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CUANTIFICACION DE VITAMINA D: DE LA INVESTIGACION A LA
PRACTICA CLINICA

RESUMEN

Las formas biolégicamente activas de la vitamina
D se han convertido en elementos de gran
relevancia en la practica clinica y la investigacion,
por lo tanto, su anélisis se ha incrementado en
afios recientes. La vitamina D tiene un papel
esencial en la regulacion del metabolismo del
calcio y fésforo; adicionalmente, esta vitamina
es considerada un posible factor preventivo
para diversas enfermedades crénicas como la
diabetes mellitus tipo 2, algunos tipos de cancer,
cardiovasculares, autoinmunes, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica y la pre-eclampsia.
Debido al posible papel en estas enfermedades
y alos pocos estudios comparativos que se han
realizado entre éstas y los niveles de vitamina
D, los investigadores y clinicos estan interesados
en usar técnicas confiables y especificas que
permitan determinar las concentraciones de
vitamina D en el plasma. Sin embargo, no se
ha establecido cudl es el mejor biomarcador
que refleja la suficiencia de vitamina D y su
funcién, ni tampoco cudl es la mejor técnica
para su adecuada cuantificaciéon. El objetivo
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QUANTIFICATION OF VITAMIN
D: FROM RESEARCH TO CLINICAL
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ABSTRACT

The analysis of the biologically active forms
of vitamin D has increased in the last decades,
becoming a relevant tool in the clinical practice
and investigation. Vitamin D plays an essential
role in regulating the metabolism of calcium
and phosphorous. In addition, this vitamin
is considered a potential preventive factor
in a wide range of chronical diseases such as
cardiovascular and autoimmune diseases,
different kinds of cancer, type 2 diabetes,
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chronical obstructive pulmonary disease, and
pre-eclampsia. Due to the possible role that
vitamin D has in these diseases and the few
existing comparative studies which have been
conducted between these diseases and the
vitamin D levels, clinicians and researchers
are interested in using reliable and specific
techniques to quantify the concentrations of
vitamin D in plasma. Nevertheless, in the
scientific literature reviewed have not been
established which is the best biomarker that

INTRODUCCION

La vitamina D (VD) junto con las vitaminas A,
Ey K, es considerada una vitamina liposoluble
que acttia como una hormona esteroide en una
gran variedad de funciones fisioldgicas, en
especial en la regulacién del metabolismo del
calcio y fosforo (1, 2). La deficiencia severa de
VD conlleva a varios trastornos que incluyen
desmineralizacion de los huesos, raquitismo,
osteoporosis y fracturas patolégicas en adultos.
La mayoria de los 6rganos del cuerpo, tales
como pancreas, estbmago, genitales, cerebro y
piel, poseen receptores para esta vitamina (3-5),
la cual puede obtenerse naturalmente por dos
mecanismos: la sintesis que ocurre en la piel por
la exposicion a la radiacién ultravioleta B de la
luz solar (UV-B, 290-320 nm), y su obtenciéon
a partir de fuentes de la dieta, incluyendo
alimentos fortificados y suplementos. Los
alimentos ricos en VD incluyen pescados grasos,
yema de huevo, aceite de higado de pescado
y algunos tipos de hongos. Sin embargo, es
dificil obtener suficiente VD de los alimentos
no enriquecidos por su bajo contenido o su uso
infrecuente; por lo tanto, la mayor parte de la
vitamina D que se encuentra circulante en el
cuerpo se obtiene de los alimentos enriquecidos,
la exposicion a la luz solar y suplementos (6).

Durante las dos dltimas décadas, un gran
numero de estudios se han centrado en investigar
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indicates the sufficiency and function of vitamin
D nor which is the most appropriate technique
for adequate quantification. The goal of this
review is to briefly describe the metabolism
of vitamin D and the current challenges for its
proper quantification and use in translational
research.

Key words: vitamin D, clinical research, vitamin
D metabolites, ergocalciferol, cholecalciferol.

