la pendiente, la interseccion en el
origen y el coeficiente de correlacion de Spearman, todo con un intervalo de confianza

del 95% (IC =95%).
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1. Distribucién de las determinaciones plasmaticas de 25 (OH)-vitamina D.

1.1 Adecuacion de las peticiones de vitamina D segun el protocolo.

En el afio 2013, se realizaron un total de 3907 determinaciones de 25 (OH)-vitamina
D en el Area de Salud de Badajoz. Si seguimos las recomendaciones del protocolo de
peticion creado a partir de las guias clinicas mencionadas anteriormente y de la bibliografia
actual, s6lo el 68 % (2638 peticiones) eran justificadas segun la historia y el diagnostico
del paciente y el 32 % (1271 peticiones) no se adecuaban a las guias clinicas, por lo que se

trataba de peticiones no justificadas.

DISTRIBUCION DE LA DETERMINACION DE VITAMINA D SEGUN EL
DIAGNOSTICO-HISTORIA CLIiNICA

B Peticion Justificada M Peticion No Justificada

Figura 17. Distribucion de las determinaciones de vitamina D segun el diagndstico y la historia clinica.

1.2 Distribucién de las peticiones justificadas segun el diagnostico.

En la Tabla VII, se expresa el numero de peticiones de los principales diagndsticos
de las peticiones justificadas, asi podemos comprobar que la insuficiencia renal (60,5%) es
la patologia mas frecuente por la que se solicita una determinacion de niveles plasmaticos

de 25 (OH)-vitamina D, seguida de osteoporosis-osteopenia (18%).
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DIAGNOSTICO N° PETICIONES % TOTAL
Insuficiencia Renal Cronica 1596 60,5
Osteoporosis-Osteopenia 502 18
Fractura de cadera 198 7,5
Trasplante renal 31 1,2
Otros (sindromes de r_n_alabsorcién, Crohn, 309 12.8
pancreatitis, etc)

Tabla VII. Distribucidn de las 2636 peticiones justificadas segun el diagnéstico.

1.3 Distribucidn de las peticiones no justificadas segun el diagnostico.

En la Tabla VIII, se expresa el nimero de peticiones de las principales patologias
en las que se pide determinacion de vitamina D que no estan justificadas, siendo la mas
frecuente la hipertension con un 21,71 %, seguida de la diabetes con 10,38 % y de las

dislipemias con un 9,04 %.

DIAGNOSTICO N° PETICIONES % TOTAL
Hipertension arterial 276 21,71
Diabetes 132 10,38
Dislipemia 115 9,04
Enfermedades reumatoldgicas 75 5,90
Hipo e hipertiroidismo 68 5,35
Anemia 60 4,72
Cancer 16 1,25
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Otros (alergias, controles rutinarios,
problemas neurolégicos, etc.)

529

41,62

Tabla VIII. Distribucidn de las 1271 peticiones no justificadas segun el diagndstico.

1.4 Distribucion de las peticiones no justificadas segun el servicio peticionario.

En la Tabla 1X, se puede observar cuéles son los servicios que mas realizan

peticiones no justificadas, y resalta la atencion primaria (centros de salud) con mas del

50% de las peticiones no justificadas.

SERVICIO PETICIONARIO N° PETICIONES % TOTAL
Centro de Salud 637 50,11
Nefrologia Pediatrica 108 8,49
Nefrologia 64 5,03
Neurologia 64 5,03
Medicina Interna 90 7,08
Otorrinolaringologia 34 2,67
Reumatologia 44 3,46
Endocrinologia 46 3,61
Otros 184 14,47

Tabla IX. Distribucion de las 1271 peticiones no justificadas segln el servicio peticionario.

83



RESULTADOS
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Cuando realizamos este estudio para investigar si habia variacion en el nimero de

determinaciones de vitamina D en los UGltimos afios, como sucedia a nivel nacional e

internacional, descubrimos
los siguientes resultados: en
la Figura 18 podemos ver el
aumento que se ha producido
de peticiones de vitamina D
en los ultimos afios en el
Area de Salud de Badajoz y
en la Tabla X se observan los

ndmeros  absolutos  del

namero de peticiones por afio, reflejando un aumento de méas del 1000% en 6 afios.

6000

5000

4000

3000

2000

1000

N2 DETERMINACIONES VIT D

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Figura 18. Evolucién peticiones

vitamina D en el Area de salud de
Badajoz ultimos 6 afios

ANO 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
N° DETERMINACIONES
VITAMINA D 428 681 818 1029 2131 3907 5117
% AUMENTO CON
RESPECTO AL ARG 2008] 0% 99,1% | 91,1% | 140,4% | 397,8% | 812,8% |1095,5%

Tabla X. Evolucion de las peticiones en el Area de Salud de Badajoz durante los Gltimos 6 afios.
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3. Estudio de la repercusion economica de la implantacion del protocolo
en el Area de Salud de Badajoz y extrapolacion de los resultados al resto
del SES.

Los resultados sobre la repercusién econdmica que tiene este estudio de adecuacion
de la demanda de vitamina D en el Area de Salud de Badajoz se pone de manifiesto de
manera clara, ya que cada prueba de vitamina D tiene un precio por determinacion de 6,1
euros (costes directos), sin contar costes indirectos. Por lo que, si tenemos 1271 peticiones
cuya determinacién no seria adecuada, estariamos ante un exceso de gasto sanitario de
7753,1 euros. Ademas, conociendo la poblacion de cada Area de Salud de Extremadura
y el nimero de determinaciones realizadas en cada Area de Salud, podemos hacer una
extrapolacion de nuestros resultados y calculamos el exceso de gasto en determinaciones
de vitamina D que se produjo en 2013 en Extremadura. En el Area de Salud de Badajoz,
se realizaron un total de 14,33 peticiones /1000 habitantes, de las cuales, si nos guiamos
por las guias clinicas, sélo estarian justificadas 9,68 peticiones/1000 habitantes, una vez

descontadas las peticiones no justificadas.

N° peticiones/1000 habitantes

Navalmoral de la Mata

Plasencia

Coria

Cdceres

B N° peficiones/ 1000 habitantes
Llerena-Zafra

Don Benito-Villanueva

Mérida

Badajoz

Figura 19. Peticiones realizadas en cara Area de Salud por cada 1000 habitantes.

Como la patologia es similar en toda Extremadura o incluso mayor en el Area de

Salud de Badajoz (mayor nimero de especialidades médicas), se extrapola utilizando 9,68
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peticiones correctas/1000 habitantes al resto de Areas de Salud de Extremadura y se

calcula el exceso de gasto, que ascendio a un total de 120.377 euros al afio. Los resultados

reflejaron como las areas de Salud de Caceres, Plasencia y Coria, presentaban un elevado

namero de peticiones por cada 1000 habitantes.

o (0]
Area de N° Ne° Petié\ilones/ N° Peticiones no Gasto no
Salud Peticiones| Habitantes 1000 justificadas | justificado(euros)
Badajoz 3907 272477 14,33 1271 7753,1
Meérida 3047 167190 18,22 1427 8704,7
DonBenito- 1000 | 142464 | 13,04 478 2915,8
Villanueva
Llerena- 2438 106646 22.86 1405 85705
Zafra
Caceres 10982 198717 55.26 9057 55247 7
Coria 1535 47250 32.48 1077 6569,7
Plasencia | 5998 112960 53.10 4904 29914.4
Navalmoral | = /0 54706 11,80 115 7015
de la Mata

Tabla XI. Exceso de gasto al no seguir el protocolo de peticion de vitamina D en todas las Areas del

SES.
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4. Comparacion de dos inmunoensayos para la determinacion de

vitamina D.

4.1 Comparacién de los resultados de los dos inmunoensayos utilizando

todo el rango analitico.

Los resultados obtenidos al analizar las 70 muestras por cada uno de los

inmunoensayos se muestran en la Tabla XI1I.

NP IDS-1SYS® CEA[\I%\QS‘@ NP IDS-1SYS® CEA[‘\IDT\QSRQ@
MUESTRA | (ng/ml) (ng/ml) MUESTRA (ng/ml) s
1 23 24 36 10,7 22,57
2 20,5 27,88 37 20,7 17,9
3 17,2 8,02 38 25,6 32,28
4 20,9 19,99 39 8,7 5,94
5 17,1 13,88 40 10 12,35
6 20,3 25,26 41 7 7,01
7 20,4 22,25 42 10,7 17,47
8 16,8 18,54 43 43,2 34,71
9 15,1 17,6 44 34,8 28,5
10 75 9,88 45 41,1 33,03
11 23,8 20,46 46 44,9 24,04
12 15 18,2 47 18,4 18,89
13 26,8 30,33 48 39 37,48
14 9,5 6,38 49 40,4 36,35
15 32,8 38,99 50 29,9 26,6
16 35,1 36,51 51 26,5 25,14
17 32,7 32,89 52 32,3 27,55
18 33,3 26,98 53 34,8 32,11
19 25 21,3 54 19,2 27,55
20 20,9 30,95 55 49,6 56,85
21 30,7 29,56 56 43,3 45,54
22 12,8 16,01 57 22 21,26
23 10,2 10,75 58 21,4 23,25
24 23,2 20,86 59 19,7 17,62
25 12,9 13,91 60 17 16,67
26 9,6 16,78 61 17,3 23,43
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27 7 6,47 62 20,6 21,26
28 15,5 20,61 63 18,5 11,76
29 26 29,7 64 9,4 10,34
30 20,1 11,8 65 33,3 17,25
31 14,3 16,55 66 34,7 39,47
32 91 13,88 67 59,6 91,16
33 27,3 29,8 68 17,4 25,47
34 24,3 30,08 69 7 12,72
35 20,2 18,64 70 31,6 37,53

Tabla XII. Resultado de cada muestra al ser analizadas por cada inmunoensayo.

Cuando realizamos el estudio comparativo entre los dos métodos, utilizamos como
método de referencia 1DS-iSYS®, siendo éste el método que utilizamos de rutina en
nuestro laboratorio de Anélisis Clinicos y empleamos como método comparativo Advia
Centaur®. Calculamos la media, desviacion estandar y los resultados minimos y maximos

para cada uno de los inmunoensayos.

Media Desv est . . .
Muestras (ng/mL) (ng/mL) Minimo Maximo
IDS-iSYS® N=70 23,1 11,37 7 59,6
Advia _
Centaur® N=70 23,92 12,88 5,94 91,16

Tabla XII1. Media, desviacién tipica, mdximo y minimo del total de las muestras al ser analizadas con cada
inmunoensayo (Advia Centaur® e IDS-iSYS®).

Al realizar la regresion lineal de Passink-Bablok con todas las muestras (N=70),
obtuvimos un punto de corte en el origen de 1,15 (IC 95%: -1,44 a 3,93), una pendiente
de la recta de 0,98 (IC 95%: 0,84 a 1,14) y una recta de regresion calculada de y= 1,15 +
0,98x, como se puede observar en la Figura 20. El coeficiente de correlacién de Spearman
entre los dos métodos analizados fue de 0,86 (IC 95%: 0,78 a 0,91) con un nivel de

significacion P<0,0001.

88



RESULTADOS FRANCISCO JAVIER VALERO CHAVEZ

100 |-
90 |- 9
80
70|
60 |-
S50 |
40 |-
30
20 |-
10

0 ‘I . I . I . 1 . 1 . 1
0 20 40 60 80 100

IDS

Figura 20. Regresidn lineal de Passing-Bablok al analizar todo el tamafio muestra (N=70).

También se realizd el analisis de Bland-Altman, el cual nos indica la dispersion respecto

a la media de los resultados obtenidos, y la diferencia entre los dos métodos, Figura 21.
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Figura 21. Andlisis de Bland-Altman el cual nos indica la dispersion de cada método con respecto a la media.
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4.2 Comparacion de los resultados de los dos inmunoensayos por rangos
clinicos.

Cuando se analizaron las muestras menores de 20 ng/mL (deficiencia de vitamina
D) por un lado y las mayores de 20 ng/mL por otro, los resultados nos indican que no
existe correlacion entre la medicion de la concentracion de 25 (OH) vitamina D entre los
diferentes métodos en el rango de deficiencia (<20 ng/mL), coeficiencie de correlacion
de Spearman = 0,57. Sin embargo, al analizar los resultados mayores de 20 ng/mi
encontramos una correlacion baja, con un r de Spearman de 0,69. En la Tabla XIV se
expresan los resultados obtenidos; en la Figura 22 la regresion de Passink-Bablok al
analizar las muestras con resultado menor de 20 ng/mL vy, en la Figura 23, cuando se

utilizaron las muestras con resultados mayores de 20 ng/mL.

<20 ng/mL (n=30) >20 ng/mL (n=40)
x SD r - SD r
IDS-iSYS® 13,35 4,32 30,41 9,31
0,57 0,69
Advia 14,97 5,68 30,74 12,69
Centaur®

Tabla XIV. Andlisis de la media, desviacion tipica y coeficiente de correlacion de Spearman por los dos

inmunoensayos para las muestras <20 ng/mL y >20 ng/ml.
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30}
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IDS

Figura 22. Regresidn lineal de Passing- Bablok al analizar las muestras <20 ng/mL. Punto de corte -3,06 (IC 95%: -
11,97 a 2,29); pendiente de la recta 1,40 (IC 95%: 0,98 a 2,06) coeficiente correlacion Spearman 0°57 (IC 95%: 0,27
a 0,77) con un nivel de significacion p=0,001.
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Figura 23. Regresion lineal de Passing-Bablok al analizar las muestras >20 ng/mL. Punto de corte -1,92 (IC 95%: -
11,31 a 6,32); pendiente de la recta 1,06 (IC 95%: 0,76 a 1,40) coeficiente correlacion Spearman 0°69 (IC 95%: 0,48
a 0,82) con un nivel de significacion p< 0,0001.
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4.3 Distribucion en los diferentes rangos segun método utilizado.

