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A precise specific method for measuring 25-hydroxycholecalciferoI (25-OH CC) in 2 ml of
human serum is described. It includes extraction with acetonitrile, separation with Sep-Pak
C-18 cartridges, purification through HPLC and a further quantitation by means of a protein
binding assay. An exhaustive study of this protein-binding method has been performed.

The sensitivity of the protein-binding assay is 20 pg/tube and the inter and intra-assay
coefficients of variation are 9.6 % and 8.7 % respectively. The precision of the overall process
has been assessed by calculating the inter and intra-assay coefficients of variation, 15.5 and
10.4 % respectively. Mean serum value of 25-OH CC in normal subjects (18-50 years old, during
spring) is 11.2 ± 5.5 ng/ml.

Key words: 25-Hydroxycholecalciferol, Sep-Pak C18, Liquid chromatography, Proteic
competition.

En la ultima decada se ha puesto de
manifiesto que la vitamina D es uno de
los factores responsables, junto con la
hormona paratiroidea y la calcitonina,
del mantenimiento homeostatico del cal
cic (1).

Al hablar de vitamina D no podemos
referimos a un unico compuesto, sino a
toda una familia que tiene caracter vita-
minico, siendo el ergocalciferol o vita
mina D, y el colecalciferol o vitamina D3
los mas importantes (9).

El aporte de vitamina D al organismo se
realiza a traves de la dieta (15) y por ac- 

cion de la luz ultravioleta sobre la piel,
convirtiendo el 7-dehidrocolesterol en
pro-vitamina D3 que por accion termica
se transforma en vitamina D3. La vita
mina D3, de origen endogeno o exogeno,
se almacena fundamentalmente en los de-
positos grasos del organismo, desde los
cuales pasa al hfgado por requerimien-
tos fisiologicos, experimentando en di-
cho organo la pnmera hidroxilacion, en
posicion 25, dando origen al 25-
hidroxicolecalciferol (25-OH CC). Este
metabolite es de 2 a 5 veces mas active
que la vitamina D* y es el que se encuen- 
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tra en mayor concentration en sangre (9).
Los niveles sericos de 25-OH CC refle-

jan el estado nutritional del individuo y su
determination resulta de gran utilidad en
el control terapeutico de sujetos tratados
con vitamina D, en el conocimiento de la
etiologi'a de la hipercalcemia, en el estu
dio de enfermedades oseas que cursan
con osteomalacia, en la cirrosis hepatica
y en individuos tratados con anticonvulsi-
vantes (15),

En este trabajo presentamos una tec-
nica de determination de los niveles seri
cos de 25-OH CC. El metabolite se extrae
con acetonitrilo y se purifica a traves de
cartuchos de Sep-Pak C-18, cromatogra-
fia liquida de alta resolution (fase normal
y reversa) y se cuantifica por competition
proteica, utilizando como protema liga-
dora suero humano procedente de sujetos
normales u osteomalacidos, realizandose
un detallado estudio del metodo de com
petition proteica.

Material y metodos

Aparatos. Sistema de cromatografia li-
quida de alta resolution (HPLC) Waters
equipado con: bomba M-6000A, inyector
universal U6K, modulo de compresion
radial RCM-100, detector UV M-440 de
longitud de onda fija (254 nm) y
registrador-integrador M-730. Contador
de radiacion modelo Searle Marek III
6880. Sonicador Bransonic 32.

'Columnas cromatograficas. Columnas
Waters de fase normal Radial Pak A (sili-
cagel 10/i). Columnas Waters de fase re
versa Radial Pak (C-18, l()/z). Cartuchos
Sep-Pak C-18 (Waters).

Disolrentes. Todos Jos disolventes uti-
lizados son de grado analitico (Merck,
Ferosa). Para la purification de las mues-
tras por Sep-Pak C-18 y HPLC los disol
ventes fueron destilados antes de su uso,
excepto el agua, que fue bidestilada. Los 

utilizados para HPLC fueron sonicados
durante media hora antes de su uso.

Metabolites. La pureza qufmica del 25-
OH CC, cedido por los laboratorios Upj-
hon y Roussel, se comprobo por cromato
grafia en placa fina en silica gel
(Merck) con hexano:acetato de etilo 6:4
como eluyente (5) y por HPLC con co-
lumna de silica gel con hexano:etanol
95:5 como eluyente, a un flujo de 1 ml/min
o con columna de C-18 con metanokagua
90:10 a un flujo de 1,5 ml/min.

