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I. RESUMEN

La hormona paratiroidea es una hormona de importancia clinica, ya que es un
parametro valioso para el diagnostico de diversas enfermedades, tales como hipocalcemia,
hipercalcemia, enfermedades metabolicas dseas, hiperparatiroidismo primario, secundario y
terciario asi como hipoparatiroidismo. Por lo tanto, es importante determinar los valores de
referencia apropiados para la poblacion guatemalteca, con un método y en condiciones
adecuadas (2,3 y 9). Los valores de referencia utilizados actualmente son tomados de
poblaciones con distintos factores nutricionales y ambientales a los de nuestro pais. Uno de
estos factores es la exposicion de una poblacién a los rayos UV del sol, que modifican los
niveles de esta hormona (4).

El objetivo de este estudio fue determinar los valores de referencia para la hormona
paratiroidea intacta por el metodo de electroquimioluminiscencia, en una poblacion adulta
sana comprendida entre las edades de 20 a 40 afios en el area metropolitana de la ciudad
capital de Guatemala. Se estudiaron 240 individuos siendo estos, donadores voluntarios de
sangre en el banco de sangre del Hospital General San Juan de Dios, a los cuales se les
midi6 su talla'y peso y se les realiz6 un cuestionario previo a la extraccion sanguinea.

El andlisis de las muestras se realizo utilizando el equipo automatizado Elecsys® para
la determinacion de PTH intacta. Debido a que la hormona paratiroidea juega una funcion
muy importante en la homeostasis del calcio, y de igual manera en las concentraciones de
fosforo estos también fueron evaluados en cada individuo participante (2,13).

Se implementé un control de calidad interno utilizando sueros control normal y
anormal, PreciControl Bone 1,2 y 3. Roche® para la prueba de PTH, los cuales fueron

medidos cada 30 muestras. Para la prueba de calcio y fésforo se utilizé el control



Precinorm — U. Roche®, realizando una determinacion cada 10 muestras. Se analizo el
resultado de los sueros control determinando medias, desviacion estandar y coeficiente de
variacion para cada analito y luego se realizaron graficas de Levey-Jenings y se utilizé los
criterios de mas 0 menos dos desviaciones estandar, para aceptar estos resultados.

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando estadistica descriptiva, para
determinar si correspondian a una distribucion normal, se utiliz6 la prueba de Shapiro -
Wilk. Por medio de esta prueba, se comprobd que los datos se alejan del modelo de
distribucion normal, por lo que se estimaron los percentiles 2.5 y 97.5 para obtener los
limites de referencia. Para este analisis se utilizo el programa STATA 6.0.

Los intervalos de referencia encontrados en este estudio fueron de 23 pg/mL como
limite inferior y 77 pg/mL como limite superior. Se calcularon los limites de referencia
para el género masculino un valor minimo de 23 y maximo de 74 pg/mL, para el género
femenino el valor minimo fue de 24 y el maximo de 82 pg/mL Al comparar los valores
obtenidos por género se observd un entrecruzamiento entre los mismos, por lo que la
diferencia entre ambos no se considera significativa. La media de las concentraciones de
calcio fue 10.05 mg/dL y para el fosforo 3.52 mg/dL, valores que se encuentran dentro del
rango normal de referencia del método utilizado.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se puede concluir que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los valores de referencia para la hormona
paratiroidea obtenidos en este estudio y los reportados en la literatura utilizando el metodo
de electroquimioluminiscencia. Por lo tanto los valores reportados por la literatura pueden
ser utilizados como valores de referencia para la poblacion adulta de 20 a 40 afios de edad

de la ciudad capital de Guatemala.



Il. INTRODUCCION

Al realizar la interpretacion de un dato de laboratorio, es necesario tomar una
decision por comparacion del dato medido u observado en un individuo con relacion a un
intervalo de referencia confiable. Estos se utilizan para determinar si un valor observado
sugiere la presencia de enfermedad o no. Los valores de referencia que proveen las casas
fabricantes de reactivos, puede que no se adecuen a nuestra poblacion de pacientes, ya que
éstos datos son tomados de poblaciones con factores nutricionales y ambientales ajenos a
los de nuestro pais. En Guatemala no se cuenta con valores y limites de referencia
especificos para la hormona paratiroidea, es importante que cada laboratorio establezca sus
intervalos de referencia, los cuales serviran como guia para realizar un diagnostico médico
y un manejo terapéutico adecuado.