Los 70 resultados obtenidos de las determinaciones por los dos inmunoensayos se
clasificaron en categorias clinicas, segun la cual se dividian en pacientes con deficiencia
de vitamina D (<20 ng/mL), insuficiencia de vitamina D (20-30 ng/mL), suficiencia de
vitamina D (30- 150 ng/mL) y toxicidad (>150 ng/mL); los resultados obtenidos se
expresan en la Tabla XV.

La variacion analitica entre métodos hacia que se clasificara a pacientes en
diferentes categorias clinicas. Ademas, estudiamos cada paciente individualmente:

---En cinco pacientes en los cuales el resultado con Advia Centaur® lo incluia en el grupo
de deficiencia, sin embargo con IDS-iSYS® en el rango de insuficiencia.

---En cuatro pacientes ocurria lo contrario, con el método de IDS-iISYS® presentaban
resultados de deficiencia y con el de Advia Centaur® insuficiencia.

Es decir, al estudiar las determinaciones de 25 (OH)-vitamina D de forma individual
de los pacientes que se encontraban en el rango de deficiencia (29 sujetos con cada
inmunoensayo), los resultados obtenidos con el IDS-iISYS® no coincidian con los
resultados si las muestras eran analizadas con el Advia Centaur®. Lo mismo ocurria con

los pacientes que se encontraban en el rango de insuficiencia.

Deficiencia Insuficiencia Suficiencia Toxicidad
IDS-iSYS® 29 22 19 0
Advia Centaur® 29 24 17 0

Tabla XV. Distribucion de las muestras en cada una de las categorias dependiente de los niveles de vitamina D, al
analizarlas con los dos inmunoensayos.
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4.4 Reproducibilidad de los resultados en cada inmunoensayo.

El estudio de precision realizado analizando las muestras de 50 pacientes por
triplicado por los dos métodos nos reporto los resultados reflejados en la Tabla XVI para
el coeficiente de variacion y la desviacidn tipica existente entra cada método y el resultado

final se refleja en la Tabla XVII.

Centauro | Centauro IDS-iSYS IDS-iSYS Centauro | Centauro | IDS-iSYS IDS-iSYS
Ne SD % CV SD % CV Ne SD % CV SD % CV
1 0,00 0,00 2,65 24,24 26 1,40 5,81 3,55 12,53
2 1,78 20,95 1,32 13,03 27 3,01 3,86 1,95 2,59
3 0,21 4,76 0,70 6,14 28 1,16 3,74 3,23 9,08
4 1,19 9,22 1,46 9,91 29 0,57 2,28 1,46 4,63
5 0,82 5,57 2,11 14,91 30 1,52 4,24 4,78 13,28
6 1,27 18,09 2,52 18,16 31 1,56 7,73 4,19 12,33
7 1,96 21,98 2,22 22,09 32 0,85 3,81 0,35 1,18
8 0,83 4,69 4,15 19,23 33 1,57 6,05 2,41 7,28
9 0,98 4,38 3,31 12,04 34 0,49 2,07 1,57 5,24
10 0,56 2,59 1,15 5,01 35 1,76 4,11 4,12 9,99
11 1,42 7,94 1,47 5,56 36 1,36 5,25 3,65 11,01
12 0,75 4,68 4,51 20,70 37 0,60 1,80 1,76 3,56
13 1,22 22,02 2,39 15,03 38 1,03 4,87 5,66 22,99
14 0,96 5,79 3,17 15,13 39 2,45 12,59 12,88 49,34
15 1,17 7,42 2,10 9,49 40 1,08 8,02 3,00 14,18
16 1,05 5,28 1,50 8,13 41 0,96 4,02 1,71 5,96
17 0,37 1,65 2,96 11,63 42 1,88 13,47 0,84 4,57
18 1,06 6,20 1,01 5,40 43 1,50 4,06 5,44 13,75
19 1,80 12,10 1,14 4,56 44 0,20 0,79 2,38 6,88
20 1,01 5,17 5,36 22,10 45 0,70 3,28 2,41 9,02
21 0,83 3,47 2,65 9,83 46 0,89 2,57 4,29 9,14
22 1,01 9,41 3,70 18,54 47 1,75 7,91 2,37 7,32
23 0,91 10,80 1,05 9,85 48 0,55 4,75 0,75 4,42
24 3,89 6,15 6,54 10,26 49 0,78 5,51 1,82 9,71
25 0,54 1,88 4,57 12,58 50 0,78 5,87 1,08 9,09

Tabla XVI. Resultado de SD y CV al analizar las muestras por triplicado por cada inmunoensayo.
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SD CV (%)
Advia Centaur® 1,18 6,75
IDS-iSYS® 2,87 11,65

Tabla XVII. Media del SD y CV de cada inmunoensayo al analizar las 50 muestras.

4.5 Coeficiente de variacion entre los dos métodos analizados.
Al realizar un analisis comparativo entre los dos métodos para ver la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion, reflejando asi la variacion de los resultados

utilizando diferente método obtenemos una SD de 4,81 y un CV del 20,45 %.
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1. Analisis de la distribucién de las determinaciones plasmaticas de
vitamina D y su adecuacion en el Area de Salud de Badajoz.

La correcta distribucién de las determinaciones de vitamina D se ajustaria a los
criterios de peticion de las guias clinicas pero, en realidad el aumento de funciones
atribuidas a la vitamina D hace que se realice la determinacion en ciertas situaciones

clinicas aungque no esté aconsejado por las guias clinicas.

Como podemos observar en los resultados obtenidos en este estudio, las situaciones
clinicas por las cuales se pide mayor nimero de determinaciones de vitamina D son: la
insuficiencia renal cronica (1596 peticiones), la osteporosis-ospeopenia (502 peticiones)
y la hipertension (276 peticiones). En la insuficiencia renal cronica y la osteoporosis-
osteopenia, esta indicado determinar los niveles séricos de vitamina D161 ya que en la
insuficiencia renal cronica se produce un deterioro de las distintas funciones del rifion y,
por lo tanto, se reduce la formacion de calcitriol, al disminuir la accién de la alfa-1-
hidroxilasa; y en la osteoporosis-osteopenia también es una recomendacion de las guias
clinicas determinar los niveles séricos de vitamina D, ya que los niveles insuficientes de
vitamina D contribuyen a esta patologia. Sin embargo, en el caso de la hipertension, en la
actualidad no existe un consenso sobre los beneficios de la vitamina D en el control de
esta patologia y la disminucion del riesgo cardiovasculari®’, por lo que las guias clinicas

no aconsejan ni su medicién ni la suplementacion con vitamina D.

Cuando utilizamos el protocolo de peticion creado a partir de las guias clinicas y la
bibliografia reciente para analizar todas las peticiones realizadas en el Area de Salud de
Badajoz en el afio 2013, nos encontramos que alrededor de un tercio son peticiones que
no siguen ningdn criterio aceptado de peticion. Dentro del grupo de peticiones
innecesarias segun diagndstico e historia clinica, se pone de manifiesto que las principales

patologias en las que se pide determinacion de vitamina D son la hipertensién con un
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21,71 %, seguida de la diabetes con 10,38 % y de las dislipemias con un 9,04 %; no
existen evidencias cientificas que apoyen la necesidad de determinar los niveles de 25

(OH) vitamina D en estas patologias.

En la revision bibliogréafica, nos encontramos numerosos estudios que ponen de
manifiesto la asociacién entre una deficiencia de vitamina D y estas patologias
(hipertension, diabetes y dislipemias), la mayoria de ellos son estudios epidemioldgicos.
Sin embargo, en los estudios de tipo ensayos clinicos los resultados encontrados en la
bibliografia son contradictorios, no existen evidencias claras que indiquen que los
suplementos de vitamina D tengan un papel en la prevencidbn o mejora de estas
enfermedades®® %" y no esta claro si la deficiencia de vitamina D es una causa o la
consecuencia de padecer estas enfermedades. Lo mismo sucede con otras patologias
como la artritis reumatoide, anemia y cancer, en los que no existen evidencias sobre la
mejora de estas patologias con suplementos de vitamina D**°%1% por lo que la

determinacion de los niveles de 25 (OH) D no esta recomendada.

El estudio sobre la distribucion de la determinacion de vitamina D segUn el servicio
peticionario nos ayudo6 para controlar las peticiones por servicio. Encontramos que mas
del 50 % de las peticiones no recomendadas por las guias clinicas procedian de atencion
primaria (centros de salud). Opinamos que seria importante la restriccion de la peticion
de vitamina D desde los servicios de atencién primaria sin una justificacién que atendiera
a criterios clinicos. Ademas, independientemente del servicio peticionario, se ha
producido un aumento casi exponencial en el nimero de determinaciones de vitamina D
en los Gltimos afios y todo parece indicar que se debe al aumento de estudios descriptivos
sobre nuevas implicaciones de la vitamina D, aunque las guias clinicas no aconsejan la

determinacion de sus niveles en estas situaciones hasta que no haya mas datos
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concluyentes. Este aumento en nuestra Area de Salud fue de mas del 1000% en los
ultimos 6 afios. También el aumento exponencial se esta produciendo a nivel mundial; en
Francia se produjo un aumento del 250% de determinaciones de vitamina D entre 2007 y
2009 y de un 1000% entre 2005 y 20092, Las estadisticas del gobierno australiano
reflejan un aumento de 100 veces entre 2000 y 2010*?°. Por ello se, hace necesaria la
implantacion de un protocolo de peticidon en toda la region, para evitar que las peticiones

sigan aumentando en los proximos afios sin ningun criterio clinico.
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2. Estudio econdmico de cudl seria la rentabilidad de la implantacion de
un protocolo de adecuacion de la vitamina D siguiendo las
recomendaciones actuales para su determinacion.

La mala racionalizacion de la determinacién de 25(OH)-vitamina D supone un
exceso de gasto para los sistemas sanitarios, al igual que otras pruebas de laboratorio. La
rentabilidad de la implantacion del protocolo de peticion de vitamina D creado en el Area
de Salud de Badajoz supondria, segun los resultados de 2013, un ahorro de 7753,1 euros
al afio. Esté exceso de gasto sanitario en el Area de Salud de Badajoz habria que sumarles
los costes indirectos de la determinacién de la vitamina D (calibraciones, controles,
personal, etc.) y el incremento en el nimero de determinaciones que se esta produciendo

afo a afo.

Si nos fijamos en los resultados de todas las Areas de Salud del SES nos percatamos
que principalmente en las Areas de Salud de Céceres y Plasencia no existe ningtn control
de la demanda y son las que mayor gasto suponen al SES. El sobrecoste sanitario que se
produjo en el SES en 2013 ascendio a 120.377 euros, gasto que sigue aumentando afio a
afio, por lo que la implantacion de protocolos de peticion de vitamina D en toda
Extremadura ayudaria a una correcta adecuacion de la demanda y, lo que es mas
importante, una correcta utilizacién de los recursos sanitarios. Este problema de
racionalizacion de la vitamina D no s6lo afecta a Extremadura, sino que seria interesante
realizar estudios en otras Comunidades Autonomas v, si es necesario, tomar medidas al
respecto. Para ello, los expertos en vitamina D a nivel internacional aconsejan medir sélo
los niveles de vitamina D en los grupos de riesgo, ya que el cribado poblacional no se

admite62,
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3. Estudio comparativo entre el inmunoensayo utilizado de rutina en el
laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Infanta Cristina (IDS

ISYS) y otro inmunoensayo (Advia Centaur XP).

Un aspecto muy importante a tener en cuenta a la hora de hablar de vitamina D es
el método utilizado para realizar su determinacion. Tanto es asi, que debido a la falta de
estandarizacion de su medida se hace dificil establecer unos puntos de corte sobre los
niveles de suficiencia. En 2010, desarrollaron un método de LC-MS/MS™ que mas tarde
se ha reconocido como el método de referencia para la medicion de 25(OH)-vitamina D.
Estos han disminuido su imprecision en los Gltimos afios de un 13,4% a un 6,9 % %3, por
lo que son métodos més consistentes (CV 5-10%) y mucho mas precisos (sesgo 5%) que
los métodos basados en anticuerpos. Pero, su complejidad y la necesidad de personal muy
especializado en su manejo lo convierten en un metodo poco util en la préctica diaria. La
disponibilidad de inmunoanalisis automatizados permite asumir desde el punto de vista
asistencial el aumento en la demanda de la determinacion de este parametro.

En 2014-2015, el Centre For Diseases Control and Prevention (CDC) disefié un
programa (Vitamin D Standardization-Certification Program, VDSCP) que evalla el
rendimiento del ensayo (sesgo e imprecision) a lo largo de un afo; los criterios para
superar dicha prueba eran una imprecision global menor al 10% para la vitamina D total.
La mayoria de métodos que superaron la prueba eran LC/MS/MS vy sélo dos
inmunoensayos (ADVIA Centaur Vitamina D Total assay® e IDS-iSYS 25-Hydroxy
Vitamin D®).

Los dos métodos que hemos comparado son los dos inmunoensayos que superaron
el programa VDSCP. Al compararlos, presentan una correlacion estadisticamente
significativa entre si, con un coeficiente de correlacién de Spearman de 0,86 al analizar

todas las muestras en conjunto. Sin embargo, al analizar las menores de 20 ng/mL por
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separado, nos encontramos que la correlacién es baja, al presentar un coeficiente de
correlacion de 0,57, objetivando una mayor dispersion de los resultados entre los 2
métodos en los valores de decision clinica. Los datos muestras que los resultados no son
intercambiables y la gran variabilidad que se produce en valores bajos podria estar
explicada por las diferencias en las reactividades cruzadas que presenta cada método®.
Esta variabilidad intermétodo en valores de decision clinica hace que la inclusion de un
paciente en un rango analitico concreto de vitamina D (deficiencia, insuficiencia,
suficiencia o toxicidad) no sea igual*®* , y utilizando diferente método hay pacientes que
pasan de una categoria a otra, influyendo en la toma de decision del clinico, por lo que
cada laboratorio deberia ajustar sus propios valores de referencia dependiendo del método
utilizado.

En el estudio de precision, el Advia centaur® presenta mejor CV que IDS-iSYS®,
siendo en este aspecto este inmunoensayo mejor, aunque todavia presentan CV muy
elevados, presentando gran varibilidad intramétodo.