El 25-OH CC estandar se disolvio en
metanol hasta dar una disolucion 0,005 %
(p/v) (disolucion A) que se guardo en ali-
cuotas hasta el momento de su uso. La
concentration se comprobo mediante es-
pectrofotometria de absorcion utilizando
un coeficiente de extincion de 18.300 a
265 nm (5).

Veinticinco p.Ci de 25-hidroxi (26[27J-
metil-3H)-colecalciferol GH-25-OH CC)
(Radiochemical Center, Amersham, acti-
vidad especifica de 9 Ci/mmol) conteni-
dos en 0,5 ml de una disolucion de tolue-
no:etanol 1:1 se secaron bajo corriente de
nitrogeno y se redisolvieron en 50 ml de
metanol para dar una concentration final
de 0,5 /z.Ci/ml (disolucion B). La disolu
cion se fracciono en alicuotas que se
almacenaron a 4° C hasta el momento de
su uso.

Protema ligadora. Como proteina liga-
dora se utiliza suero humano, procedente
de individuos normales u osteomalaci-
cos, diluido 1/40 en tampon de veronal
sodico 0,05 M, pH 8,4 (disolucion C) y se
almacena en alicuotas a -20° C.

Suspension carbon-dextrano. Como
medio de separation de las fracciones li-
gada y libre de 25-OH CC se utiliza una
suspension que contiene 1,25 g de carbon
y 0,125 g de dextrano T 70 en 100 ml de
tampon verona sodico (0,05 M, pH 8,4),
que se mantiene en agitation constante
media hora antes de su uso.
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Liquido de centelleo. Se utiliza una so
lution compuesta por 8 g de PPO, 0,2 g de
POPOP, 360 ml de Triton X-100 y 900 ml
de tolueno.

Muestras de suero. Las muestras de
sangre para determinar el 25-OH CC se
extraen al sujeto en ayunas, entre las 8 y
10 de la manana, y el suero se almacena a
-20° C hasta el momento del ensayo.

METODO EXPERIMENTAL

Extraction. A 2 ml de acetonitrilo se le
anaden 2 ml de suero que contienen 4.000
dpm de 3H-25-OH CC como marcador
para calcular la recuperation. Tras agitar
la mezcla se mantiene en reposo a 4° C
durante 30 min. Despues se centrifuga a
2.500 rpm a 4° C, durante 15 min, el so-
brenadante se utiliza para la etapa de pu
rification posterior.

Purification con Sep-Pak C-18. Se
adapta un cartucho de Sep-Pak C-18 a una
jeringa de vidrio y se acondiciona con 10
ml de una disolucion de metanokagua
50:50. El sobrenadante procedente de la
extraction con acetonitrilo se pasa a tra-
ves del Sep-Pak C-18 desechandose el
eluido. Se lava el cartucho con 3 ml de
metanokagua 70:30 que tambien se dese
chan. El 25-OH CC, junto con otros meta
bolites de la vitamina D, es eluido con 3
ml de acetonitrilo. La muestra asi obte-
nida se seca bajo corriente de nitrogeno
(N2) en baho de agua a temperature no
superior a de 40° C.

Purification por HPLC. El extracto
seco procedente de la purification por
Sep-Pak C-18 se resuspende en 300 pl de
una disolucion de hexano:etanol 95:5 y se
inyecta en el cromatografo equipado con
una columna de silica gel. Se eluye con
hexano:etanol 95:5 a un fiujo de I ml/min;
la fraction que contiene el 25-OH CC se
colecta y se seca bajo corriente de N2.

El extracto seco procedente de la puri
fication por silica gel se resuspende en
500 pl de metanokagua 90:10 que se
inyectan en el cromatografo, eluyendose
a traves de una columna de C-18 con
el mismo disolvente, a un fiujo de 1,5
ml/ min. La fraction que contiene el
25-OH CC se seca en corriente de N2 y se
resuspende en 500 pl de metanol. Para
calcular la recuperation se utilizan 200 pl
y el resto, a diluciones adecuadas, se uti
liza en el ensayo de competition proteica.
Los tiempos de retention del 25-OH CC,
tanto en fase normal como en fase re-
versa, se calibran antes del ensayo debido
a pequeiias variaciones en las condicio-
nes de la columna o del disolvente.