las funciones bioldgicas de la VD y su nivel
sanguineo 6ptimo, encontrando una correlaciéon
positiva entre la deficiencia de VD con los
tres problemas de salud més prevalentes en
el mundo: enfermedad cardiovascular, cdncer
y enfermedades respiratorias (7-9). Aunque
anteriormente se consideré que la deficiencia de
esta vitamina era un problema comun sélo de los
paises que carecian de un clima soleado la mayor
parte del afio, los resultados de investigacion
confirman cada vez mas que la deficiencia de VD
es un problema de salud publica (10), incluso en
paises que disfrutan de una temperatura calida
la mayor parte del afio (11). Por consiguiente, la
necesidad de cuantificar esta vitamina en forma
precisa para lograr establecer una asociacion
no espuria entre un fenotipo determinado y los
niveles sanguineos de VD, se ha convertido en
un reto, en especial con fines de investigacion
traslacional. Actualmente, se han propuesto
diferentes métodos para llevar a cabo esta
cuantificacién, pero atn se deben superar
obstaculos que estan determinados por las
propiedades fisicas y quimicas de esta vitamina,
la normalizacion incompleta de la medicién y
las limitaciones de las técnicas que se utilizan
(12). El objetivo de esta revision es describir
brevemente los métodos y los biomarcadores
actuales que se emplean para la cuantificacién de
la VD junto con los retos que existen para obtener
una adecuada cuantificacion y su aplicacion en
la investigacion traslacional.

ISSN 1657-9550



Cuantificacion de vitamina D: de la investigacion a la practica clinica

Metabolismo de la vitamina D

La VD se encuentra naturalmente en dos
formas principales: vitamina D, (ergocalciferol)
y vitamina D, (colecalciferol) (Figura 1A). La
vitamina D, se puede obtener de las plantas
que estan sometidas a la radiacion ultravioleta
y por la suplementacion dietética. La vitamina
D, se obtiene, en su mayor parte, por sintesis
endogena a partir de la exposicién al sol y solo
una pequena cantidad a partir de los alimentos
derivados de animales (13). La sintesis end6gena
se ve influenciada por muchos factores, tales
como grosor y color de la piel, el tiempo de
exposicion al sol y la temporada (14). Enla capa
de Malpighi de la piel expuesta a la radiacion
UV, entre 280 nm y 315 nm, la pro-vitamina
D,y pro-vitamina D, (7-dehidrocolesterol y
ergosterol, respectivamente) se transforman en
pre-vitamina D que mediante la temperatura
corporal normal sufre una isomerizacién de sus
dobles enlaces, para formar VD. A diferencia de
los suplementos dietarios, la exposicion continua
a la radiacién UV no conduce a toxicidad por
VD, debido a que el exceso de pre-vitamina D
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se convierte en lumisterol y taquisterol, formas
inactivas, proceso que se invierte cuando los
niveles de pre-vitamina D caen (15). Una vez
formada, la VD pasa de las células de la piel
a la circulacién sanguinea donde se acopla a
una proteina especifica (al-globulina), lamada
proteina de unién a la vitamina D (VDBP)
para su transporte en plasma; esta proteina
se considera el principal transportador de
todos los metabolitos VD. En el higado la VD,
por medio de enzimas del citocromo P450
hepatico, especialmente CYP27A y CYP2R1, es
metabolizada a 25-hidroxivitamina D [25(OH)
D], también conocida como calcidiol (15). La
25(0OH) D, viaja por circulacién hacia los rifiones
y a otros tejidos, para su posterior hidroxilacion.
En los rifiones, la CYP27B1 (25-hidroxivitamina
D-lo-hidroxilasa), convierte el calcidiol en
1,25-dihidroxivitamina D [1,25(OH),D],
principal metabolito activo de la VD también
llamado calcitriol (16). Diferentes células, entre
ellas macrofagos activados, queratinocitos y
células 6seas, producen localmente 1,25(OH),D
(16,17)(Figura 1B).
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Figura 1. (A) Estructura quimica y (B) metabolismo de la vitamina D.
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A continuacion, la 1,25(OH),D se une al receptor
de la vitamina D (VDR), que se expresa en
muchos tipos de células. Por medio de esta
union, la VD ejerce sus acciones biol6gicas
tales como, favorecer la absorcion de calcio
intestinal, diferenciacion celular, secrecion de
insulina, regulaciéon de la expresién de genes,
osteoblastogénesis, entre otras (18-20). Si bien
la mayor cantidad de 1,25(OH),D es sintetizada
principalmente en el rinén, por medio de
estimulaciéon de la hormona paratiroidea
(PTH), ante niveles elevados de 1,25(OH),D se
dispara una realimentacion negativa, haciendo
que disminuya la produccion de PTH por la
glandula paratiroides. A su vez, esto incrementa
la sintesis de CYP24A1, enzima que convierte
1,25(0OH),D, a la forma inactiva, conocida como
acido calcitroico, el cual es soluble en agua y
eliminado por la bilis (16). A su vez, la enzima
CYP24A1 metaboliza la 25(OH) D a 24,25(0OH),
D, evitando su activacién (Figura 1B). Otros
factores, tales como niveles de fésforo, calcio y
factor de crecimiento de fibroblastos, pueden
tener efectos positivos o negativos en la sintesis
de 1,25(0OH),D en el rifién (19).