Existen otros estudios de comparacion de inmunoensayos en los cuales se han
obtenido resultados similares:

---En un estudio se compararon dos inmunoensayos de Roche® y uno de Abbott® para la
determinacion de la 25 (OH)-vitamina D. Se compar6 el nuevo método de Roche con uno
mas antiguo de esta misma casa comercial y con el de Abbott®, encontrando unos
coeficientes de correlacidn al realizar el analisis de regresion de Passing-Bablok de 0,72
y 0,86 respectivamente. El nuevo método de Roche® fue el que presentdé mejor CV (3,47
a 6,14%). Los resultados de este estudio demuestran que Abbott® y Roche® son métodos
rapidos y precisos para la determinacién de 25 (OH)-vitamina D, pero las diferencias

encontradas entre los 3 métodos sigue indicando la necesidad de estandarizacion®®®.
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---En otro estudio se compard el ensayo Lumipulse G 25-OH vitamina D® (Fujirebio) con
el método de Diasorin®. Los resultados mostraron una buena concordancia clinica entre
los 2 inmunoensayos, sin embargo, los resultados globales medidos en Lumipulse® fueron
mas altos en un promedio de 6,5%. Por lo que, al igual que en el resto de estudios
comparativos entre inmunoensayos en la determinacién de la vitamina D se hace
necesaria la estandarizacion®®®.

---Otro estudio de comparacion de método para la determinacion de la 25 (OH)-vitamina
D, se analizd la concordancia entre los resultados de 3 inmunoensayos (Liaison®,
Elecsys® y Architect®). Los resultados se analizaron mediante el método de regresion de
Passing-Bablok y mostraron una correlacion estadisticamente significativa entre si, como
demuestran los elevados coeficientes de correlacion hallados superiores al 0,9. Sin
embargo, los resultados de 25(OH)-vitamina D obtenidos no son intercambiables, ya que
existen diferencias constantes y proporcionales entre los 3 métodos*®’.

---En este estudio se evalué el rendimiento analitico del ensayo Beckman Coulter Unicel
DXI 800®. Este lo compar6 con un método LC-MS/MS y otro de quimioluminiscencia
(Liaison, DiaSorin). Los resultados mostraron una correlacion del ensayo de Beckman
Coulter® con el LC-MS/ MS de 0,94 y de también de 0,94 con el método de DiaSorin®.
Ambos inmunoensayos logran moderadamente clasificar a los pacientes segun su estado
de vitamina D. Sin embargo, necesitamos una mayor estandarizacion de los ensayos de
la vitamina D para mejorar la exactitud y la comparabilidad?°®.

Parece estar claro que, a dia de hoy, la determinacion por inmunoensayos de 25
(OH)-vitamina D presenta unos coeficientes de variacion elevados y los resultados no son
intercambiables. Los estudios sobre determinacion de niveles de vitamina D contintan, y
aungue el National Institute of Standars and Technology (NIST) desarrollé en 2009

materiales de referencia para la medicién de 25 (OH)-vitamina D total, como el uso de
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calibradores de referencia (SRM 972 y SRM 2972) para todas las casas comerciales
confiando que mejorasen las variaciones entre metodos, los resultados siguen siendo muy
variables y ahora mismo se esta investigando mas sobre las posibles interferencias con el
restos de metabolitos de la vitamina D34138.150,

Algunos articulos sugieren que para estudiar la verdadera relacion entre la vitamina
D y la enfermedad es necesario la medicion simultanea de las concentraciones de varios
metabolitos de la vitamina D°, aspecto que solo se pueden conseguir mediante los
meétodos de LC-MS/MS; entre estos metabolitos cobra cada vez més importancia el
24,25-dihidroxivitamina D!, El metabolito de la vitamina D 24-25 (OH),-vitamina D es
un interferente en algunos inmunoensayos; por un lado unos no lo detectan y por otro los
que lo detectan lo hacen como vitamina D Total. En este aspecto, la idoniedad del
inmunoensayo es ser capaz de detectar individualmente los diferentes metabolitos de la
vitamina D, cosa que todavia no se ha conseguido.

Por ultimo, otro aspecto importante es la diferencia en las concentracion de
vitamina D que se han encontrado entre raza blanca y negra; se habia postulado que eran
debidas a diferencias en la biodisponibilidad de los diferentes metabolitos de la vitamina
D, debido principalmente a la concentracion en la VDBP, sin embargo estas
observaciones postuladas por inmunoensayos, al analizar las concentraciones de VDBP

por LC-MS/MS no se han obtenido tales diferencias entre razas'’*.
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De los resultados obtenidos en la realizacion de la presente Tesis Doctoral, durante
la cual se llevo a cabo un estudio descriptivo retrospectivo sobre la distribucion de la
determinaciones de vitamina D y su adecuacién y ademas se hizo un estudio comparativo

de los dos mejores inmunoensayos segun el CDC, se concluye que:

1. Resaltar que las peticiones de determinacion de vitamina D no se ajustan a los
criterios de peticion de las guias clinicas, esto no solo suponen un gasto sanitario
extra, sino que ademas no reporta beneficios para los pacientes. Ademas se hace
necesario controlar principalmente la demanda desde los centro de Atencién
Primaria ya que es el servicio que peor se ajusta a las guias clinicas.

2. Necesidad de implantar de un protocolo de peticion de vitamina D tanto en el Area
de Salud de Badajoz, como en el resto de Areas del SES, para el control de la
demanda de la vitamina D.

3. Larentabilidad de la implantacion del protocolo de vitamina D supondria mas de
120.000 euros al afio en Extremadura, lo que supone un exceso de gasto para el
sistema sanitario.

4. Lavariabilidad intermétodo e intramétodo encontrada en la comparacion de los 2
inmunoensayos hace que ahora mismo sus resultados no sean intercambiables,
por lo que un cambio en la metodologia supondria ajustar los valores de
normalidad para cada inmunoensayo. Con los resultados obtenidos el
inmunoensayos ADVIA Centaur® presenta unos valores ligeramente mejores que
el inmunoensayos que estamos utilizando ahora en rutina.

5. La vitamina D esté considerada como un metabolito dificil de medir y el proceso
de estandarizacion es dificil, por lo que recomendamos que hasta que finalice
dicho proceso para el perfeccionamiento de la técnica y exista una buena

correlacién entre los diferentes métodos seria necesario que cada laboratorio en
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consenso con los clinicos, definiera sus propios valores de referencia dependiendo
el método utilizado. Ademas todo apunta a que en el futuro la vitamina D sera
necesaria medirla mediante LC-MS/MS, para medir por separado los diferentes
metabolitos de la vitamina D y calcular asi el verdadero nivel fisiolégico de la

vitamina D.
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IS-2700
[ ]

IDS-iSYS 25-Hydroxy Vitamin D
(250HD)

immunodiagnosticsystems

Instructions for Use

IN VITRO DIAGNOSTIC

€

Intended Use
For In Vitro Diagnostic Use

The IDS-ISYS 25-Hydroxy Vitamin D Assay (IDS-iSYS
250HD) is intended for the quantitative determination of
25-hydroxyvitamin D (250HD) and other hydroxylated
metabolites in human serum or plasma on the IDS-iSYS
Multi-Discipline Automated Analyser (Analyser). Results
are to be used in conjunction with other clinical and
laboratory data to assist the clinician in the assessment of
vitamin D sufficiency in an adult population.

Summary and Explanation

Vitamin D is a commonly used collective term for a family
of closely related seco-steroids. Upon exposure to
sunlight, 7-dehydrocholesterol, located deep in the actively
growing layers of the epidermis, undergoes photolytic
cleavage of the “B” ring to yield pre-vitamin D; which is
isomerised to vitamin D; (cholecalciferol). Vitamin D; and
vitamin D; (ergocalciferol) may also be obtained by dietary
supplementation or from a limited number of foods.
Vitamin D; is metabolised in a similar way to vitamin Ds'.
Vitamin D is stored in adipose tissue and enters the
circulation bound to vitamin D binding protein (VDBP) and
albumin®.

In the liver, vitamin D is hydroxylated to give 250HD which
also circulates as a complex with VDBP. A small
proportion of the 250HD is further hydroxylated in the
kidney, under direct regulation by parathyroid hormone
and ionised calcium levels, to form the biologically-active
calcitropic hormone 1,25-dihydroxyvitamin D. Further
hydroxylation and metabolism of vitamin D produces
compounds that are water soluble and readily excreted.
Hepatic vitamin D 25-hydroxylase activity is not tightly
regulated and changes in cutaneous production of vitamin
D3, or ingestion of vitamin D (D3 or Dy), result in changes in
circulating levels of 250HD®,

Serum concentration of 250HD is considered to be the
most reliable measure of overall vitamin D status and thus
can be used to determine whether a patient is vitamin D
sufficient’. Assessment of vitamin D status may be
required to determine the cause of abnormal serum
calcium concentrations in patients.

Method Description

The assay is based on chemiluminescence technology.
10pL of samples are subjected to a pre-treatment step to
denature the VDBP. The treated samples are then
neutralised in assay buffer and a specific anti-2560HD
antibody labelled with acridinium is added. Following an
incubation step, magnetic particles linked to 250HD are
added. Following a further incubation step, the magnetic
particles are “captured” using a magnet. After a washing
step and addition of trigger reagents, the light emitted by
the acridinium label is inversely proportional to the
concentration of 250HD in the original sample.

Warnings and Precautions

The IDS-iSYS 250HD is for in vitro diagnostic use only
and is not for internal use in humans or animals. This
product must be used sirictly in accordance with the
instructions set out in these Instructions for Use (IFU). IDS
Limited will not be held responsible for any loss or damage
(except as required by statute), howsoever caused arising
out of non-compliance with the instructions provided.

1S-2700PL V06, 2012-07-13, English Page 1/5
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CAUTION: This kit contains material of animal origin.
Handle kit reagents as if capable of transmitting an
infectious agent.

Appropriate precautions and good laboratory practice must
be used in the storage, handling and disposal of the kit
reagents. Disposal of kit reagents should be in accordance
with local regulations.

Sodium Azide

Some reagents in this kit contain sodium azide <0.1 % (w/w)
which may react with lead, copper or brass plumbing to
form highly explosive metal azides. On disposal, flush with
large volumes of water to prevent azide build up.

Magnetic Particles
Xn. Harmful. Magnetic Particles contain methanol at >3 %
but <10 %.

R20/21/22 Harmful by inhalation, in contact with skin
and if swallowed.

R68/20/21/22 Harmful: possible risk of irreversible effects
through inhalation, in contact with skin and
if swallowed.

S36/37 Wear suitable protective clothing and
gloves.

Assay Buffer

T.Toxic.Assay buffer contains methanol at >10 % but <20 %.

R20/21/22 Harmful by inhalation, in contact with skin
and if swallowed.

R39/23/24/25 Toxic: danger of very serious irreversible

effects through inhalation, in contact with

the skin and if swallowed.

Wear suitable protective clothing and

gloves.

S36/37

Sodium Hydroxide Solution
Xi. Irritant. Solution contains sodium hydroxide (<0.5M),
0.5% < C <2.0 %.

R36/38 Irritating to eyes and skin.
S36/37 Wear suitable protective clothing and
gloves.

Handling Precautions

The reagents provided in the kit are ready to use.

Before a new cartridge is loaded onto the Analyser, the
magnetic particle container requires mixing by the operator
with a brisk rotation motion. This will resuspend the
magnetic particles that have settled during shipment. It is
very important to avoid any foam formation.

Shelf Life and Storage of Reagents

Prior to first use, store the cartridge and the calibrators in
an upright position in the dark at 2 to 8 °C. Do not freeze
the cartridge or the calibrators.

Reagent shelf life Cartridge | Calibrators

Before opening at 2 - 8 °C To the expiry date

After opening at 2 - 8 °C 14 Days To the expiry
date

On board the Analyser (*) 7 Days 3 hours

(*) Continuous on board stability.

Device code : 1S-2700
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Sample Collection and Storage

The assay should be performed using serum (standard
sampling tubes or tubes containing serum separating gel)
or plasma (lithium heparin, sodium heparin, ammonium
heparin or sodium citrate) samples. Samples should be
separated as soon as possible after collection. EDTA
plasma cannot be used with the IDS-iSYS 250HD assay.

Store samples at -20 °C. Avoid repeated freeze-thaw of

samples.

Samples containing particulate matter must be centrifuged

before performing the assay.

Do not use heat-inactivated samples.

To minimise possible evaporation effects, samples,

calibrators, and controls should be measured within 3

hours after being placed on the analyser.

Before assay, make sure that samples, calibrators and

controls are at room temperature (20-25 °C).

Note: Some sample collection tubes that are
commercially available might affect the results of
testing in particular cases.

It is recommended to follow the instructions of
the tube manufacturer especially when
processing samples in primary tubes.

Procedure
Materials Provided

Reagent Cartridge

MPV1

Magnetic particles coated with 250HD in phosphate buffer
containing methanol (>3 % but <10 %) with sodium azide
as preservative (<0.1 %), 1 bottle, 2.6 mL.

CONJ

Anti-250HD sheep polyclonal antibody labelled with an
acridinium ester derivative, in buffer containing bovine,
sheep, rabbit and mouse proteins with sodium azide as
preservative (<0.1 %), 1 bottle, 7.1 mL.

NaOH
odium hydroxide solution (<0.5 M), 1 bottle, 5.2 mL.

BUF
Assay buffer containing proprietary displacing compounds,
methanol (>10% but <20%) and sodium azide as
preservative (<0.1 %), 1 bottle, 26 mL.

w

Horse serum / buffer matrix containing 250HD and sodium
azide as preservative (<0.1 %), 1 each of 2 concentration
levels, 2.5 mL.

Mini CD
Contains IFU for IDS-iISYS reagents, control ranges and
CRY files.

Materials Required But Not Provided

IDS-iSYS Multi-Discipline Automated Analyser : IS-310400
IDS-iISYS 250HD Control Set: 1S-2730, 3 x 2.5 mL each
of level 1, 2, and 3.

