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Comparacion de los metodos de HPLC y PB en la
cuantificacion de 25OHD

Se compara por la tecnica de cromato
grafia liquida de alta presion (HPLC) y
por la de competicion proteica (PB), la
cuantificacion del 25OHD, metabolite de
la vitamina D. Se han analizado dos gru-
pos bien diferenciados: recien nacidos y
adultos osteoporoticos. Asimismo se ha
estudiado la reproductibilidad a partir de
la cuantificacion de una monomuestra en
10 ensayos diferentes y de dos ninos con
sobredosificacion de vitamina D.

Previamente a la cuantificacion se ha
efectuado una extraccion y purificacion
mediante elucion a traves de Sep-Pak C-
18 (5). El analisis por HPLC se ha reali-
zado midiendo la absorbancia a 254 nm
en la cromatografia de fase reversa en
C-18 con metanol: agua (85:15) y flujo de
elucion 0,7 ml/min. Para la cuantificacion
por PB se ha empleado la reaccion de
competicion cromatografica correspon-
diente al 25OHD, mediante la reaccion
de competicion descrita por TRABA et al.
(6). Se han seguido volumenes de elucion
y porcentajes de recuperacion mediante la
acficion de 25OHD marcado isotopica-
mente.

Los resultados obtenidos con ambos
metodos son homogeneos (tabla I), mien-
tras la concentracion a detectar sea relati-
vamente alta, no inferior a los limites de
sensibilidad de la cuantificacion por
HPLC (4 ng absolutos inyectados). Asi,
en el grupo de recien nacidos en epoca
estival (2), y en la prueba interensayo, las
medias obtenidas por cada metodo son
muy similares, debido a que en la mayo-
ria de los casos pudieron ser cuantificados 

tanto por HPLC como por PB. Los coe-
ficientes de correlacion entre los dos me
todos descritos fueron buenos (r = 0,94).
Se ha observado ademas que en casos con
25OHD elevado, en la cromatografia
eluye acompanado de otra sustancia que
interfere en su cuantificacion por HPLC,
dando valores superiores a los obtenidos
mediante PB (sueros en casos de sobredo
sificacion de vitamina D), dato concor-
dante con resultados ya descritos (4).

En los grupos de preterminos y de
recien nacidos en epoca de inviemo, en
que existen concentraciones mas bajas
que en el grupo anterior (1), la determi-
nacion por HPLC resulto problematica,
ya que las cantidades encontradas estaban
por debajo en los limites de sensibilidad
del metodo. Ademas en recien nacidos y
sobre todo en los preterminos, en ningun
caso la cantidad de suero supero 1 ml
(0,5-1 ml). Por competicion proteica se
procesaron y cuantificaron absolutamente
todos los casos.

En el grupo de los osteoporoticos,
donde se encuentran tambien concentra
ciones bajas de 25OHD (3), de los 16
casos analizados, solo 5 quedaron sin
cuantificar por HPLC, debido a que al
tratarse de personas adultas el volumen de
sangre extraido en todos los casos rindio
mas de 1 ml de suero, partiendo por tanto
de cantidades absolutas de 25OHD supe
riores.

Para la prueba interensayo se escogio
un volumen de muestra cuya concentra
cion estaba dentro de los limites de sensi
bilidad del HPLC, pero no tan alta como
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NS = no significativo.

Table I. Ftelacidn entre las concentraciones sdricas (ng/ml + SD) de 25OHD medidas mediante HPLC
y PB.

Grupo HPLC PB P r

Recidn nacido Inviemo (n = 10) 3,9 ± 5,7 8,7 ± 3,4 <0,05 0,65 (p < 0,01)

Recidn nacido Verano (n = 15) 12,8 ± 11,3 12,5 ±6,1 NS 0,94 (p<0,01)

Pret6rminos (n = 8) 3,6 ± 4,1 9,5 ± 2,2 <0,01 0,19 (NS)

Osteopordticos (n - 16) 4,9 ± 5.2 6,9 ± 4,4 NS 0,66 (p < 0,005)

Interensayo (n = 10) 18,1 ± 2,3 17,6 ± 1,7 NS 0,94 (p < 0,005)

Sobredosificacidn (n = 2) 22,7 13,8 — —
60,0 45,0 — —

para provocar solapamientos de picos en
el cromatograma. Comparand© los dos
metodos la diferencia entre las medias no
fue significativa; sin embargo, al hallar el
error cometido se revela como de mayor
fiabilidad el metodo de competicion pro-
teica, 12% frente al 9% (p < 0,005)
resp ectivamente.

El metodo HPLC es mas corto, menos
laborioso y de menor coste econdmico,
aunque la cromatografia se ha de realizar
con una £ase movil y flujo de elucion tales
que permitan aislar totalmente el pico de
25OHD, con lo que los tiempos de reten-
cion a que eluye se alargan, en este caso
fueron del orden de 20 min.

El metodo de HPLC se revela, por
tanto, apto para detectar un raquitismo,
sobredosificacion o conocer el estado nu-
tricional de vitamina D, una vez estable-
cidos los valores normales para el labora
torio, aunque no es aconsejable su utiliza-
cion analmca con fines de invcstigacidn,
siendo en este caso necesario recurrir a su
combinacidn como metodo de purifica-
cidn con la competicion protefca.
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