El valor de referencia se obtiene de una concentracion medible obtenida de un Unico
individuo o de un grupo de individuos correspondientes a un mismo estado de salud
definido, el cual debe ser detallado y accesible para que otras personas puedan hacer uso de
dicho valor. Para la determinacion de los valores de referencia en este estudio, se utilizaran
los lineamientos establecidos por la guia del Comité Nacional de Estandares de Laboratorio
Clinico de Estados Unidos de América (NCCLS), este documento proporciona los
lineamentos necesarios para establecer y validar intervalos de referencia en una poblacion
determinada (13).

La hormona paratiroidea es una hormona de importancia clinica, ya que es un
pardmetro valioso para el diagnostico de diversas enfermedades, tales como hipocalcemia,
hipercalcemia, enfermedades metabolicas dseas, hiperparatiroidismo primario, secundario y
terciario asi como hipoparatiroidismo. Para la medicién adecuada de esta hormona se
deben tomar en cuenta varias consideraciones, debido a que dicha hormona es muy labil,
posee una vida media de 2 a 5 minutos. La literatura indica que si la muestra a analizar no
se procesa inmediatamente, se debera mantener la cadena de frio. Si no se tienen estas
condiciones los valores obtenidos se ven afectados. Un factor importante que modifica los
niveles de esta hormona, es la exposicion de una poblacién a los rayos ultravioleta (UV) del
sol, por lo que los valores de la PTH disminuyen entre mas cerca se encuentre una

poblacion del ecuador de la tierra.



En este estudio se determinaran los valores sericos de referencia para la hormona
paratiroidea intacta en una poblacion adulta comprendida de 120 hombres y 120 mujeres,
entre las edades de 20 a 40 afios del area metropolitana de la ciudad capital de Guatemala.

Los valores obtenidos se procesaran primeramente utilizando estadistica descriptiva.
Si la distribucion de estos es normal, se tomara un intervalo de confianza del 95% vy se
utilizaran los percentiles 2.5 y 97.5. Si los datos no cumplen con una distribucién normal,
se realizard una transformacion de los mismos, para asi poder obtener los percentiles antes
mencionados. Para verificar que estos valores si cumplen con una distribucion normal, se

aplicara la prueba de normalidad de Shapiro - Wilk.



I11. ANTECEDENTES

A. Hormona Paratiroidea.
1. Anatomia

La hormona paratiroidea es sintetizada y secretada por las glandulas paratiroideas.
Usualmente son cuatro glandulas dos superiores y dos inferiores, pero puede oscilar entre
dos y ocho. Estas son estructuras pequefias, ovoides y de coloracion amarillo pardusco.
Miden aproximadamente 6mm por 4mm por 2mm Yy pesan alrededor de 30mg. Las
glandulas paratiroideas son estructuras usualmente pares que se encuentran incluidas en la
capsula posterior de la glandula tiroides, aunque estas pueden estar localizadas en otras
partes del cuello o de la parte superior del térax. Estas glandulas estan pobladas con células
de origen epitelial, las cuales se dividen en dos grupos. El primer grupo consta de células
principales, las cuales son responsables de la sintesis, almacenamiento y secrecion de la
hormona paratiroidea. EIl segundo grupo de células, esta representado por células oxifilas,

la funcion de estas celulas es desconocida (1-2).

2. Biosintesis

La sintesis de la hormona paratiroidea (PTH) comienza con la transcripcion del
ADN del gen que codificada la hormona preproparatiroidea. ElI RNAmM precursor es
procesado hacia RNAm maduro, que es traducido para formar la hormona naciente. La
PTH es inicialmente biosintetizada en el interior de las células de la glandula paratiroidea
en una forma precursora denominada preproparatiroidea, la cual consta de 115
aminoacidos. La forma precursora contiene un péptido sefial amino terminal o secuencia

guia que se considera desempefia un papel fundamental en la identificacion de la proteina
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por parte de la célula como destinada a ser secretada, y posteriormente en la facilitacion de
su entrada en las cisternas del reticulo endoplasmico rugoso en vias hacia la secrecion final
(1,3).

Una vez la secuencia guia ha cumplido su funcion es separada del resto de la
hormona, esta separacion intracelular genera la prohormona (pro-PTH), una forma
precursora de la hormona PTH. Esta forma de hormona atraviesa los canales irregulares
del reticulo endoplasmico rugoso hacia el aparato de Golgi, donde la hormona es
nuevamente separada, produciendo la disociacion de los primeros 6 aminoacidos de la pro-
PTH dando origen a la forma madura de la hormona, que es almacenada en granulos
secretorios. La prohormona no es secretada ni estd presente en cantidades medibles en
sangre (3).