IDS-iISYS Cuvettes Cube: IS-CC100, box of 960 cuvettes.
IDS-iISYS System Liquid: IS-CS100, 5 L container, ready
to use.

IDS-iISYS Wash Solution: IS-CW100, 10 L container,
ready to use.
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IDS-ISYS Triggers Set A and B: IS-CT100, 2 x 250 mL
per bottle, ready to use.

IDS-iSYS Cartridge Check System: IS-6010, ready to
use.

IDS-iSYS Sample Cups (500 pL): IS-SC105.

Assay Procedure

Reagent Cartridge

The reagents provided in the cartridge are ready to use.
The analyser automatically performs the mixing of
magnetic particles to maintain homogeneity. Before a new
cartridge is loaded on board the analyser, mix the
magnetic particles container by brisk rotation motion.
Avoid foam formation.

The barcode is read when the cartridge is loaded on the
reagent tray. If the label cannot be read by the analyser
barcode reader, a manual procedure exists to enter the
barcode data (see the IDS-iSYS User Manual).

Load the cartridge on the reagent tray and wait for at least
40 minutes before starting the assay.

If the cartridge is removed from the reagent tray, store the
cartridge vertically at 2 — 8 °C in the dark.

Calibrators

The 250HD calibrators are ready to use. Leave the
calibrators at room temperature for 10 minutes and gently
mix the bottles by hand. Avoid formation of foam. Pipette
approximately 200 pL of calibrators into sample cups and
place on the machine. Discard the material in the sample
cups after use. DO NOT return material to the calibrator
bottle.

Analyser Calibration

The two 250HD calibrators are required to perform the
adjustment of the master curve. The calibrators are
supplied with the kit and calibrators from another lot must
not be used.

Note that to perform a master curve adjustment controls
MUST be run at the same time as the calibrators.

All data required for the calibration of the cartridge batch
can be found on the mini CD. Use calibrator levels A and B
to adjust the master curve to the reagents on board the
Analyser. Check for the presence of a 250HD cartridge on
the reagent tray and the availability of the cartridge master
curve in the database. If the data for the lot of calibrators is
not available on board the analyser, load the data using
the mini CD provided with the calibrator.

Start the immunoassay calibration on the IDS-iSYS
Analyser according to the IDS-iSYS User Manual. The
calibration is carried out in triplicate. RLU CVs of > 7 % will
result in a failed calibration. One replicate may be removed
to meet the calibration requirements. As stated above,
please note that controls must also be run. Verify and
approve the calibration according to the calibration status
displayed in the calibration windows and discard the
calibrator from the sample tray after use.

Device code : IS-2700
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Calibration

There is currently no certified standard reference materials
or agreed reference measurement method for 25-hydroxy-
vitamin D.

IDS-iISYS 25-Hydroxyvitamin D Assay standardisation is
traceable to U.V. quantification. Calibration was verified by
comparison to a published ID-LC-MS/MS method®.

Calibration Frequency
A new calibration is required:
. Each time a new lot of cartridges is loaded on
board.
e  Eachtime a new lot of trigger or cuvettes is used.
e When the control values do not fall within the
defined ranges.
e  When the calibration interval of 7 days has
expired.
e After Analyser service.

Verification of the calibration is automatic and managed by
the Analyser.

Quality Control

Use the IDS-iSYS 250HD Control Set for quality control.
To ensure validity of results at least three controls with
varying levels of 250HD should be measured. Other
suitable control material can be used in addition to the
IDS-iSYS 250HD Control Set. Controls should be tested
at (or near) the beginning of every run containing patient
samples and also during calibrations or according to local
regulations. It is recommended that the controls be
routinely run in duplicate. Laboratories should test controls
at least once per shift.

Refer to the IDS-iISYS 250HD Control Set IFU for
preparation and handling instructions.

Determination of Sample 250HD levels
Process samples according to the IDS-iSYS User Manual.

Calculation of Results

The 250HD concentration of each sample is calculated
automatically. The display of the concentrations (screen or
printed) is produced upon user request.

The IDS-iISYS 250HD Assay uses a 4-parameter logistic
curve fit (4PL) to calculate the 250HD concentrations.

Conversion of Units:

x25 =
Y nmol/L
< x0.40

Xng/mL

Measurement Range (Reportable Range)
The reportable range of the assay is 5-140 ng/mL. Any
value that reads below 5 ng/mL should be reported as
"< 5 ng/mL".

Dilution

Samples with 250HD concentrations above the reportable
range should be diluted manually with a low concentration
human serum sample in a ratio of 1 in 2. The results for
diluted samples must be multiplied by the dilution factor 2
and corrected for the concentration of the low sample.
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leltatlons of Use
As in the case of any diagnostic procedure, results
must be interpreted in conjunction with the patient's
clinical presentation and other information available to
the physician.

2. The performance characteristics of this assay have
not been established in a paediatric population.
3. The following substances do not interfere in the

IDS-iSYS 250HD Assay when the concentrations
presented in the following table are below the stated
threshold.

Potentially Interfering Threshold
Agent Concentration
Lipid 2803 mg/dL
Bilirubin 20 mg/dL
Haemoglobin* 25 mg/dL
Biotin 300 nmol/L

*Samples showing visible signs of haemolysis may cause
interference.

Haemoglobin concentrations >25 mg/dL may lead to
lowered results.

Expected Values

Each laboratory should determine ranges for their local
population.

There is no universal agreement on the optimal
concentration of 250HD. Ranges should be based on
clinical decision values that apply to both sexes of all ages
rather than population based reference ranges for 2560HD.
To that end, a large study examined the relationship of intact
PTH with vitamin D levels in serum. A plateau for iPTH was
seen at ~30 ng/mL Slmllarly, Calcium (Ca) absorption
increased with increasing 250HD level until ~30 ng/mL
250HD was reached. Optimal Ca absorption requires levels
of 250HD exceeding 30 ng/mL’.

In the case of 250HD, there are also many other factors
that may |nf|uence values: diet, time of day, sun exposure
season of year®, geographic location®, age', use of
sunscreen andlor  protective  clothing™? and  skin
pigmentation'®. Thus, sampling a group of apparently
healthy individuals is not the ideal way to establish the
reference range.

The US National Osteoporosis Foundation recommends a
level >30 ng/mL to protect bone health™. Similarly, the US
National Kidney Foundation considers levels <30 ng/mL to
be insufficient or deficient'.

From a review of the available
recommendations for 250HD levels are:

literature, the

Level Range (ng/mL)
Deficient <10
Insufficient 10-29
Sufficient 30-100
Potential Intoxication >100

The following range was determined using the IDS-iSYS
250HD Assay and is provided for information only. The
95% reference interval for normal adults, collected from
272 apparently healthy adults, was calculated by a non-
parametric method following the NCCLS guideline C28-A2,
“How to Define and Determine Reference Intervals in the
Clinical Laboratory”.

Normal Adults 5.9 - 64.9 ng/mL (n=272)
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Performance Data
Representative performance data are shown. Results
obtained at individual laboratories may vary.

Sensitivity

The limit of blank (LoB), limit of detection (LoD) and limit of
quantitiation (LoQ) were determined with guidance from
CLSI EP17-A, “Protocols for Determination of Limits of
Detection and Limits of Quantitation” using 60 blanks and
96 low level samples.

LoB 1.8 ng/mL
LoD 3.6 ng/mL
LoQ 5.5 ng/mL

Precision

Precision was evaluated in accordance with a modified
protocol based on CLSI EP-5A2, “Evaluation of Precision
Performance of Quantitative Measurement Methods”™.
Three serum controls were assayed using three lots of
reagents in quadruplicate once per day for 20 days on two
instruments.

Control | n mean Within-run Total
(ng/mL) | SD | CV% SD | CV%
1 80 6.7 0.8 121 11 16.9
2 80 25.8 1.4 55 27] 104
3 80 74.2 5.4 7.3 6.6 89
Linearity

Linearity was evaluated based on CLSI EP-6A, “Evaluation
of the Linearity of Quantitative Measurement Procedures:
A Statistical Approach”. Samples containing varying
concentrations of 25-hydroxyvitamin D were assayed in
duplicate. The resulting mean concentrations were
compared to predicted concentrations. Samples were
prepared by diluting a high patient sample with a low
patient sample prior to assay.

Predicted Measured o
Concentration | Concentration Variation
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) %
6.2 6.1 -0.1 2
26.2 24.6 -1.6 -6
46.3 47.7 14 5
66.3 70.0 3.7 6
86.3 84.0 23 3
106.4 103.1 3.2 3
126.4 128.8 2.2 2
>140

Method Comparison

1) The IDS-ISYS 250HD Assay was compared against a
recognised radioimmunoassay for the quantitative
determination of 250HD, following CLSI EP-9A2, “Method
Comparison and Bias Estimation Using Patient Samples™.
A total of 272 samples, selected to represent a wide range
of 250HD concentrations [7.6-62.6 ng/mL], was assayed
by each method. Linear regression analysis was
performed on the comparative data:
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IDS-iISYS = 1.16 RIA — 3.04 (95 % ClI of the slope and
intercept were 1.11 to 122, and -445 to -1.64,
respectively); correlation coefficient (r) = 0.87.

2) The IDS-iSYS 250HD Assay was compared against a
published ID-LC-MS/MS method® (x) for the quantitative
determination of 250HD. A total of 50 samples, selected to
represent a wide range of 250HD concentrations
[5.7-73.1 ng/mL], was assayed by each method. Linear
regression analysis was performed on the comparative
data:

IDS-iSYS = 1.14 (x) — 2.14 (95 % CI of the slope and
intercept were 1.06 to 1.23, and -4.19 to -0.09,
respectively); correlation coefficient (r) = 0.97.

Specificity
The specificity was assessed with the following analytes at
50% binding of By.

Analyte Cross-Reactivity
25-hydroxyvitamin D 100%
25-hydroxyvitamin D 100%

24,25-dihydroxyvitamin Ds >100%
Cholecalciferol (Da) 2.7%
Ergocalciferol (D) 2.7%
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SIEMENS €

ADVIA Centaur®
ADVIA Centaur® XP

Immunoassay Systems

Vitamin D Total (VitD)

Revision y fecha actual Rev. C, 2012-08
Nombre del producto Ensayo ADVIA Centaur® VitD (100 pruebas) REF 10491994
Ensayo ADVIA Centaur VitD (500 pruebas) REF 10631021
Materiales necesarios Calibrador para ADVIA Centaur VitD, 2 cartuchos REF 10493589
pero no suministrados Calibrador para ADVIA Centaur VitD, 6 cartuchos REF 10630911
Control de calidad para ADVIA Centaur VitD, REF 10632229
3 cartuchos
Diluyente para ADVIA Centaur VitD, 2 cartuchos REF 10494100
Diluyente para ADVIA Centaur VitD, 1 botella REF 10632114
Tipo de muestra Suero y plasma humanos
(con EDTA, heparina de litio, heparina de sodio)
Volumen de la muestra 20 pl
Rango del ensayo 4,2-150 ng/ml (10,5-375 nmol/l)

Uso previsto

El ensayo ADVIA Centaur Vitamin D Total (VitD) es una prueba de diagndstico in vitro para
la determinacion cuantitativa de 25 (OH) vitamina D total en suero y plasma (con EDTA,
heparina de litio, heparina de sodio) humanos utilizando los sistemas ADVIA Centaur y
ADVIA Centaur XP. El ensayo ADVIA Centaur VitD estd disefiado para su uso como ayuda en
la determinacion de suficiencia de vitamina D.

Resumen y explicacién de la prueba

La vitamina D es una hormona esteroidea que participa en la absorcién intestinal del calcio
y en la regulacién de la homeostasis del calcio. La vitamina D es esencial para la formacion
y el mantenimiento de huesos sanos y fuertes.

La deficiencia de vitamina D puede ser consecuencia de una falta de exposicién al sol,

ingesta alimentaria inapropiada, disminucién de la absorcion, metabolismo anormal o resistencia
a la vitamina D1. Recientemente, muchas enfermedades crénicas como el cancer2.3.4, |a presion
sanguinea alta, la osteoporosisé.7 y diversas enfermedades autoinmunes?.10 se han asociado

a la deficiencia de vitamina D. Ya sea consumida o producida, ambas formas de vitamina D

(D7 y D3) se metabolizan en el higado a 25(0H)D, y después se convierten en el higado o en

el rindn en 1,25-dihidroxivitamina D11. Los metabolitos de vitamina D se unen a una proteina
transportadora en el plasma y se distribuyen por todo el cuerpo. El indicador clinico més fiable
del estado de la vitamina D es la 25(0OH)D, ya que los niveles de 25(0OH)D en suero y plasma
reflejan los niveles de vitamina D almacenados en el organismo, y la 25(0OH)D esta relacionada
con los sintomas clinicos de la deficiencia de vitamina D12.
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VitD

Principios del analisis

El ensayo ADVIA Centaur VitD es un inmunoensayo competitivo de anticuerpos de un paso

de 18 minutos que utiliza un anticuerpo monoclonal de ratén anti-fluoresceina unido de forma
covalente a particulas paramagnéticas (PMP), un anticuerpo monoclonal de raton anti-25(0OH)
vitamina D marcado con éster de acridinio (AE) y un analogo de la vitamina D marcado

con fluoresceina.

FRANCISCO JAVIER VALERO CHAV EZ

Sistemas ADVIA Centaur y ADVIA Centaur XP

Existe una relacién inversa entre la cantidad de vitamina D presente en la muestra del paciente
y la cantidad de unidades relativas de luz (RLU) detectadas por el sistema.