Biomarcadores

En el metabolismo de la VD, por los menos
seis metabolitos (biomarcadores), son blanco
de cuantificacién y asociacién con fenotipos
particulares: 25(OH)D,, 25(OH)D,, 3-epi-25(OH)
D, 1,25(0OH),D,, 1,25(CH),D,, y 24,25(0OH),D,
(Tabla 1). Sin embargo, la 25-hidroxivitamina D
[25(OH)D], se considera el mejor biomarcador
para evaluar el estado de la VD en la sangre
(21). Este metabolito tiene varias ventajas como
indicador bioquimico debido a que: i) refleja
tanto la produccién endégena de VD como el
consumo por dieta, ii) es un metabolito inactivo,
por lo tanto no es altamente regulado, iii) la
concentracion de 25(OH)D, es relativamente
alta en comparacién con otros metabolitos,
por ejemplo, su concentracion es 1.000 veces
mas alta que la del 1,25-(OH),D (principal
metabolito activo), y iv) tiene una vida media
relativamente larga, cerca de tres semanas (2).
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Losniveles de 25(0OH) D, son generalmente mas
altos que los de 25(OH)D, (22). No obstante,
esta evaluacion simplificada no tiene en cuenta
los efectos dindmicos de los metabolitos tales
como 1,25(0OH),D, que es la forma mas activa
de la vitamina o de metabolitos intermedios,
como 24,25(0OH),D,, el cual se consideraba un
compuesto sin actividad biolégica. Hoy se
conoce que este metabolito intermedio, tiene
un papel crucial en la formacién de hueso y
en la reparacion de las fracturas 6seas (23). La
disminucién de la actividad de 24,25(OH),D,, se
ha asociado con un riesgo mayor de mortalidad
en pacientes renales (24).

Por lo tanto, la correlacién entre VD y fenotipos
salud/enfermedad, requiere de una evaluaciéon
integra de los diferentes metabolitos VD y el
fenotipo a estudiar, ‘quimiotipos’, para lo cual
se requiere de técnicas de metabolémica capaces
de identificar y cuantificar en grado analitico,
tanto los metabolitos abundantes como aquellos
que estén presentes en baja concentracion, en el
torrente sanguineo (Tabla 1).

Técnicas para la cuantificacion de vitamina D

La 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] se ha
reportado como el biomarcador que mejor
refleja el estado dela VD (21). Este biomarcardor
incluye la cantidad total de dos metabolitos
de la VD que se encuentran en la circulacién:
25-hidroxivitamina D,[25(OH)D,], metabolito
derivado principalmente de la vitamina D,
producido por la acciéon de la luz solar en la piel,
y 25-hidroxivitamina D, [25(OH)D, ], metabolito
derivado del consumo de plantas en la dieta.
La 25(OH)D tiene una vida media estimada
de aproximadamente 2 a 3 semanas, y refleja
informacion sobre el estado de VD procedente
de la produccién endégena, como también por
fuente dela dieta y suplementos. Sin embargo, la
VD que se almacena en otros tejidos del cuerpo,
no se refleja en la cuantificaciéon de 25(OH)D en
suero o plasma (25). Por el contrario, aunque
la 1,25(OH),D es la forma mas activa de VD, la
cuantificacién de los niveles presentes en suero
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o en plasma pueden no indicar con precisién el
estado de VD del individuo debido a su corta
vida media (15 horas), la cual est4 estrechamente
regulada por la PTH y la ingesta de calcio y

fosfato; como resultado, los niveles séricos de
1,25(0OH),D pueden reportarse como normales
en individuos con deficiencia de vitamina D (26).

Tabla 1. Metabolitos de la vitamina D.

Metabolito Descripcion
25(0OH) D, La sumatoria conforma la 25(OH) D (25-hidroxivitamina D), también
25(0H) D, conocida como calcidiol. Estos dos metabolitos son producidos por la

hidroxilacion de la vitamina D, y D, en el higado.

Se crefa que este epimero estaba presente sélo en recién nacidos sin embargo,
recientemente se ha detectado en un namero limitado de adultos. La

3-epi-25(0OH) D,

importancia clinica de 3-epi-25(OH) D, es atn incierta, pero puede interferir

en la cuantificacién de la 25(OH) D y con ello, en la fiabilidad del resultado.