Determination del 25-OH CC por com
petition proteica. La curva patron se
construye para cantidades de 25-OH CC
comprendidas entre 0,005 y 2,5 ng/tubo.
Para ello se hace una serie de diluciones
a 1/2 con metanol a partir de la disolu-
cion A.

La mezcla de incubation contiene
100 pl de la disolucion patron corres-
pbndiente, 400 pl de una disolucion de
3H-25-OH CC (preparada anadiendo a 72
ml de tampon veronal sodico 0,05 M, pH
8,4, 1 ml de la disolucion B) y 500 pl de
una disolucion de proteina ligadora. La
dilution de la proteina ligadora debe ser
tai, que sea capaz de unir el 50 % del
3H-25-OH CC en ausencia de 25-OH CC.
Es conveniente calcular la dilution ade-
cuada antes de cada ensayo, pues la pre
paration de proteina ligadora (disolucion
C) pierde actividad muy rapidamente
(aproximadamente es estable durante
1 mes).

La mezcla de incubation se prepare en
tube de vidrio Pyrex (10 x 60 mm) en el
que las perdidas por adhesion a las para
des son menores que en otros materiales
(18). Se agitan los tubos y la mezcla
se somete a incubation durante 90 min a
4° C. Transcurrido este tiempo se anaden
200 pl de la suspension de carbon- 
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dextrano, se agita y despues de 15 min de
reposo se centrifuga a 2.500 rpm, a 4° C,
durante 15 min. Novecientos /x! del so-
brenadante (fraccion ligada) se transfie-
ren a viales anadiendose a continuacion
10 ml de Ifquido de centelleo. Se agita y se
procede al contaje de la radiactividad en
un contador

Cuentas initiates (I). Se calculan a par-
tir de una mezcla de incubacion que con-
tiene 100 p.1 de metanol, 400 /zl de la diso
lucion de 3H-25-OH CC y 500 /xl de la
disolucion de proteina ligadora. Despues
del periodo de incubacion se anaden 200
p,l de tampon veronal sodico en lugar de la
suspension de carbon-dextrano.

Union no especifica (D). Se calcula a
partir de una mezcla de incubacion en que
se ha sustituido la proteina ligadora por
500 p\ de tampon veronal sodico.

Fraccion ligada initial (Bo). Es la
fraccion de 3H-25-OH CC que se une
a la proteina ligadora en ausencia de
25-OH CC. Se calcula a partir de una
mezcla de incubacion a la que se han ana-
dido 100 pl de metanol en lugar de los
100 /Ltl de la disolucion patron.

Problemas. En la mezcla de incuba-
cion de las muestras problema se sustitu-
yen los HX) pl de disolucion patron de
25-OH CC por 100 pl de una disolucion en
metanol del extracto serico obtenido des
pues de la etapa de purificacion por
HPLC en fase re versa.

Calculus. La curva patron se construye
representando graficamente el porcentaje
de union [%B = (dpm sobr./I - D I I) x
I(X)] en ordenadas, frente a la cantidad de
25-OH-CC patron (ng/tubo). Para cono-
cer la cantidad de 25-OH CC presente en
los tubes problema se interpola su %B en
la curva patron. Para calcular la concen
tration real debe tenerse en cuenta la re

cuperation del proceso de extraccion y
purificacion para cada muestra.

Resultados

La recuperacion obtenida en el proceso
de extraccion con acetonitrilo y posterior
purificacion por Sep-Pak C-18 y HPLC
(fase normal + fase reversa) ha sido del 58
± 11,3 % en 20 determinaciones. La fi
gure. 1 muestra el perfil cromatografico
obtenido por HPLC en un suero pro
blema, tras el paso por la columna de fase
normal (a) y fase reversa (b), respec-
tivamente.

El metodo de competicion proteica
esta basado en el de MORRIS y PEACOCK
(14). Se estudian varios parametros impli-
cados en el mismo, realizando diversas
modificaciones. Se utiliza tampon vero
nal sodico en lugar de tampon de fosfatos,
por encontrar una menor adherencia del
metabolito al vidrio (18). Se estudia la
influencia del pH en el medio de incuba
cion (fig. 2), observando que el pH 6p-
timo se encuentra comprendido entre 8,4
y 8,8. El pH influye significativamente
sobre el porcentaje de union a bajas con-
centraciones de 25-OH CC, mientras que

Fig. 1. Perfiles cromatograficos obtenidos por
HPL C de sueros problema.