Reactivos
Reactivo Descripcion Conservacion Estabilidad
Cartucho de Reactivo lite Conservar los Hasta la fecha de
reactivo 5,0 mlfcartucho de reactivo: reactivos en posicion caducidad indicada
primario nticuerpo (monoclonal de vertical a una en la etiqueta
ReadyPack® antl PO temperatura del cartucho.
para r}aton) anti-VitD marcado con de 2-8°C. En el instrumento:
ADVIA Centaur éster de a}cndmm (~0.8 Hgl.ml) Mantener protegidos 28 dias.
VitD en tampon con seroalbimina los cartuchos de

Cartucho de
reactivo
primario
ReadyPack
para

ADVIA Centaur
VitD

Cartucho de
reactivo
primario
ReadyPack
para

ADVIA Centaur
VitD

Cartucho de

bovina, IgG murina y azida
sodica (< 0,1%).

Fase solida
10,0 mlicartucho de reactivo:

particulas paramagnéticas
(PMP) (~0,60 mg/ml)
recubiertas con anticuerpo
monoclonal de ratén
anti-fluoresceina en tampén
con seroalbimina bovina,
surfactante y azida

sodica (< 0,1%).

Reactivo del pocillo auxiliar
5,0 ml/cartucho de reactivo:
analogo de la vitamina D
conjugado con fluoresceina
(~0,2 pg/ml) y acido 1-
anilinonaftalena-
8-sulfénico en tampon con
seroalblimina bovina y azida
sodica (< 0,1%).

Reactivo de cartucho

reactivos de toda
fuente de luzy calor.

Conservar los
reactivos en posicion
vertical a una
temperatura

de 2-8°C.

Mantener protegidos
los cartuchos de
reactivos de toda
fuente de luz y calor.

Conservar los
reactivos en posicién
vertical a una
temperatura

de 2-8°C.

Mantener protegidos
los cartuchos de
reactivos de toda
fuente de luz y calor.

Conservar los

Hasta la fecha de
caducidad indicada
en la etiqueta

del cartucho.

En el instrumento:
28 dias.

Hasta la fecha de
caducidad indicada
en la etiqueta

del cartucho.

En el instrumento:
28 dias.

Hasta la fecha de

reactivo auxiliar para VitD reactivos en posicion caducidad indicada
auxiliar 25,0 mlicartucho de reactivo: vertical a una en la etiqueta
ReadyPack aaente liberador en tampén temperatura del cartucho.
para gl' ida sodi P de 2-8°C. En el instrumento:
ADVIA Centaur Ei 'On?of())n a2|t %58 g:ar Mantener protegidos 28 dias.
VitD + 1)y establlizadores. los cartuchos de

reactivos de toda

fuente de luz y calor.

2/16 10699313_ES Rev. C, 20712-08

142



ANEXOS

FRANCISCO JAVIER VALERO CHAV EZ

Sistemas ADVIA Centaur y ADVIA Centaur XP VitD
Reactivo Descripcion Conservacion Estabilidad
Cartucho de Cartucho de reactivo Almacenar los Hasta la fecha de
reactivo auxiliar diluyente para VitD reactivos en caducidad indicada
auxiliar 25,0 ml/ cartucho de reactivo: posicion vertical a en la etiqueta del
diluyente para 5n fosf BSA una temperatura de cartucho
ADVIA Centaur tarlnpon los atpdcoqd_ ’ 2-8°C. Mantener o bien
VitD %O 85}5/'0 Yy azida sodica protegidos los 28 dias consecutivos

<0,1%). cartuchos de tras la apertura del

reactivos de toda cartucho de reactivo
fuente de luz y calor. auxiliar.

Solucién de 1500 ml/cartucho Almacenar los Hasta la fecha de

lavado 1 para solucién salina tamponada con reactivos en caducidad indicada

ADVIA Centaur* fosfato con azida sodica posicion vertical a en el vial.

(<0,1%) y surfactante. una temperatura de Estabilidad en el
2-25°C. instrumento— 1 mes.

Solucién de 2500 mllcartucho Almacenar los Hasta la fecha de

lavado 1 para solucién salina tamponada con reactivos en caducidad indicada

ADVIA Centaur* fosfato con azida sodica posicion vertical a en el vial.

(<0,1%) y surfactante. una temperatura de Estabilidad en el

2-25°C.

instrumento—1 mes.

* Consultar Material necesario pero no suministrado.

Nota Desechar los cartuchos de reactivos al finalizar el intervalo de estabilidad en el instrumento
de 28 dias. No usar los reactivos después de la fecha de caducidad.

Sl
N
[ ]

it

upP

Advertencias y precauciones

Las fichas de datos de seguridad (MSDS/SDS) estan disponibles en www.siemens.com/diagnostics.

Conservar los cartuchos de reactivos en posicién vertical.

Mantener protegidos los cartuchos de reactivos de toda fuente de luz y
AN calor. Los cartuchos de reactivos cargados en el instrumento estan
protegidos de la luz. Conservar los cartuchos de reactivos no usados a una
temperatura de 2 a 8°C protegidos de toda fuente de luz y calor.

f PRECAUCION
Este dispositivo contiene material de origen animal y debe manipularse como
potencial portador y transmisor de enfermedades.

Nota Algunos componentes de este producto utilizan azida sédica como conservante. La azida
sodica puede reaccionar con las tuberias de cobre o plomo y formar azidas metélicas explosivas.
Cuando se eliminen los reactivos, enjuagar con agua abundante para evitar la acumulacién

de azidas. La eliminacidn a través de los sistemas de desagiie debe realizarse de acuerdo con

la normativa vigente.

Desechar los materiales peligrosos y contaminados biolégicamente de acuerdo con la normativa
del centro. Desechar todos los materiales de forma segura y aceptable de acuerdo con la

normativa vigente.

Para uso diagnostico in vitro.

10699313 _ES Rev. C, 2012-08
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VitD Sistemas ADVIA Centaur y ADVIA Centaur XP

Preparacion de los reactivos

Los reactivos son liquidos y estan listos para el uso. Sacar todos los reactivos del refrigerador y
mezclar todos los cartuchos de reactivos primarios manualmente antes de cargarlos en el sistema.
Inspeccionar visualmente el fondo del cartucho de reactivo para asegurarse de que todas

las particulas se hayan dispersado y se encuentren en suspension. Para obtener informacién
detallada sobre cémo preparar los reactivos para su uso, consultar el manual del usuario

del sistema.

Asegurarse de que el sistema tenga suficientes cartuchos de reactivos primarios y auxiliares.
Cargar los cartuchos de reactivos primarios en el area de reactivos primarios. Las flechas en

la etiqueta del extremo se pueden usar como guia para la colocacién. El sistema mezcla
automaticamente los cartuchos de reactivos primarios para mantener la suspensién homogénea
de los reactivos. Cargar el cartucho de reactivo auxiliar en la entrada de reactivos auxiliares.
Para obtener informacion detallada sobre la carga de reactivos, consultar las instrucciones

de funcionamiento del sistema o el sistema de ayuda en pantalla.

Para obtener informacion detallada sobre la preparacion del sistema, consultar las instrucciones
de funcionamiento del sistema o el sistema de ayuda en pantalla.

Recogida y manipulacion de las muestras

El instituto estadounidense sobre normas de laboratorio Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) ha elaborado las siguientes recomendaciones para la manipulaciény el
almacenamiento de muestras de sangre’3:

Recogida de muestras

* Todas las muestras de sangre deben recolectarse de acuerdo con las precauciones
universales de venopuncién. Todas las muestras deben manipularse como si pudieran
transmitir enfermedades.

» Para este ensayo se recomienda utilizar muestras de suero y plasma (con EDTA,
heparina de litio, heparina de sodio) humanos.

* Dejar que las muestras coagulen adecuadamente antes de la centrifugacion.
* Mantener los tubos tapados y en posicion vertical en todo momento.
* Unavez recogidas las muestras, éstas deben analizarse lo antes posible.

* No deben utilizarse muestras que hayan estado almacenadas a temperatura ambiente
durante mas de 24 horas.

e No utilizar muestras con contaminaciéon microbiana evidente.

Conservacion de las muestras

* Siel ensayo no se completa en el transcurso de 24 horas, tapar bien las muestras y
refrigerarlas a una temperatura entre 2 y 8°C durante un maximo de 7 dias. Las muestras
pueden almacenarse en el coagulo hasta 6 dias14.

e Silas muestras no se analizan en el transcurso de 7 dias, congelarlas a una temperatura
inferior o igual a -20°C14,

* Las muestras pueden congelarse hasta 4 veces y deben mezclarse perfectamente después
de descongelarlas?4.

* No almacenar las muestras en congeladores con mecanismo antiescarcha.
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Procedimiento

Materiales suministrados

REF Contenido Nimero de pruebas
10491994 1 cartucho de reactivo primario ReadyPack que contiene 100

reactivo lite, fase solida y reactivo del pocillo auxiliar para

ADVIA Centaur VitD

1 cartucho auxiliar ReadyPack que contiene reactivo
auxiliar para ADVIA Centaur VitD

Tarjeta de curva maestra para ADVIA Centaur VitD

10631021 5 cartuchos de reactivo primario ReadyPack que contienen 500

reactivo lite, fase solida y reactivo del pocillo auxiliar para
ADVIA Centaur VitD

5 cartuchos auxiliares ReadyPack que contienen reactivo
auxiliar para ADVIA Centaur VitD

Tarjeta de curva maestra para ADVIA Centaur VitD

Material necesario pero no suministrado

Elemento Descripcion

REF 10493589

REF 10630911

Calibrador para ADVIA Centaur
VitD, 2 cartuchos

Calibrador para ADVIA Centaur

2 viales de calibrador bajo
2 viales de calibrador alto

6 viales de calibrador bajo

VitD, 6 cartuchos 6 viales de calibrador alto [caL [ H]

3 viales de control 1
3 viales de control 2

2 cartuchos de reactivo auxiliar que

contienen diluyente
1 botella que contiene 25 ml

REF 10632229 Control para

ADVIA Centaur VitD, 3 cartuchos

REF 10494100 Diluyente para ADVIA Centaur VitD

REF 10632114 Diluyente para ADVIA Centaur VitD

01137199 Solucion de lavado 1 para 2 x 1500 ml/cartucho
(112351) ADVIA Centaur

o bien

03773025 Solucién de lavado 1 para 2 x 2500 mlfcartucho

ADVIA Centaur

Procedimiento del ensayo
Para obtener instrucciones sobre cdmo realizar el procedimiento, consultar las instrucciones
de funcionamiento del sistema o el sistema de ayuda en pantalla.

Antes de colocarlas en el sistema, asegurarse de que las muestras tengan las caracteristicas siguientes:

« Las muestras no contienen fibrina ni otro tipo de particulas. Retirar la materia en particulas
mediante centrifugacién a 1000 x g durante un periodo de 10 a 15 minutos.

* Las muestras no tienen burbujas.
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Este ensayo requiere 20 pl de muestra para una determinacién Unica. Este volumen no incluye el
volumen muerto del contenedor de muestras ni el volumen adicional que se requiere cuando se
realizan multiples réplicas u otras pruebas en la misma muestra. Para obtener informacién
detallada acerca de la determinacion del volumen minimo requerido, consultar Requisitos de los
volumenes de las muestras en las instrucciones de funcionamiento del sistema o el sistema de
ayuda en pantalla.

Los sistemas ADVIA Centaur y ADVIA Centaur XP realizan automaticamente los pasos siguientes:

1. Dispensa 20 pl de la muestra en una cubeta y la incuba durante 15 sequndos.

2. Dispensa 200 pl de reactivo de cartucho auxiliar e incuba la solucién durante 4,5 minutos
a37°C.

3. Dispensa 50 pl de reactivo lite e incuba la solucién durante 5,5 minutos a 37°C.

4. Dispensa 100 pl de reactivo de fase solida y 50 pl de reactivo del pocillo auxiliar,
e incuba la mezcla durante 2,75 minutos a 37°C.

Separa la fase sélida de la mezcla y aspira el reactivo no unido.
Lava la cubeta con solucién de lavado 1.

Dispensa 300 pl de reactivo acido y 300 pl de reactivo base para iniciar la reaccion
de quimioluminiscencia.

Los sistemas ADVIA Centaur presentan los resultados obtenidos de acuerdo con la opcién
seleccionada, tal y como se describe en las instrucciones de funcionamiento del sistema o en
el sistema de ayuda en pantalla.

Calibracion del ensayo

El ensayo ADVIA Centaur VitD requiere una calibracién de la curva maestra cuando se utiliza

un nuevo numero de lote de reactivo. Utilizar el lector de cédigos de barras o el teclado para
introducir en el sistema los valores de la curva maestra cada vez que se use un nimero de lote
nuevo de reactivo lite y fase sélida. La tarjeta de curva maestra contiene los valores de la curva
maestra. Para obtener informacién detallada sobre la introduccién de valores de curva maestra,
consultar las instrucciones de funcionamiento del sistema o el sistema de ayuda en pantalla.

Calibrar el ensayo al final de los 28 dias del intervalo de calibracién. Ademas, este ensayo requiere
una calibracién a dos puntos cuando:

* Cambien los niimeros de |ote de los cartuchos de reactivos primarios.
¢ Se sustituyan componentes del sistema.
¢ Los resultados del control de calidad estén repetidamente fuera de rango.

Para obtener informacién detallada sobre la introduccién de valores de calibracién,
consultar las instrucciones de funcionamiento del sistema o el sistema de ayuda en pantalla.

Uso de las etiquetas de cddigo de barras

Las etiquetas de cédigo de barras del calibrador corresponden a un ndmero de lote especifico.
No utilizar las etiquetas de cédigo de barras de un determinado lote de calibradores con ningtn
otro lote de calibradores.

Al realizar los ensayos ADVIA Centaur VitD, utilizar las etiquetas de coédigo de barras del calibrador
para ADVIA Centaur VitD para identificar las copas de muestras de los calibradores alto y bajo.
Colocar la etiqueta de codigo de barras sobre la copa de muestras de manera que los caracteres
legibles del lateral de la etiqueta queden en posicion vertical sobre la copa de muestras.
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Realizaciéon de una calibracién

Cada lote de calibradores contiene una tarjeta de valores asignados del calibrador para facilitar
la introduccién de los valores de calibracion en el sistema. Introducir los valores por medio
del lector de cédigo de barras o el teclado.