1,25(0OH), D, Conformanla1,25(0OH), D (1,25-dihidroxivitamina D); es la forma hormonal

1,25(0H), D mas activa de la VD, también conocida como calcitriol. Se produce por
! 272 hidroxilacion en los rifiones o en otros tejidos de 25(OH) D, y 25(OH) D,

24,25(0OH),D, Resulta de la accién de la enzima CYP24A1 sobre la 25(0OH) D

Enlasdltimas décadas se han propuesto diferentes
ensayos que estan disponibles actualmente,
para medir los niveles de VD. Dentro de estos
ensayos se incluyen: radioinmunoensayo,
ensayo competitivo de unién a proteinas
(CPBA), cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), y espectrometria de masas en tindem
acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS)
(27). Las primeras cuantificaciones de 25(OH)
D, se realizaron por medio de la técnica CPBA,
utilizando como aglutinante la proteina de unién
a VD (DBP por sus siglas en inglés de vitamin
D binding protein). La ventaja de este ensayo
esta en que la DBP reconoce tanto la 25(OH)D,
como la 25(OH)D,, pero su principal limitacion
radica en que no los puede discriminar de
los otros metabolitos de la VD, incluyendo la
24,25(0OH),D. Sin embargo, este metabolito, el
cual es més polar, por lo general representa
solo entre el 10-15% de la concentracién total
de 25(OH)D.

En 1985, se desarroll6 un radioinmunoensayo
(RIA) para detectar 25(OH)D. Al igual que la
CPBA, este ensayo reconoce en su medicion

tanto 25(OH)D, como 25(0OH)D,, sin distinguirlos
de la 24,25(0OH),D y otros metabolitos polares.
De esta manera, tanto el CPBA como los ensayos
RIA tipicamente sobreestiman los niveles de
25(0OH)D en aproximadamente un 10-20% (27).
A pesar de estas limitaciones,el ensayo RIA
reporta menores coeficientes de variacion (CV)
intra e interensayo. Simultdneamente, con el
fin de eliminar la interferencia causada por los
diferentes metabolitos de la VD, se empezo6 a
desarrollar la cromatografia preparativa sencilla
para separar la 25(OH)D de los metabolitos mas
polares que interferian en los otros ensayos.
Adicionalmente, a mediados de la década de
1970 se empez6 a utilizar cromatografia liquida
de alta resoluciéon (HPLC), como técnica para
cuantificar los niveles de 25(OH)D. Esta técnica
incluia la extraccion de lipidos del suero, seguido
de cromatografia preparativa y posteriormente,
la fraccion de 25(OH)D era utilizada para llevar
acabo la HPLC. Este método fue considerado el
gold standard, sin embargo, la técnica como tal, es
compleja y no fue acogida por los laboratorios
de referencia para muestras clinicas (28). No
obstante, se propuso usar la cromatografia
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liquida en conjunto con la espectrometria de
masas en tindem (LC-MS/MS), y se logré hacer
una cuantificacion diferenciada entre 25(OH)D,,
25(OH)D, y 1,25(0OH),D (29), aislandolos de los
otros metabolitos.

A partir de las diferentes técnicas y ensayos
propuestos para la cuantificaciéon de VD,
actualmente se aceptan dos tipos de grupos de
técnicas para evaluar el estado de esta vitamina:
1) métodos de inmunoensayo, los cuales

utilizan anticuerpos dirigidos que reconocen
especificamente las formas de la 25(OH)D de
la vitamina D,y D, y 2) métodos de deteccion
fisicos (cromatograficos), los cuales separan la
25(OH)D, y 25(0OH)D,, teniendo en cuenta sus
respectivas propiedades quimicas. Cada grupo
de técnicas tiene sus ventajas y desventajas, sin
que exista hoy un consenso real acerca de la
mejor técnica a utilizar tanto en investigacion
como en la préctica clinica de rutina para hacer
una adecuada cuantificaciéon de VD (Tabla 2).

Tabla 2. Métodos usados para la cuantificacién de vitamina D ..

Inmunoensayo manual

Diasorin*radioinmunoensayo (RIA)
IDSt inmunoensayo enzimatico

IDSt RIA

Inmunoensayo automatizadoi
Diasorin* Liaison Total
IDS$HSYS
Roche§

Métodos de deteccion directa
HPLC
LC-MS/MS

*DiaSorin Ltd., 1st Floor, Richmond House, Oldbury, Bracknell RG12 8TQ, UK.
T Immunodiagnostics Systems Ltd. (IDS Ltd.), 10, Didcot Way, Boldon Business
Park, Boldon, Tyne & Wear NE35 9 PD, UK.

fTodos utilizan un marcador quimioluminiscente

§Roche Diagnostics Limited, Charles Avenue Burgess Hill West, Sussex RH15

9RY, UK.