(a) Fase normal: hexano/etanol 95:5, flujo: I ml/
min. Sensibilidad 0,01 AUFS. (b) Fase reversa:
metanol/agua 90:10. flujo: 1,5 ml/min. Sensibilidad

0.005 AUFS.

b
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Fig. 2. Efecto del pH sobre el porcentaje de unidn
de diferentes concentraciones de 25-OH CC a la

. proteina ligadora.

no parece ser tan decisivo para concen
traciones altas. Tambien se estudia la in-
fluencia de la concentration de carbon en
la suspension de carbon-dextrano. Se han
realizado curvas patron variando la con
centration de carbon (0,312, 0,625, 1,250
y 5,0 g %) y dejando fija la concentration
de dextrano (0,125 g %), encontrando
que la concentration de carbon mas ade-
cuadaes 1,25 g %.

Se realizan 6 curvas patron a diferentes
tiempos de incubation, encontrandose
que desde los 60 hasta los 150 min no se
obtienen diferencias significativas en el
porcentaje de union y tras la adicion de la
suspension carbon-dextrano no hay va
riation de la curva patron entre los 15 y 30
min. Por otra parte, se observa que du
rante 30 min despues de la centrifugation,
no hay variaciones en las cantidades rela-
tivas de las fracciones ligada y libre.

El coeficiente de variabilidad (C. V.) in-
traanalisis del metodo de competition
proteica para un mismo problema fue del
8,7 %(n=8). ELC.V. interanalisis para el
mismo problema fue del 9,6% (n = 10). In 

sensibilidad del ensayo es de 20 pg/tubo
calculada por el metodo de las dos desvia-
ciones estandar del punto cero (Bo). Se
estudia tambien la posible interferencia
de otros metabolites 24,25-(OH)2CC (fi-
gura 3). El 50 % de desplazamiento del
3H-25-OH CC se consigue con concentra
ciones de 25-OH CC similares a las del
24,25-(OH)2 CC. No se encuentra reac
tion cruzada con el colecalciferol.

Con objeto de estudiar si el 25-OH CC
serico y el patron tienen el mismo com-
portamiento frente a la proteina ligadora,
a extractos sericos procedentes tanto de
sujetos controles como de pacientes into-
xicados con vitamina D. Se les hicieron
diluciones seriadas encontrando un total
paralelismo entre la curva patron y el ex-
tracto. En la figura 4 se representan las
diluciones seriadas de un suero proce-
dente de un paciente intoxicado con vita
mina D.

Para estudiar la recuperation del me
todo de competition proteica se adicio-
nan inmediatamente antes de realizar el
ensayo de competition proteica, diferen
tes cantidades de 25-OH CC (0,08,0,313 y
1,2 ng/tubo) a un extracto serico de con
centration conocida, perteneciente a un
suero normal, encontrando recuperacio-

Fig. 3. Curvas patron obtenidas con diferentesme-
tabolitos (• 25-OH CC, ■ 24.25-(OH). CC. ▲

colecalciferol) frente a la misma proteina ligadora.
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' 3216 § 4 2 cffiucion
extracto

Fig. 4. Similitudentre el comportamiento de distin-
tas diluciones de un extracto sSrico y de diferentes
concentraciones de 25-0H CO (curvapatrdn), frente

a la protelna ligadora.

nes de 96,5, 84,9 y 59,8 % respectiva-
mente.

La recuperacion total del metodo
de determinacion del 25-OH CC en sue-
ro se calcula adicionando 12,5 ng/ml
de 25-OH CC a un suero normal con
una concentration de 12,8 ng/ml de
25-OH CC y sometiendolo al proceso de
extraction con acetonitrilo, purificacion
per Sep-Pak C-18 y H PLC en fase normal
y reversa y ensayo por competicion pro
teica. Sobre un valor teorico esperado de
25,3 ng/ml (12,8 + 12,5) se obtuvo en 6
determmaciones un valor medio de 21,6
± 2,25 ng/ml, es decir, una recuperacion
del 85,2 %.