Realizar el procedimiento de calibracién mediante los pasos siguientes:

Nota Este procedimiento utiliza suficiente volumen de calibrador para medir cada calibrador
por duplicado.

1. Programar los calibradores de acuerdo con la lista de trabajo.

2. Etiquetar 2 copas de muestras con etiquetas de cédigo de barras de calibrador: una para
el bajo y otra para el alto.

3. Mezclar suavemente los calibradores alto y bajo y dispensar al menos 0,5 ml en las copas
de muestras correspondientes.

Cargar las copas de muestras en un soporte.

Colocar el soporte en la cadena de entrada de muestras.

o un ok

Asegurarse de que estén cargados el ensayo y los reactivos auxiliares.
7. Iniciar la cadena de entrada si es necesario.

Nota Desechar todo resto de calibrador que permanezca en las copas de muestras mas
de 10 horas. No rellenar las copas de muestras cuando se agote el contenido; si es necesario,
dispensar calibradores sin usar.

Realizacion del control de calidad

Seguir la normativa vigente o los requisitos de acreditacidén con respecto a la frecuencia
del control de calidad.

Para supervisar el funcionamiento y los gréficos de tendencias del sistema,

como requerimiento minimo, deben ensayarse 2 niveles de material de control

de calidad cada dia que se analicen muestras. También deben analizarse muestras

de control de calidad cuando se lleve a cabo una calibracién a dos puntos. Tratar todas
las muestras para control de calidad como si se tratase de muestras de pacientes.

Para el control de calidad del ensayo ADVIA Centaur VitD, utilizar material de control de calidad
para ADVIA Centaur VitD. Consultar la tarjeta de valores esperados para ver los valores esperados
sugeridos especificos para el nimero de lote de los controles.

Para obtener informacién detallada sobre la introduccion de valores de control de calidad,
consultar las instrucciones de funcionamiento del sistema o el sistema de ayuda en pantalla.

Uso de las etiquetas de c6digo de barras

Las etiquetas de cédigo de barras del control corresponden a un nimero de lote especifico.
No utilizar etiquetas de cédigo de barras de un lote de controles con otros lotes de controles.

Al realizar el ensayo ADVIA Centaur VitD, utilizar las etiquetas de cédigo de barras de material
de control de calidad para ADVIA Centaur VitD para identificar las copas de muestras negativa
y positiva. Colocar la etiqueta de cédigo de barras sobre la copa de muestras de manera que
los caracteres legibles del lateral de la etiqueta queden en posicidn vertical sobre la copa

de muestras.
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Realizar el procedimiento de control de calidad mediante los pasos siguientes:

Nota Este procedimiento utiliza suficiente volumen de control para medir cada control
por duplicado.

1. Programar las muestras de control de calidad en la lista de trabajo.

2. Etiquetar 2 copas de muestras con etiquetas de cédigo de barras de calibrador: una para
el control positivo y otra para el negativo.

3. Mezclar suavemente los materiales de control de calidad y dispensar al menos 250 pl en
las copas de muestras correspondientes.

Cargar las copas de muestras en un soporte.
Colocar el soporte en la cadena de entrada de muestras.

o uos

Asegurarse de que estén cargados los reactivos del ensayo.
7. Iniciar la cadena de entrada si es necesario.

Nota Desechar todo material de control de calidad que permanezca en las copas de muestras mas
de 10 horas. No rellenar las copas de muestras cuando se agote el contenido; si es necesario,
dispensar materiales de control de calidad sin usar.

Aplicacion de medidas correctoras

Si los resultados del control de calidad no estan dentro de los valores esperados o de los valores
establecidos del laboratorio, no informar los resultados. Realizar las acciones siguientes:

1. Determinary corregir la causa de los resultados de control inaceptables:
a. Verificar que los materiales no hayan caducado.

b. Verificar que se haya llevado a cabo el mantenimiento requerido.
c. Asegurarse de que el ensayo se haya realizado de acuerdo con las instrucciones de uso.
d

Repetir el ensayo con muestras de control de calidad nuevas, y verificar que los resultados
de control de calidad se encuentren dentro de los limites aceptables antes de procesar
las muestras de los pacientes.

e. Silos resultados de control de calidad no se encuentran dentro de los limites aceptables,
volver a calibrar el ensayo y repetir el paso d.

f.  Sies necesario, ponerse en contacto con el proveedor local de asistencia técnica.
2. Repetir el analisis de las muestras de pacientes antes de informar los resultados.

Realizar las acciones correctoras de acuerdo con el protocolo de laboratorio establecido.

Resultados

Los resultados deben interpretarse siempre en combinacién con la anamnesis del paciente,
su evaluacion clinica y otras pruebas diagnésticas.

El sistema presenta los resultados de VitD en suero en ng/ml (unidades comunes) o nmol/l
(unidades SI), dependiendo de las unidades que se definan al configurar el ensayo. La férmula
de conversion es: 1 ng/ml = 2,5 nmol/l.

Para obtener informacién detallada sobre cémo calcula el sistema los resultados,
consultar las instrucciones de funcionamiento del sistema o el sistema de ayuda en pantalla.
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Diluciones

Las muestras de suero con niveles de vitamina D superiores a 150 ng/ml (375 nmol/l) deben
diluirse y volver a analizarse para obtener resultados precisos. Diluir manualmente las muestras
del paciente con Diluyente para ADVIA Centaur Vitamin Dy, a continuacion, cargar la muestra
diluida en el soporte de muestras, reemplazando la muestra no diluida. La dilucién
recomendada es 1:2.

Asegurarse de que los resultados se corrijan matematicamente con respecto a la dilucién. Si se
introduce un factor de dilucion al programar la prueba, el sistema calculard automaticamente
el resultado.

Limitaciones

Los anticuerpos heteréfilos del suero humano pueden reaccionar con las inmunoglobulinas
del reactivo e interferir en los inmunoensayos in vitro15. Los pacientes que estan expuestos
habitualmente a animales o a productos de suero animal pueden ser propensos a esta
interferencia y podrian observarse resultados anormales. Puede ser necesaria informacion
adicional para efectuar un diagnéstico.

No usar muestras hemolizadas. La hemoglobina a concentraciones = 155 mg/dl generara
resultados reducidos falsos.

Valores esperados

Segun una revision de la literatura disponible.16.17.18, [as recomendaciones para los niveles
de 25(0OH)D son:

Estado de vitamina D Rango

Deficiencia < 20 ng/ml (50 nmolfl)
Insuficiencia 20-30 ng/ml (50-75 nmol/l)
Suficiencia 30-100 ng/ml (75-250 nmol/l)
Toxicidad > 100 ng/ml (250 nmol/l)

Los datos del ensayo ADVIA Centaur VitD se obtuvieron a partir de muestras de

542 adultos: 258 adultos que no ingerian suplementos con vitamina D y 284 adultos que ingerian
suplementos con vitamina D. Las muestras se recogieron en distintas estaciones del afio y en
diversas regiones geogréficas de Estados Unidos. Las muestras con valores anormales de PTH,
calcio, magnesio, fésforo y TSH se excluyeron de este estudio. Sobre la base del intervalo de
confianza del 95%, se establecieron los siguientes valores de acuerdo con el protocolo C28-A2 del
CLSI9.

Se obtuvieron los siguientes valores:
Valores observados

| Mediana de 25 OH Vitamina D 21,1 ng/ml (52,8 nmolil)
| Rango observado del percentil 2,5 a 97,5 10,6-43,4 ng/ml (26,5-108,5 nmol/l)

Al igual que en todos los ensayos de diagnéstico in vitro, cada laboratorio debe determinar
sus propios rangos de referencia para la evaluacion diagnéstica de las muestras de los pacientes?9.
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Caracteristicas de la prueba

Rango de ensayo

El ensayo ADVIA Centaur VitD mide la 25(OH) vitamina D en concentraciones de
4,2 a 150 ng/ml (10,5 a 375 nmolll).

Especificidad
El ensayo ADVIA Centaur VitD Total presenta una elevada especificidad para la 25(0OH) vitamina

D> y la 25(0H) vitamina D3. Los compuestos siguientes se analizaron con concentraciones
de 25(0OH) vitamina D total de 35y 115 ng/ml. El cambio porcentual se calcula como:

Porcentaje de reactividad cruzada =
(valor del ensayo corregido / cantidad de compuesto inoculado) x 100

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Compuesto Concentracién (ng/ml) Reactividad cruzada (%)
1, 25 (OH)> Vitamina D> 100 4,0
1, 25 (OH); Vitamina D3 100 1,0
25 OH Vitamina Dj 30 104,5
25 OH Vitamina D3 30 100,7
Paricalcitol 24 0.1
3-epi-25-OH Vitamina D3 100 1.1
Vitamina D3 1000 0.5
Vitamina D3 1000 0,3

Sensibilidad

El limite de blanco (LoB), el limite de deteccidon (LoD) y el limite de cuantificacién (LoQ) se
determinaron tal como se describe en el documento EP17-A20 del CLSI. El ensayo ADVIA Centaur
VitD presenta un LoB de 1,7 ng/ml (4,3 nmol/l), un LoD de 3,20 ng/ml (8,0 nmolil) y un LoQ de
4,2 ng/ml (10,5 nmolll). El LoD se define como la concentracién mas baja de 25(OH) vitamina D
que se puede detectar con una probabilidad del 95%.

La sensibilidad funcional del ensayo ADVIA Centaur VitD es 3,33 ng/ml (8,33 nmol/l). La
sensibilidad funcional se determiné utilizando multiples muestras con concentraciones dentro del
rango de 2 a 10 ng/ml (5 a 25 nmol/l). Todas las muestras se analizaron en 4 repeticiones dos
veces al dia durante 10 dias utilizando 2 lotes (n = 320 para cada muestra) de reactivos para el
ensayo ADVIA Centaur VitD.

Linealidad

La linealidad se evalué conforme al protocolo EP6-A21 del CLSI. Una muestra que contenia niveles
elevados de 25(0OH) vitamina D total se mezcl6 en varias proporciones con una muestra que
contenia niveles bajos de 25(0H) vitamina D total. Las mezclas de muestras resultantes se
analizaron para detectar la vitamina D total. En el sistema ADVIA Centaur, el ensayo VitD es lineal
de 4,2 a 150 ng/iml.
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Precision
La precision se evalué conforme al protocolo EP5-A222 del CLSI. Seis muestras se analizaron en

4 repeticiones dos veces al dia durante 20 dias (n = 160 repeticiones por muestra) utilizando el
ensayo ADVIA Centaur VitD. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Media Dentro de la serie Total
(ng/ml) DE CV (%) DE CV (%)
1,7 0,81 7.0 1,30 11,1
18,0 1,20 6,6 1,74 9,6
32,4 1,87 5.8 3,17 9,8
49,9 2,22 4,5 4,07 8,2
55,8 2,66 4,8 4,38 7,8

132,17 358 2,7 GEE 4,8

Comparacion de la recogida de muestras

El ensayo ADVIA Centaur VitD se evalué utilizando diferentes matrices y tipos de tubos de
recogida de muestras. Se realizé un estudio de los tipos de tubos de recogida de sangre utilizando
pares de muestras en diferentes tipos de tubos, incluidos de suero con tapén rojo, separadores de
suero, EDTA, heparina de litio y heparina de sodio. Los valores de vitamina D se encontraban
dentro del rango de 11,9 a 136,9 ng/ml (29,8 a 342,3 nmol/l). El analisis de regresién lineal se
realizé utilizando |os tipos de tubos siguientes:

* suero (x) frente a tubo separador de suero (y1)

* suero (x) frente a EDTA (y3)

* suero (x) frente a heparina de litio (y3)

* suero (x) frente a heparina de sodio (y4)

No se observaron diferencias significativas entre los tipos de tubos. Se obtuvieron los siguientes

resultados:
Punto de
Tipos de tubo* Pendiente corte R

Suero frente a tubo separador de 1,01 -0,33 0,994

suero

Suero frente a EDTA 1,09 -0,17 0,993

Suero frente a heparina de litio 1,04 0,18 0,992

Suero frente a heparina de sodio 1,04 0,90 0,992
*  Este estudio se realizd utilizando tubos Becton Dickinson.
10699313 ES Rev. C, 2012-08 11/16

151



ANEXOS FRANCISCO JAVIER VALERO CHAV EZ

VItD Sistemas ADVIA Centaur y ADVIA Centaur XP

Comparacion de métodos

Para 195 muestras dentro del rango de 6,2 a 150 ng/ml (15,3 a 375 nmol/l), la relacién entre el
ensayo ADVIA Centaur VitD (y) y el ensayo IDS 25-Hydroxy Vitamin D EIA se define por la
siguiente ecuacion de regresidon de Deming:

ADVIA Centaur VitD = 1,00 (IDS 25-Hydroxy Vitamin D EIA) + 2,22 ng/ml, r = 0,96

Para 580 muestras con concentraciones dentro del rango de 4 a 150 ng/ml (10 a 375 nmol/l), la
relacién entre el ensayo ADVIA Centaur VitD (y) y la cromatografia liquida acoplada a
espectroscopia de masas en tdndem (LC/MS/MS) (x) se define por la siguiente ecuacién de
regresion de Deming:

ADVIA Centaur VitD = 1,15 (LC/IMS/MS) + 0,70 ng/ml, r = 0,91

Recuperacién con dilucion

Ocho muestras de suero con concentraciones dentro del rango de 154 a 237 ng/ml (385 a

592,5 nmol/l) de 25 (OH) vitamina D total se diluyeron a 1:2 con diluyente para ADVIA Centaur
VitD y se analizaron para determinar la recuperacién y el paralelismo. Las recuperaciones variaron
entre el 91 y el 109% con una media del 99,6%.

Cantidad
observada Cantidad esperada
Muestra Dilucién ng/ml (nmol/l} ng/ml (nmol/l) Recuperacion (%)
1 1:2 76,9 77,2 100
2 152 93,0 95,6 97
3 1:2 83,5 89,0 94
4 1:2 124,8 118,6 105
5 1:2 126,2 116,0 109
6 flE2 96,3 93,1 103
7 1:2 84,2 85,6 98
8 192 71,9 79,0 91
Media 99,6
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Interferencias

Las sustancias interferentes se analizaron tal como se describe en el documento EP7-A223 del CLSI
utilizando el ensayo ADVIA Centaur VitD.