Inmunoensayos: Los ensayos disponibles bajo
esta metodologia son facilmente automatizados
y proporcionan un tiempo de respuesta corto
con un equipo facil de usar y disponible a
bajo costo. Adicionalmente, diversos Kkits
comerciales se han desarrollado para este tipo
de ensayos y se encuentran disponibles. Estos
kits utilizan anticuerpos que se unen a la 25(OH)
D, produciendo una sefial quimioluminiscente
que permite cuantificar la concentracién del
analito presente en la solucién estudiada.
Estos anticuerpos reconocen, con la misma
afinidad, dos compuestos diferentes, la 25(OH)
D, y 25(OH)D,. Por lo tanto, solo tienen la
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capacidad de medir el total de 25(OH)D. Como
resultado, diferentes compariias se han enfocado
en mejorar la selectividad de esta técnica para
cuantificar independientemente estos dos
metabolitos. Particularmente, la compafia
Roche, recientemente empez6 a comercializar un
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
que funciona con las plataformas ‘Elecsys” y
‘Cobas E’, el cual es especifico para detectar
solamente 25(0OH)D, (30,31).

Métodos fisicos de deteccion: En la actualidad

estan disponibles dos métodos que emplean
deteccion directa de VD, no inmunolégica:
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HPLCy LC-MS/MS. La medicién de metabolitos
de la VD por cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), incorpora una columna de
separacion seguida de un sistema de deteccion,
el cual incluye un rango amplio de opciones.
Es importante aclarar que el término HPLC se
restringe, generalmente, a los procedimientos
que tienen detector UV o electroquimico.
Por el contrario, si el HPLC esta vinculado
a detectores de masas, el procedimiento se
denomina cominmente LC-MS/MS. Antes de
inyectar la muestra en la columna de separacion,
requiere una etapa inicial de purificaciéon. En
esta etapa inicial, las posibles sustancias que
pueden contaminar e interferir en la HPLC y
LC-MS/MS, como los lipidos y las proteinas,
son eliminadas, y el metabolito de interés es
purificado. La técnica de purificacién maés
sencilla es la extraccion liquido/liquido, la
cual usa diferentes disolventes organicos para
realizar la purificacion. Alternativamente,
también se han empleado procedimientos de
rompimiento de las proteinas simples, seguido
de una extracciéon en fase sélida (SPE).

Por otra parte, aunquela extraccién y separacion de
VD por cromatografia conducira inevitablemente
a pérdida del analito, esta pérdida puede
ser corregida mediante la inclusién de un
estandar interno. Este estandar interno debe ser
indistinguible del analito durante el proceso de
extraccion y purificacién, y su eleccion es, en
cierta medida, establecida por el procedimiento
de cuantificacién. Los estdndares internos
deuterados son un buen ejemplo para los
procedimientos que emplean espectrometria
de masas. Estos estdndares deuterados son
ideales debido a que, ademas de ser detectables,
son quimicamente idénticos al metabolito
estudiado. A su vez, el uso de estos estandares
permite que los efectos relacionados, no solo
con el proceso de extraccién y purificacién sino
también con la matriz en la que se encuentran
las muestras, puedan ser compensados. Por
el contrario, cuando se utilizan otros tipos de
sistemas de deteccidn, tales como absorcidon de
luz y propiedades electroquimicas, generalmente

se selecciona un estdndar interno que tiene
propiedades quimicas similares a las del analito,
y no esta presente en las muestras bioldgicas.
Por consiguiente, la cuantificacién con HPLC es
menos precisa que la que se realiza con LC-MS/
MS. A pesar de esta limitacién, ambos métodos
cromatogréficos permiten cuantificar tanto la
25(OH)D, como la 25(OH)D, con alta precision,
en comparacién con los inmunoensayos. Sin
embargo, estas metodologias son mas complejas,
con tiempos de respuestas méas largos, y requieren
personal altamente calificado para el manejo de
equipos cuyo costo es mayor, por lo tanto, son
menos populares que los inmunoensayos (30,
31) (Tabla 2).

Dada la variedad de metodologias disponibles
para la mediciéon de 25(OH)D, la eleccién
del mejor método, es un reto, especialmente
teniendo en cuenta que en los dltimos afos
se ha incrementado la necesidad de esta
medicidn, tanto en la asistencia médica como
en investigacion. Varios autores contintian
recomendando los inmunoensayos que se
ejecutan en plataformas automatizadas como la
técnica de preferencia, dado la comodidad y alto
rendimiento de la prueba, en especial cuando se
requiere analizar conregularidad un gran namero
de muestras. Mientras estos autores sugieren que
la cuantificacion de 25(OH)D por inmunoensayo
sigue siendo el método de eleccién por razones
de conveniencia, velocidad y costo (12), otros
autores argumentan que estos ensayos, si bien
sencillos y de alto rendimiento, han sacrificado
el rigor analitico de la cuantificacién y, por lo
tanto, s6lo proporcionan datos para indicar
el estado relativo de vitamina D en términos
semicuantitativos (25, 32).