La hormona paratiroidea intacta contiene 84 aminoacidos y tiene un peso molecular
de 9450. Su actividad bioldgica reside en el primer tercio o su regién N-terminal
(segmento 1-34 aminodacidos) de la PTH intacta, la oxidacion de los residuos de metionina
en la posicion 8 y 18 resulta en la perdida de su actividad bioldgica. La porcion media de
la molécula es bastante inmunogenica debido a su capacidad hidréfobica y su especificidad
de especie. La totalidad del proceso, desde la sintesis hasta el almacenamiento de la PTH,

dura aproximadamente 15 minutos (1,2).

3. Secrecion y Regulacion
La hormona almacenada intacta es liberada de acuerdo con las demandas
metabdlicas. Las células paratiroideas responden a los niveles extracelulares de calcio a

través de alteraciones en los niveles intracelulares de calcio (3).
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El efecto del calcio sobre la secrecion de la PTH es mediado por la union a un receptor de
calcio libre que activa intracelularmente eventos que llevan a la liberacion de calcio libre de
almacenamientos intracelulares. Esta elevacion del calcio libre intracelular modula la
secrecion 'y biosintesis de la PTH. Existe una relacion sigmoidal entre el calcio libre y la
PTH. Una supresion o secrecion maxima son atenuados con una hipercalcemia o
hipocalcemia moderada respectivamente. El punto medio de esta relacion, o punto de
equilibrio, es la concentracién de calcio en la cual, la secrecion de la PTH es
moderadamente elevada. Los puntos de equilibrio varian de individuo a individuo y
pueden ser alterados por procesos fisiolégicos o patoldgicos. El indice de secrecion de
PTH esta inversamente relacionado con la concentracion de calcio iénico en el liquido
extracelular. En presencia de niveles de calcio solo ligeramente inferiores al margen
normal, debajo de 8mg/dl, la secrecién de PTH aumenta en forma notable. En presencia
de una elevacion de calcio, 11 a 18 mg/dl, la supresion de la secrecion hormonal a nivel de
las células paratiroideas disminuye en forma marcada pero ésta es incompleta. La
incapacidad de interrumpir completamente la secrecion de la hormona, puede ser la causa
de ciertos trastornos hipercalcémicos. EI magnesio, la vitamina D, fésforo y catecolaminas
han sido reportados como influyentes en la secrecion de la hormona paratiroidea (1,3).

Los niveles de PTH se ven afectados por los depdsitos de 25-hidroxi-colecalciferol
(25-OH-Vitamina D), que estan correlacionados con los niveles de la PTH. Un buen
porcentaje de 25-OH-Vitamina D es derivado de la exposicion a rayos ultravioleta, el
limite de referencia superior de la PTH es mayor entre mas lejos se encuentre una
poblacion del ecuador. Por lo que en una poblacién que se encuentre cerca del ecuador,

los niveles de la PTH disminuirén por la mayor exposicion a rayos UV (4).
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4. Accion hormonal

La funcion principal de la hormona paratiroidea es gobernar gran parte de la
homeostasis mineral, manteniendo la concentracion de calcio del liquido extracelular. Esta
hormona actua directamente sobre el hueso y el rifién e indirectamente sobre el intestino a

través de su efecto sobre la sintesis de 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25(0OH),D),

aumentando los niveles de calcio en el suero. La produccion de PTH se halla sometida a un
control riguroso por la concentracion de los iones de calcio séricos. Este sistema de
retroalimentacién es el mecanismo homeostasico esencial para el mantenimiento del calcio
enel LEC (1-3).

El efecto que posee esta hormona en los rifiones, es de modular el transporte de
calcio, fdésforo y otros iones en los tabulos renales y también estimula la produccién de

1,25(0OH),D. Especificamente la PTH, aumenta la reabsorcion de calcio y magnesio a

nivel de la rama ascendente del asa de Henle y en los tabulos distales. Provoca una
dismininucion de la reabsorcion de fosfato a nivel del tubulo proximal y posiblemente
también de los tdbulos distales. Esta hormona también provoca una ligera disminucion del

indice de filtracion glomerular. La PTH estimula la produccion de 1,25(0OH),D, por medio

de la induccion de loc-hidroxilasa, la cual estimula la absorcion intestinal del calcio y
fosforo (3).

Sobre el hueso la PTH posee un efecto de resorcién o de formacion, dependiendo
de la concentracion de la PTH y el tiempo de exposicion. Una exposicion prolongada de

PTH conlleva a la resorcion del hueso y pérdida de la masa dsea. La PTH actla alterando
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directamente la actividad de los osteoblastos (células formadoras de hueso) e
indirectamente en los osteoclastos (células de resorcion de hueso) (1).