Las muestras que estan o son Demuestran un cambio £ 10% en los resultados hasta
hemolizadas 155 mg/dl de hemoglobina

lipémicas 540 mg/dI de triglicéridos

ictéricas 40 mg/dl de bilirrubina conjugada

ictéricas 40 mg/dl de bilirrubina no conjugada

Las muestras que contienen Demuestran un cambio < 10% en los resultados hasta
colesterol 350 mg/dI

acido Urico 20 mg/dl

inmunoglobulina humana 12 gld|

Normalizacion

El ensayo ADVIA Centaur VitD estd normalizado con estandares internos que son conformes

al método LC/MS/MS. La relacion entre el ensayo ADVIA Centaur VitD (y) y la cromatografia
liquida acoplada a espectroscopia de masas en tandem (LC/IMS/MS) (x) se define por la siguiente
regresion lineal:

| ADVIA Centaur VitD = 1,01 (LC/MS/MS) + 8,9 ng/ml, r = 0,99

Asistencia técnica

Para obtener servicio al cliente, ponerse en contacto con el proveedor local de servicio técnico.
www.siemens.com/diagnostics
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Sistemas ADVIA Centaur y ADVIA Centaur XP VitD

Descripcion de los simbolos

Los siguientes simbolos pueden aparecer en la etiqueta del producto:

Simbolo Definicién Simbolo Definicién
Dispositivo médico para diagndstico . .
in vitro REF Numero de referencia

u Fabricante Representante autorizado en la Unién Europea

. c € Marca de la CE con numero de identificacién
c € simbolo de la CE 0088 del organismo notificado
. . ) . . .. .
Dﬂ Consulte las instrucciones de uso é.% iPrecaucion! Peligro Biolégico Potencial
| g
Ql No congelar (> 0°C) TCJI Limitacién de la temperatura (2-8°C)
.. -10°C T, .
2°cfﬂr Temperatura minima (= 2°C) J{ Limitacion superior de la temperatura (< -10°C)
<N
=7ZIN> Mantener protegido de la luz solar 8 Fecha de caducidad
[ ]
Agite vigorosamente el paquete de reactivos.
tt Consulte el apartado Preparacién de los
Conservar en posicién vertical reactivos en las instrucciones del producto
W ADVIA Centaur especifico del ensayo para
obtener informacién detallada.
LOT| Cddigo de lote V(X Contiene material para (n) pruebas
2010-01 Formato de fecha (afio-mes) £l Imprimido con tinta de soja
Q&“ﬁ"‘“a A
é“@"a Punto verde @ Reciclar
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Publicaciones en revistas cientificas

e Valero FJ, Luengo LM, Cubero J (2016) ADECUACION DE LAS
PETICIONES AL LABORATORIO DE LOS NIVELES DE VITAMINAD.

Nutr Hosp. 2016; 33(5):1159-1163

e Valero FJ, Luengo LM, Alejo S, Bravo R, Cubero J (2016) COMPARISON
BETWEEN TWO IMMUNOASSAYS AFTER THE FIRST PHASE OF

VITAMIN D STANDARDIZATION. “EN REVISION”

e Valero FJ, Bravo R, Cubero J, Luengo LM (2016) REVISION DE LA

ASOCIACION ENTRE VITAMINA D Y DIABETES. “EN REVISION”
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Comunicaciones en congresos

« Valero FJ, Luengo LM, Sanchez G, Cubero J. Importancia de la fortificacién
de alimentos con vitaminas liposolubles. Congreso Regional, Universidad de
Extremadura (Workshop). “Alimentos funcionales: presente y futuro” celebrado

en Badajoz el 25 de Marzo de 2015. Comunicacion Poster

e Valero FJ, Alejo S, Cubero J, Luengo LM, Sanchez G, Arias F. Comparacion de
la determinacion de 25 (OH) vitamina D por 2 inmunoensayos. 1X Congreso
Nacional del Laboratorio Clinico, celebrado en Madrid del 7 al 9 de octubre de

2015. Comunicacion Poster

e Valero FJ, Luengo LM, Cubero J, Alejo S, Macia MD. Adecuacion de la
demanda de vitamina D. X Congreso Nacional del Laboratorio Clinico,

celebrado en Zaragoza del 19 al 21 de octubre de 2016. Comunicacion Poster
Ponencias
e Valero FJ. Racionalizacion de la determinacion de vitamina 25-OH-D. Xl

congreso de la Sociedad Extremefia de Endocrinologia y Nutricion celebrado en

Meérida del 13-14 noviembre de 2015. Ponencia
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IMPORTANCIA DE LA FORTIFICACION DE
ALIMENTOS CON VITAMINAS LIPOSOLUBLES

INTRODUCCION: Las vitaminas liposolubles son compuestos imprescindibles para el organismo, y es necesario su aporte
exdgeno para el mantenimiento de la homeostasis. Existen vitaminas antioxidantes que disminuyen el estrés oxidativo
previniendo el envejecimiento, entre las que se encuentran las vitaminas A y EL. Otras vitaminas como la vitamina D se
encarga principalmente de la regulacion del metabolismo del fosfo-calcio junto con la PTH?, ademas de otras funciones
descubiertas en los Gltimos afios; y aunque su sintesis es principalmente enddgena a partir de la luz solar, existe un déficit
generalizado en la poblacion y es necesario su aporte exdgeno para intentar mantener los niveles séricos dentro de los
limites.

OBIETIVOS: Nuestro objetivo fue el conocimiento y la formacidn a través de la revision bibliografia respecto a la
importancia de la fortificacién de alimentos con vitaminas liposolubles para prevenir enfermedades y aumentar la calidad
de vida de la poblacién.

. METODOS: Analizamos la bibliografia en | ' RESULTADOS: La bisqueda en Pud Med" nos reporté
Pud Med" realizando una busqueda de las un total de 18 publicaciones las cuales estudiaban
publicaciones en los ultimos 5 afios los beneficios de la fortificacion de los alimentos con
relacionados con alimentos funcionales y vitaminas liposolubles (Tabla 1), se indica el nimero
su fortificacion con las vitaminas de publicaciones encontradas en relacion a cada
liposolubles A, E y D. Ademas se utilizo la vitamina liposoluble.
base de datos USDA (Departamento de Segun los datos obtenidos de la USDA los
Agricultura de Estados Unidos) para principales alimentos funcionales con mayores
revisar aquellos alimentos fortificados con concentraciones de vitamina A y D son los productos

. mayor aporte de estas vitaminas. | lacteos (leche, queso) y los jugos de naranja son los
que tienen mayores concentraciones de vitamina E. ‘

Vitamina A E D

N2 Publicaciones 2 11 5

Tablal: Nimero de publicaciones relacionadas con la fortificacién con cada vitamina.

CONCLUSIONES: Aunque existen pocos estudios de alimentos funcionales fortificados con vitaminas liposolubles en los
ultimos afios, si existen gran numero de productos fortificados con vitaminas A, D y E, debido a sus beneficios y sobre todo
para intentar disminuir el déficit generalizado de vitamina D en la poblacién. Estos alimentos soy muy importantes ya que
ayudan a la prevencién de enfermedades tales como la osteoporosis, problemas visuales, neurodegenerativos,
cardiovasculares, etc*>6,

! Gil Hernandez, A. Tratado de nutricién. 22 edic. Edit. Médica Panamericana, 2010. 487-495; 545-569.

2 Gil Hernandez, A. Tratado de nutricidn. 22 edic. Edit. Médica Panamericana, 2010. 573-592

3 Dennis Bromley, Peter C. Anderson and Valerie Daggett. Structural Consequences of Mutations to the a Tocopherol Transfer Protein Associated
with the Neurodegenerative Disease Ataxia with Vitamin E Deficiency Biochemistry. 2013 June 18; 52(24): 4264—-4273.

4 Quesada Gémez J. y Sosa Henriquez M. Nutricidn y osteoporosis. Calcio y vitamina D. Rev Osteoporos Metab Miner 2011 3;4: 165-182

5 ). Almirall. Papel del déficit de vitamina D en la hipertensidn arterial y la enfermedad cardiovascular. Hipertens riesgo vasc. 2010; 27(3):89-92
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Consejeria de Sanidad y Consumo

Complejo Hospitalario
SES Universitario de Badajoz

Introduccién: La vitamina D es una vitamina liposoluble cuya funcién principal es la regulacion del metabolismo del
fosfo-calcio junto con la PTH, y su deficiencia se asocia a enfermedades como el raquitismo, osteoporosis y
osteomalacia. Ademas en los Gltimos afios numerosas publicaciones y estudios han demostrado que esta vitamina estd
implicada en gran nimero de procesos. El aumento de la demanda en los ultimos afios hace que la mayoria de los
laboratorios clinicos determinen los niveles de 25 (OH) vitamina D total mediante inmunoensayos automatizados por su
mayor rapidez, aunque los métodos mds precisos son el HPLC y LC-MS/MS, pero requieren de una infraestructura,
personal cualificado, mayor volumen de la muestra y paso de extraccion previo.

Objetivos: Comparar los resultados de 25(OH) vitamina D obtenidos por 2 inmunoensayos que han superado la primera
fase del proceso de estandarizacién (VDSCP, programa de certificacion y estandarizacion de la vitamina D); utilizando
dicha comparacion para estudiar la posible introduccion de la vitamina D en el sistema automatizado ADVIA LABCELL,
debida al aumento de la demanda de la vitamina D.

Materiales y Métodos: Se determinaron los niveles de Resultados: El andlisis estadistico mediante

25(0H) vitamina D de 70 pacientes por 2 inmunoensayos; el
que utilizamos habitualmente de rutina en el laboratorio de
andlisis  clinicos IDS-iSYS®  25-Hydroxy Vitamin D
(inmunoensayo con deteccién por quimioluminiscencia,
validado para muestras de suero y que presenta un rango
de medida que va desde 7-125 ng/mL), el cual utilizaremos
como método de referencia y el otro ADVIA Centaur
Vitamina D Total (inmunoensayo competitivo con deteccién
por guimiolumiscenica, que esta validado para muestras de
suero y plasma, cuyo rango analitico va desde 4-150
ng/mL). Los resultados obtenidos se analizaron mediante
una regresion lineal no paramétrica de Passing-Bablok, con
el programa Method Validator. Ademas evaluamos la
capacidad de los inmunoensayos en clasificar a los
pacientes en las diferentes categorias: <10 ng/mL
(deficiencia), 11-29 ng/mL (insuficiencia), 30-149 ng/mL
(suficiencia) y >150ng/mL (toxicidad).

regresion lineal no paramétrica mostré un
coeficiente de correlacion (r) entre ambos
métodos de 0,972; una pendiente de la recta
de 1,010 (IC del 95%; 0,869 a 1,123) y una
ordenada en el origen de 0,863 (IC del 95%; -
1,124 a 3,482). La recta de regresion
obtenida es la siguiente: y = 1,010x + 0,863
siendo la variable “x” el resultado de
vitamina D obtenido por IDS-iSYS y la variable
“y" el resultado de vitamina D obtenido por
ADVIA Centaur.

Al clasificar a los pacientes por categorias
utilizando cada método analitico,
encontramos que utilizando el
inmunoensayo de IDS se incluyen mads
pacientes en el rango de deficiencia.

Conclusiones: A raiz de los resultados obtenidos podemos afirmar que las variaciones de las concentraciones de
vitamina D utilizando diferente inmunoensayo no son significativas, aunque hay que resaltar que existe dispersion
de los resultados en todo el rango analitico, debido en parte a la falta de estandarizacion, existiendo gran
variabilidad de resultados intermétodo. Por lo que un cambio de método en la determinacién de vitamina D en el
laboratorio conllevaria a definir nuevos valores de deficiencia, insuficiencia, suficiencia y toxicidad.
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PROTROCOLOS

Solicitud de implantacion del protocolo de Vitamina D en el Area de Salud de
Badajoz. Comisién de Tecnologia y Adecuacion de Medios Diagndsticos

(CTAMD) Abril de 2015.

Implantacion del protocolo de Adecuacion de la demanda de vitamina D en el
Area de Salud de Badajoz. Aprobado por la Comision de Tecnologia y

Adecuacion de Medios Diagndsticos (CTAMD) el 15 de Abril de 2016.
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GOBIERNO DE EXTREMADURA

Informe Solicitud de Implantacion de Tecnologia

Responsable FCO.VALERO CHAVEZ / SOCORRO ALEJO /
PURA GARCIA YUN

Servicic  ANALISIS CLINICOS

Fecha ABRIL 2015

Denominacian de la tecnologia

Adecuacién de la demanda de peticion analitica de

VITAMINA D
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1. Caracteristicas técnicas fundamentales.

Filtrado de solicitudes de andlisis de vitamina D y rechazo de las que no
procedan basandonos en los criterios de las guias clinicas de la Sociedad de
Endocrinologia Americana, el Consenso de la Alta Autoridad Sanitaria Francesa
y Sociedad Espatiola de Bioquimica Clinica.

2. Procedimientos para los que se utiliza (Propdsito, principios basicos de funcionamiento,
requisitos para la adquisicion).

Reducir el nimero de peticiones de vitamina D no justificadas. La medicion
de niveles de 25 (OH) D en suero es una determinacion cara y aunque la
deficiencia de vitamina D sea frecuente el cribado universal no se admite. El
aumento de las publicaciones sobre las nuevas implicaciones de la vitamina D,
han producido un incremento en el nimero de determinacion sérica de los niveles
de esta hormona. A dia de hoy, no hay evidencias cientificas que demuestren
los beneficios de la medicion generalizada de la vitamina D a nivel de la

poblacion.

Para implantar el protocolo de adecuacion de la demanda de vitamina D no
hay requisitos especiales. Filtrado de solicitudes en funcion del diagnéstico
clinico y del servicio peticionario. Se pondria como requisito obligatorio indicar

el diagndstico en el volante de peticion.