En contraste, los ensayos para cuantificar
VD por medio de LC-MS/MS, emplean una
separacion cromatogréfica (LC) para aislar la
25(OH)D, y 25(OH)D, y, un sistema para detectar
y cuantificar estos compuestos especificos
de manera individual (MS/MS). Esto es
particularmente relevante, si se tiene en cuenta
que existen diferencias en la actividad biolégica
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y la toxicidad de las vitaminas D, y D,. La
absorcion intestinal de la vitamina D, es menor
que la de la vitamina D,. El aclaramiento de
25(OH)D, de la circulaciéon es mas rapido que
el de 25(OH)D,, lo que cual puede ser dado por
la menor afinidad de 25(OH)D, a la proteina
de unién a la VD. Asimismo, existen algunas
diferencias en el metabolismo de estas dos formas
de vitamina D; de este modo, la concentracion
sérica de 25(OH)D, no puede ser equiparable a la
de 25(OH)D,. Hay pocas fuentes de vitamina D,
en la dieta, la cual se encuentra principalmente
en los hongos silvestres, mientras que la
vitamina D, es la forma usada principalmente en
suplementos y alimentos fortificados y ademas,
es la forma predominante que surge de la sintesis
cutdnea. La medicién de 25(OH)D, podria ser
importante a nivel individual, particularmente
en investigacion, en especial en ensayos clinicos
donde la intervencion sea la suplementacion
con vitamina D,. Si un paciente esta recibiendo
altas dosis de ergocalciferol, la cuantificacion
de 25(OH)D,, potencialmente puede revelar el
grado de adherencia del paciente al tratamiento.
Adicionalmente, esta metodologia tiene mayor
sensibilidad, exactitud y precision (31).

Por otra parte, la cuantificacion por medio de
LC-MS/MS, ademas de permitir cuantificar
de manera independiente 25(OH)D, y 25(OH)
D,, también podria permitir identificar con alta
especificidad y cuantificar, 3-epi-25(OH) D,
y 1,25(0OH),D, (33-36). Por consiguiente, este
método es considerado hoy el recomendado
para la medicién del estado de VD, tanto en
investigaciones como en la asistencia clinica;
y los expertos recomiendan que debe llevarse
a cabo en un laboratorio con experiencia
adecuada, competente y con historia registrada
de buen rendimiento (31).

Valores de referencia

El estado de la VD se mide tradicionalmente
por medio de la concentracién sérica de
25-hidroxivitaminaD [25(OH)D], la forma
principalmente circulante de VD. Sin embargo,
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existe controversia sobre los niveles de 25(OH)
D y su asociacién con el estado 6ptimo de VD
(37). El Instituto de Medicina de Estados Unidos
considera que una concentracién por encima
de 20 ng/mLde 25(OH)D(50 nmol/L), incluso
en condiciones de minima exposicién al sol,
representa un estado 6ptimo de vitamina D en
la poblacién general. Ademads, niveles mas altos
no han mostrado, de forma consistente, conferir
mayores beneficios, desafiando el concepto
de que “mas es mejor”. Particularmente,
concentraciones séricas de 25(OH)D por encima
de 30 ng/mL (75 nmol/L), no se han asociado
con un mayor beneficio y se han identificado
riesgos para algunos resultados en los niveles de
25(OH)D, por encima de 50 ng/mL (125nmol /L)
(38). Adicionalmente, la Endocrine Society
considera que una concentracion por encima de
30 ng/mL es mas apropiada para los pacientes
con trastornos 6seos, renales o digestivos (38).
Igualmente, el Instituto de Medicina de Estados
Unidos y la Endocrine Society concuerdan en que
una concentraciéon <10-12 ng/mL de 25(OH)
D (25-30 nmol/L), refleja deficiencia severa
de VD asociada con un riesgo de raquitismo,
osteomalacia o dolor difuso.