La precision del proceso total (extrac
tion, purificacion y determinacion por
competicion proteica) se estudia calcu-
lando el C.V. intra e interanalisis siendo 

de 10,4 y 15,5 %, respectivamente, en 6
determinaciones.

Los valores normales de 25-OH CC en
suero, porelmetododescrito, sonde 11,2
± 5,5 ng/ml en 16 sujetos controles de
edades comprendidas entre los 18 y 50
anos, durante los meses de primavera.

Discusion

Los metodos quimicos y biologicos
descritos en la literature (8, 16, 19) no son
utiles paradeterminar el 25-OH CC serico
por su baja sensibilidad. La aparicion de
los metodos de competicion proteica de
gran sensibilidad, permite la cuantifica-
cion de dicho metabolito. Estos metodos
utilizan protemas ligadoras de diversos
origenes (4, 6, 12-14) que dan reaction
cruzada con otros metabolites de la vita-
mina D, por lo que se requiere un cuida-
doso proceso de extraction (2-4, 6,7, 12-
14) y purificacion (2, 3, 7, 12, 13) del
25-OH CC antes del ensayo.

Trabajos previos (20) han demostrado
que la extraction con acetonitrilo con
duce a una mayor recuperacion total que
la obtenida con metanol (4), por eliminar
una etapa de secado en la que seria pre
cis© la utilization del rotavapor por el
gran volumen de disolvente empleado.

Se ha elegido la purificacion por Sep-
Pak C-18 frente al Sep-Pak silica y Sepha
dex LH-20, en base a su rapidez, econo-
mia y por la obtencion de mejores perfiles
cromatograficos, ya que se elimina gran
parte de contaminantes que absorben a
254 nm (20).

Se ha utilizado una doble purificacion
por cromatografia liquida de alta resolu
tion (fase normal + fase reversa) para
aislar el 25-OH CC presente en el suero,
eon el fin de evitar las reacciones cruza-
das de la proteiha ligadora con otros me
tabolites de la vitamina D.

Por otra parte, se ha realizado un estu
dio critico del metodo de determinacion
del 25-OH CC por competicion proteica,
llegandose a establecer las condiciones 
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mas favorables para el ensayo. Se ha re-
ducido el tiempo de diversas etapas de la
tecnica y se permite, en algunas de ellas,
una mayor flexibilidad en cuanto a:
tiempo de incubacion (6-150 min), reposo
tras la adicion del carbon-dextrano (15-30
min) y tras la centrifugation (0-30 min).

La minima cantidad detectable en el
analisis del 25-OH CC por competition
proteica es de 20 pg/tubo, lo que permite
detectar el valor de este metabolite en
individuos normales y osteomalacicos.

Los coeficientes de variation intra e
interanalisis encontrados, tanto en el en
sayo de competition proteica como en el
proceso total, se encuentran dentro de los
margenes establecidos en la literature (2,
10, 12).

Los valores de 25-OH CC en sujetos
normales (11,2 ± 5,5 ng/ml) estan dentro
del rango dado por otros autores (2, 3, 6,
7, 10, 12, 13, 17) cuando se utUiza un
proceso de purification previo al analisis
por competition proteica, y son inferio-
res a los valores expresados cuando se
omite el proceso de purification (4, 11).

Nota adicional. En «Revista Clinica Espa
nola*. 171, 195-199, 1983, se ha publicado, por los
mismos autores, un estudio comparative para la
determinacion de 25-OH CC en el cual se indica que
no es absolutamente necesaria la purificacidn por
fase reversa en HPLC.
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Resumen

Se presenta una tecnica precisa y especifica para
la determinacion de los niveles de 25-hidroxicole-
calciferol (25-OH CC) en 2 ml de suero, que implica
extraction con acetonitrilo, purification mediante
cartuchos de Sep-Pak C-18, cromatografia liquida 

de alta resolution y cuantificacion por analisis de
competition proteica, realizandose un detallado es
tudio de este ultimo.

La sensibilidad del metodo presentado es de 20
pg/tubo y los coeficientes de variation inter e intra-
analisis son de 9,6 % y 8,7 % respectivamente. Los
valores de 25-OH CC encontrados en 16 sujetos
normales (18-50 anos, durante la primavera) han
sido de 11,2 ± 5,5 ng/ml. La precision del pro
ceso total se ha estudiado calculando el coeficiente
de variation interanalisis (15,5 %) e intraanalisis
(10,4%).
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