Segln los estudios de adecuacion de la demanda realizados en nuestro

laboratorio por el Dr. Francisco Javier Valero en su tesis doctoral, hay servicios
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clinicos peticionarios que siempre cumplen los criterios de las guias clinicas,

por lo que no se les aplicaria ningin filtro. Estos servicios son los siguientes:

Para

Endocrinologia y endocrino infantil
Nefrologia y nefro infantil
Medicina interna

Pediatria y lactantes
Traumatologia
Reumatologia

Gastro infantil

Digestivo

Dialisis

Trasplante renal
Hematologia

el resto de servicios hospitalarios y Atencion Primaria, tendrian que

presentar en su solicitud alguno de los siguientes diagnésticos:

Raquitismo

Osteomalacia

Osteoporosis

Insuficiencia renal crénica (solo estadios terminales 3-5)

Trasplante renal

Hiperparatiroidismo

Insuficiencia hepatocelular

Sindromes de malabsorcion (celiaquia, Crohn, pancreatitis, fibrosis
quistica, etc)

Tras cirugia bariatrica

Ciertos farmacos (glucocorticoides, antiepilépticos, medicacion anti-
retroviral)

Caidas repetidas

Ciertos linfomas

Enfermedades granulomatosas (tuberculosis y sarcoidosis)

Si no se indica en el volante alguno de estos diagnésticos, se rechazara la
solitud de la prueba.
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3. Situacidn actual en el centro: ¢Responde a una necesidad no cubierta? (Realizar una breve

descripcidn).

No existe ningln protocolo para adecuacion y uso racional de pruebas de
vitamina D.Por lo que se solicita el respaldo de la Direccion Médica para
implantarlo y rechazar las solicitudes que no proceden, haciendo un uso

racional de los recursos hospitalarios.

4. ¢En qué prestacién de la cartera de servicios se incluye la tecnologia?

Catdlogo de pruebas de laboratorio de Anadlisis Clinicos.

5. Fase en la que se encuentra la tecnologia. (Pueden contemplarse diferentes alternativas en
diferentes componentes de la tecnologia evaluada).

Olnvestigacidn basica
OEnsayo clinico

OUso tutelado

O Difusidn controvertida

X Practica clinica aceptada
O Declive

La determinacion de la vitamina D es una prueba de rutina en los
laboratorios de Andlisis Clinicos, pero existe una gran variabilidad de resultados
entre diferentes laboratorios e interlote, en gran parte debido a la inexistencia
de una técnica de referencia y por lo tanto no existe estandarizacion. El cribado
de las peticiones injustificadas es necesario para conseguir un mayor rendimiento
de los recursos del hospital y evitar falsos negativos (resultados de deficiencia)

en peticiones no necesarias por la patologia del paciente.
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ClinicalChemistry (58:3, 486-488, 2012) Grahan D. Carter (responsable del
DQAS, control externo de la vitamina D, y principal representante del proceso

de estandarizacion de la vitamina D)

6. ¢A qué servicios o unidades va a afectar la tecnologia?

Uso generalizado en servicios de Atencion Primaria y algunos servicios
hospitalarios de atencion especializada. Atencion Primaria hace el 50% de las
peticiones que no se ajustan a ningin criterio clinico aceptado por las guias

clinicas.

7. ¢éA cuales de los siguientes aspectos de la atencidn sanitaria afecta la tecnologia? (Pueden
contemplarse diferentes alternativas en diferentes componentes de la tecnologia evaluada).

O Preventivo

X Diagnéstico

O Tratamiento médico

O Tratamiento quirdrgico

O Tratamiento rehabilitador
O Aspecto organizativos

O Otros

8. Indicaciones clinicas (Criterios de inclusion y exclusion. Aportar referencias bibliograficas).

Siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Americana de Endocrinologia,
la Sociedad Espafiola de Bioquimica Clinica y el consenso al que llegé La Alta
Autoridad Francesa sobre las indicaciones de determinacion de vitamina D: las

peticiones de vitamina D estarian justificadas en las siguientes patologias:

Raquitismo, Osteomalacia/Osteoporosis, Caidas frecuentes, Sindromes de
malabsorcion (enfermedad celiaca, enfermedad inflamatoria intestinal, fibrosis

quistica, enfermedad de Crohn..), Cirugia Bariatrica, Pacientes con IRC en
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estadios 3-5, Pacientes con trasplante renal, Pacientes con Hiperparatiroidismo
Primario, Trastornos granulomatosos (tuberculosis y sarcoidosis), farmacos como

los glucocorticoides en altas dosis y ciertos linfomas.

e JoAnn E. Manson, M.D., Dr.P.H., Susan T. Mayne, Ph.D., and Steven
K. Clinfon, M.D., Ph.D. Vitamin D and Prevention of Cancer — Ready
for Prime Time? The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

e Nancy R. CookVitamin D and Cancer: Can We Believe the Evidence from
Observational Studies? Clinical Chemistry 59:5, 726-728 (2013)

e Shoaib Afzal, Stig E. Bojesen, and Berge 6. Nordestgaard Low 25-
Hydroxyvitamin D and Risk of Type 2 Diabetes: A Prospective Cohort
Study and Metaanalysis. Clinical Chemistry 59:2, 381-391 (2013).

e Cayetana Moyano Peregrin , Francisca Lopez Rodriguez y Maria del Mar
Castilla Castellano. Vitamina D e hipertension arterial. Med Clin (Barc).
2012:138(9):397-401

e Peter F. Schnatz and JoAnn E. Manson. Vitamin D and Cardiovascular
Disease: An Appraisal of the Evidence. Clinical Chemistry 60:4, 600-609
(2014)

e Aloia JF. The 2011 Report on Dietary Reference Intake for Vitamin D:
Where Do We Go From Here? J Clin Endocrinol Metab. 2011;96 (10):
2987-96

e Rosen CJ, Adams JS, Bikle DD, Black DM, Demay MB, Manson JE,
Murad MH, Kovacs CS. The nonskeletal effects of vitamin D: an
endocrine society scientific statement. Endrocr Rev. 2012,33(3):456-92

e Gonzdlez-Padilla E, Soria Lopez A, Gonzdlez-Rodriguez E, Garcia-
Santana S, Mirallave-Pescador A, Groba Marco M, et al. Elevada
prevalencia de hipovitaminosis D en los estudiantes de medicina de Gran
Canaria, Islas Canarias (Espafia). Endocrinol Nutr. 2011, 58(6):267-73.

e Vaqueiro M, Baré M, Anton A, Andreu E, Moya A, Sampere R, et al.
Hipovitaminosis D asociada a exposicion solar insuficiente en la poblacion
mayor de 64 afios. Med Clin (Barc). 2007;129(8):287-91.

e Durd-Travé T,, Gallinas-Victoriano F, Chueca Guindulain MJ y Berrade-
Zubiri S. Deficiencia de vitamina D en escolares y adolescentes con un
estado nutricional normal. Nutr Hosp. 2015:32(3):1061-1066

e Tom D. Thacher, MD, and Bart L. Clarke, MD. Vitamin D Insufficiency.
Mayo Clin Proc. 2011:86(1):50-60
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e Holick MF, Binkley NC, Bischoff-Ferrri HA, Gordon CM, Heaney RP,
Murand H; Weaver CM; Endocrine Society. Evaluation, Treatment and
Prevention of Vitamin D Deficienccy: and Endocrine Society Clinical
practice Guideline. J Clin Endocrinol Metab. 2011; 96(7):1911-30

e Cordoba C. and 6ranado F. Vitamina D: Una perspectiva actual. SEQC
2013

e Rapport D’ Evaluation technologique: Utilité clinique du dosage de la
vitamine D. Octobre 2013

e Holick MF, Vitamin D deficiency. N Engl J Med. 2007;357:266-81.

e Tom D. Thacher, MD, and Bart L. Clarke, MD. Vitamin D Insufficiency.
Mayo Clin Proc. 2011:86(1):50-60

e Moon HW, Cho JH, Hur M, Song J, Oh GY, Park CM, Yun YM, Kim JQ.
Comparison of four current 25-hydroxyvitamin D assays. Clin Biochem
2012;45:326-330.

e Farrel CJL, Martin S, McWhinney B, Straub I, Williams P, Herrmann
M. State-of-the-art vitamin D assays: a comparison of automated
immunoassays with liquid chromatography-tandem mass spectrometry
methods. Clin Chem 2012;58:531-41

o Binkley N, Krueger DC, Morgan S, Wiebe D. Current status of clinical
25-hydroxyvitamin D measurement: an assessment of between-
laboratory agreement. Clin Chim Acta 2010;411:1976-82.

e LM. Thienpont, HCM. Stepman and HW.Vesper. Standardization of
measurements of 25-Hydroxyvitamin D3 y D2. Scandinavian Journal of
Clinicla and Laboratory Investigation, 2012; 72(Suppl 243): 41-49

e AC. Heijboer, MA. Blankenstein, IP. Kema, and MM. Buijs. Accuracy of
6 Routine 25-Hydroxyvitamin D Assays: Influence of Vitamin D Binding
Protein Concentration. Clinical Chemistry 58:3. 543-548 (2010).

9. Grado de evidencia sobre la eficacia y efectividad: beneficios potenciales (Aportar referencias

bibliograficas).

X Para los pacientes

X Para la organizacion

La utilizacion de recursos sanitarios, como seria en este caso la utilizacion

racional de una prueba de laboratorio como la vitamina D, produce un ahorro

175



PROTOCOLOS FRANCISCO JAVIER VALERO CHAVEZ

directo de recursos econdmicos tanto en el capitulo de reactivos como en el
capitulo 1 de personal de laboratorio. Un rendimiento eficiente de las pruebas
produce un beneficio para los pacientes al mejorar la disponibilidad de recursos

diagnoésticos.

10.Grado de evidencia sobre seguridad: Riesgos potenciales (Aportar referencias bibliograficas).

No procede

0 Paralos pacientes

O Parala organizacion

11.Cuantificacidon de los beneficios (Estancias, ingresos, demoras,.....)

Segln el estudio realizado sobre las peticiones de vitamina D en el afio
2013, tras la revision de los diagndsticos de peticion y las historias clinicas de
las 3907 peticiones realizadas; solo 2629 seguian algin criterio de peticion
mencionado en el apartado 8, por lo que 1268 eran peticiones injustificada. Si
la determinacion de vitamina D tiene un coste de 6,1 euros coste directo (solo
la prueba individual, sin contar gasto de controles, calibradores y coste indirecto
de personal) se produjo un gasto de 7900euros en peticiones injustificadas.
(Solo en el drea de Badajoz). Si se aplica a todas las dreas el beneficio estimado

seria 120.000 euros por afio.

12. Indicar posible impacto ético, social o legal que supone la adquisicion y/o implantacion de
la tecnologia.

Limitacion en la prescripcion facultativa
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13. En su caso, éCodmo se introduce la nueva tecnologia en el historial del paciente? (historia

electrdnica, historia en documento fisico, imagen, ...).

No procede

14. Nivel de evidencia cientifica alcanzado con la tecnologia solicitada. (Adjuntar bibliografia,
informes de evaluacion sanitaria, opiniones de expertos e informacidn de casas comerciales).

Se adjunta bibliografia en parrafos anteriores.

15.¢Se dispone de la tecnologia en las zonas sanitarias de nuestro entorno? Indigue cuales.

No, no hay ningin protocolo implantado. Se podria extrapolar al resto de
las dreas de salud de la comunidad con el consiguiente beneficio para los recursos

del SES y por tanto para todos los pacientes

16.¢éLa implantacion de la tecnologia requiere cambios? (Organizativos, de personal,
estructurales, de formacidn,.....).

Requiere control preanalitico para ajustar las solicitudes a los protocolos

propuestos por las sociedades cientificas.

17.Evaluacion econdmica coste total estimado de la adquisicion (La evaluacion econdmica debe

incluir. Costes de adaptacion, requisitos técnicos gue deben contemplar las diferentes ofertas,

necesidades de mantenimiento del equipamiento, necesidades de fungibles y modelaje,....).

No conlleva coste econdmico, sino respaldo del protocolo de peticion de

vitamina D por parte de la Direccion del Hospital
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SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS
COMPLEJO HOSPITALARIO UNIVERSITARIO DE BADAJOZ

PROTOCOLO DE ADECUACION DE LA DEMANDA
ANALITICA DE 25(OH) VITAMINA D

Ante el incremento casi exponencial producido en los ultimos 8 afios en el nimero
de determinaciones de vitamina D en el Area de Salud de Badajoz, se ha realizado un
estudio retrospectivo sobre la correcta adecuacion de las solicitudes de vitamina D. El
33% de las solicitudes no se adecuaban a los criterios de peticién establecidos en las
guias clinicas: Guia de la Sociedad de Endocrinologia Americana, Consenso de la Alta
Autoridad Sanitaria Francesa y Guia de la Sociedad Espafiola de Quimica Clinica
(SEQQC).

Debido a ello se hace necesaria la implantacion de un protocolo de peticion de
Vitamina D en nuestra Area de Salud, adaptado a los criterios de las citadas guias clinicas.
Dicho protocolo ha sido aprobado por la Comisién de Tecnologia y Adecuacion de
Medios Diagnosticos (CTAMD) el 15 de Abril de 2016.

Las indicaciones diagnosticas establecidas como criterios de peticion de Vitamina
D son:

e Raquitismo

e Osteomalacia

e Osteoporosis

e Caidas repetidas

e Insuficiencia renal cronica, estadios terminales 3-5

e TX renal

e Hiperparatiroidismo

e Insuficiencia hepatocelular

e Sindrome malabsorcion (Celiaquia/Crohn/Pancreatitis/Fibrosis Quistica)

e Cirugia Bariatrica

e Ciertos farmacos (glucocorticoides, antiepilépticos, antiretrovirales,
algunos antifungicos, colestiramina)

e Ciertos linfomas

e Enfermedades granulomatosas (sarcoidosis, tuberculosis, histoplasmosis,
coccidiomicosis, beriliosis)
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