Sobre esta base, un reciente estudio estimoé la
prevalencia de deficiencia de VD, utilizando
datos normalizados de la concentracién de
25(OH)D en suero, encontrando que la deficiencia
de VD se extiende por toda Europa en tasas de
prevalencia que cumplen con los criterios de
una pandemia (39), la cual se entiende como,
“una epidemia que ocurre en todo el mundo,
0 en un drea muy amplia, que cruza fronteras
internacionales y por lo general afecta a un gran
ndmero de personas” (40). Adicionalmente, una
revision reciente de la literatura, que incluye
estudios de poblaciones en el mundo, (Europa,
Oriente Medio, Africa, Asia, Oceania, América del
Norte y Sudamérica), evidencia que la deficiencia
de VD tiene una alta prevalencia en el mundo
entero, especialmente en el Medio Oriente y Asia
(niveles de 25(0OH) D inferiores a 25 nmol/L). En
esta revisidn, se toma como valor de referencia
concentraciones séricas de 25(OH)D superiores
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a 20 ng/mL, como nivel de suficiencia de VD.
Especificamente, la deficiencia de VD fue mas
comun en los grupos de riesgo especificos, tales
como, mujeres embarazadas y sus recién nacidos,
siendo atn mayor en mujeres afro-americanas
y sus neonatos. También se encontraron niveles
bajos de VD en nifios, en especial con obesidad.
Enlos adultos se encontré una mayor prevalencia
en personas mayores, especialmente en aquellas
que viven en hogares para personas de edad
avanzada. En inmigrantes no occidentales que
emigran a los paises en latitudes mas altas con
radiacion UV-B limitada, se encontré un alto
riesgo de deficiencia de VD. En los Estados
Unidos se encontraron diferencias significativas
entre grupos étnicos, blancos no hispanos e
hispanos y afro-descendientes. Los factores de
riesgo mads relevantes para la deficiencia de VD,
encontrados en esta revision, incluyen la escasa
exposicion solar, pigmentacion de la piel, el uso
de protector solar, extensién de piel cubierta por
la ropa y una dieta baja en pescado y productos
lacteos (37).

Asimismo, una revisioén sistematica publicada
posteriormente sobre el estado de la vitamina
D en la poblacién, basada en la evaluacién de
la mediana o media de los valores de 25(OH)D,
mostré un alto grado de variabilidad entre los
estudios, los paises y las regiones analizadas.
En esta revisién no se encontraron diferencias
significativas por edad o por sexo en los valores
de 25(OH)D, pero si se observaron diferencias
por region, con los valores significativamente
mayores en Norteamérica que en Europa o el
Medio Oriente/regi6n de Africa. En contraste
con la revisidon anteriormente mencionada,
el presente estudio no encontré diferencias
significativas en los valores de 25(OH)D para
los nifios/adolescentes, adultos y ancianos.
Sin embargo, en los analisis estratificados por
regién geografica, se observaron diferencias
importantes relacionadas con la edad de nifios/
adolescentes para la region de Asia/Pacifico,
quienes tenian valores mas bajos de 25(0OH)D
que los grupos de mayor edad. De igual forma,
al analizar los datos por region, se encontr6 que

las mujeres tienden a tener valores mas bajos de
25(0OH)D, especialmente en el Oriente Medio/
Africa y Asia/Pacifico. La media de los valores
mas altos de 25(OH)D se observaron en general
en América del Norte, un hallazgo que podria
ser explicado por la fortificacion de rutina de
varios alimentos (por ejemplo, leche, zumos de
frutas y cereales) en los Estados Unidos. Esta
revision sistemaética reafirma el hallazgo de
valores significativamente mas bajos de 25(OH)
D, en adultos mayores institucionalizados
comparados con los adultos mayores que viven
en comunidad (41).

El patréon comudn de las diferentes revisiones
sobre el estado de la VD poblacionalmente, es
la alta heterogeneidad de los informes, lo cual
dificulta su comparabilidad. Por lo tanto, se hace
necesario continuar investigando sobre patrones
internacionales que permitan establecer a
nivel poblacional y dentro de los subgrupos
poblacionales claves, la deficiencia de VD, con
el fin de establecer politicas de salud ptublica
pertinentes para fomentar un adecuado estado
nutricional de vitamina D, prevenir los estados
de deficiencia y controlar las consecuencias que
tiene para la salud, un estado inadecuado de VD.

De la investigacion a la practica clinica

La VD ha ganado mucha atencién en la
investigacién y la practica clinica como un
posible factor preventivo para una amplia
gama de enfermedades crénicas, como la
diabetes mellitus tipo 2, algunos tipos de céncer,
cardiovasculares, autoinmunes, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica y la pre-eclampsia.
La VD tiene efectos, bien conocidos, en el
metabolismo del calcio y esté tradicionalmente
vinculada a la prevenciéon del raquitismo en
los nifios. También esta claro que la deficiencia
de VD causa la pérdida 6sea a través de
hiperparatiroidismo secundario (42). En la
altima década, varios estudios observacionales
han mostrado asociaciones entre 25(OH)D,, la
principal forma circulante de VD y el riesgo de
enfermedades crénicas (43). Esto ha conducido
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a un incremento notable no solo en la medicion
de 25(OH)D, para determinar el estado de
VD, sino también a la ingesta de suplementos
de VD, frecuentemente con dosis diarias por
encima de los valores de referencia y del limite
superior tolerable (UL), a pesar de la evidencia
de un efecto limitado (13, 44, 45) y los efectos
perjudiciales para la salud que pueden tener
cantidades que sobrepasen este limite de
toxicidad. De acuerdo con las Dietary References
Intakes (DRIs)(46), 4.000 UI es el nivel méximo
de seguridad de ingesta diaria de vitamina D.
Sin embargo, dosis de hasta 10.000 UI no han
demostrado causar toxicidad en individuos
sanos (47). Aunque la toxicidad por vitamina
D es una situacion muy extrafia, el aumento
en el uso de los suplementos puede conducir
a un aumento de estos casos. Algunos estudios
han demostrado causar toxicidad en los seres
humanos con una ingesta diaria que oscil6 entre
40.000-100.000 UI equivalente a 1.000-2.500
microgramos (48,49).

Con base en la evidencia publicada, se
puede concluir que los suplementos de VD
en combinacién con el consumo de calcio,
disminuyen laincidencia de fracturas en personas
de edad avanzada (50). Sin embargo, parece no
existir suficiente evidencia que apoye el uso de
VD en la prevencién de enfermedades crénicas,
aunque haya una alta plausibilidad biolégica
(51). Un reciente meta-andlisis de un consorcio
de ocho estudios prospectivos de cohortes,
conducidos en diferentes paises europeos y
Estados Unidos, evalué la asociacién prondstica
entre las concentraciones séricas de 25(OH)D
con mortalidad por causa cardiovascular y por
cancer, con especial atencién a diferencias de
potencial entre los paises, sexos, grupos de edad,
y la estacion en la cual se midi6 el estado de
VD. El analisis concluy6 que la suplementacién
con VD en un promedio de 4,4 afios, logré una
discreta disminucién en la mortalidad por
cualquier causa cardiovascular o por cancer en
individuos con antecedentes de cancer, de 11,4%
a11% (RR 0,94 IC del 95%: 0,91 a 0,98). Estas
asociaciones fueron consistentes a través de los
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paises, sexos, grupos de edad, y las estaciones
en las cuales se tom¢ la muestra de sangre,
aunque los valores de corte para los cuartiles
de 25(OH)D variaron entre los analisis. No
obstante, estos resultados no se consideran lo
suficientemente robustos como para recomendar
la suplementacion generalizada de VD (52).

CONCLUSION Y
RECOMENDACIONES

El perfil metabdlico de la vitamina D es una
herramienta prometedora a usar en estudios de
asociacion entre los niveles de ésta y la aparicion
y desarrollo de diferentes enfermedades.
Actualmente, diversas metodologias estan
disponibles para la cuantificaciéon de vitamina
D, siendo el RIA el procedimiento de preferencia
por su facil automatizacion y bajo costo. Sin
embargo, esta técnica no es especifica para
distinguir los diferentes metabolitos, y no es
flexible para cuantificarlos simultdneamente.
Por el contrario, la LC-MS/MS permite la
medicién integra de diferentes biomarcadores
de vitamina D, incluyendo la 25(OH) D,,
25(OH) D,, 1,25(0CH), D,, y 1,25(0OH), D,, con
la limitante de ser una técnica especializada,
compleja, y que requiere personal calificado
para el manejo del equipo. Los metabolitos que
ha sido posible diferenciar, gracias al uso de
LC-MS/MS, se han convertido en un factor de
diagnostico importante para evaluar el estado
poblacional de la VD . No obstante, existe una
alta heterogeneidad entre los diferentes estudios
publicados a causa de la no concordancia
ocasionada, no solo por las técnicas usadas
para la mediciéon de vitamina D, sino también
por los biomarcadores analizados. Por lo tanto,
es necesario establecer la técnica de LC-MS/
MS como método universal y de preferencia de
cuantificacién de VD, con el fin de llegar a un
consenso sobre los metabolitos de VD a usar,
que representen mejor el estado nutricional
de esta vitamina, y asi, establecer asociaciones
de la deficiencia de VD con la presencia de
enfermedades y su impacto poblacional.
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