La hormona paratiroidea actlia sobre la mucosa intestinal, aumentando la eficacia de
la absorcion intestinal del calcio. La vitamina D fomenta la resorcion de calcio del
intestino. El colecalciferol o vitamina D3, se transforma en dos etapas: la primera de estas
se produce en el higado y la segunda en el rifion. EIl metabolito vitaminico muy activo
sintetizado por el rifion pasa a la circulacion; la hormona de las glandulas paratiroideas,
fomenta la oxidacion en el rifion descrita con anterioridad. La deficiencia severa y
prolongada de vitamina D produce la absorcién inadecuada de calcio y fosforo, y la
alteracion de los dep6sitos minerales en el hueso (3,5).

Los efectos que causa la PTH en el hueso, rifién e indirectamente en el intestino,
resultan en la alteracion de la concentracion del calcio y fosforo en el sueroy en la orina.
En el suero la PTH incrementa el calcio total y libre y reduce la concentracion de fosforo.
En orina, la PTH incrementa el fésforo y adenosin monofosfato ciclico (AMP) y a
menudo incrementa la excrecion de calcio. El incremento en la excrecion de calcio ocurre
porque al incrementarse su concentracion sérica y el aumento de su filtracion, sobrepasa los
efectos de la PTH en la reabsorcion tubular. En ausencia de enfermedad, la elevacion del
calcio en el suero, reduce la secrecion de PTH a través de retroalimentacion negativa
manteniendo asi la homeostasis del calcio en la sangre (1,3).

Esta hormona ejerce su accion sobre células efectoras situadas en el hueso y rifion,
interactuando con receptores de la PTH localizados en la membrana plasmatica de la célula.
La formacion de los complejos receptor — PTH, da origen a una cascada de eventos
intracelulares, tales como, la generacion de AMP ciclico, activacion de quinasas,

fosforilacion de proteinas, ingreso de calcio, incremento de calcio libre, estimulacion de
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fosfolipasa C con la generacion de diacilglicerol y fosfoinositol, activacion de enzimas y
sistema de transporte y secrecion de enzimas lisosomales (1).
5. Metabolismo

La PTH es rapidamente eliminada del plasma por la circulacion periférica (vida
media <5min). EI rifidn y el higado, metabolizan la hormona intacta, liberando fragmentos
inactivos (medio o C-terminal). La concentracion de la PTH intacta es regulada por la
secrecion, metabolismo y depuracion renal. Los fragmentos inactivos son removidos de la
circulacion principalmente por filtracion glomerular. La pérdida de la funcion renal puede
prolongar la eliminacion de estos fragmentos de 1 hora en personas normales a varios dias
en individuos con enfermedades renales terminales. La tasa de depuracion sanguinea del
péptido secretado de 84 aminoacidos es méas rapida que la tasa de depuracion de los
fragmentos bioldgicamente inactivos de menor tamafio, correspondientes a la region
media y carboxiterminal de las moléculas derivadas del metabolismo periférico o de la
secrecién glandular. Por consiguiente, la determinacion de la hormona paratiroidea en
sangre por la mayoria de los inmunoandlisis presenta Unicamente un indice global de la
actividad de la glandula paratiroidea y no una medicion directa de la hormona

biol6gicamente activa (1-5).

La heterogeneidad en la circulacion es consecuencia de la secrecion de las
glandulas paratiroideas de la hormona intacta y fragmentos inactivos y el metabolismo
periférico de la hormona intacta. La secrecion de la hormona intacta se ve incrementada
por hipocalcemia y reducida o ausente en hipercalcemia. Los fragmentos C-terminal

inactivos (fragmento medio y carboxilo) persisten en hipercalcemina (1,6).
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6. Condiciones Patoldgicas
a. Hipercalcemia

Las principales etiologias para el desarrollo de hipercalcemia son las siguientes: 1.
Incremento de la resorcion 6sea debido a una estimulacion por factores humorales como la
PTH o a factores secretados por tumores o debido a una destruccion directa del hueso por
metastasis, estos explican el 90% de los casos; 2. Disminucion de la excrecion renal de
calcio; 3. Aumento de la absorcion intestinal del calcio (3).
b. Hipocalcemia

La tetania, o espasmo muscular, es el rasgo mas caracteristico de todos los signos y
sintomas de la hipocalcemia aguda o crénica. Esta manifestacion es la consecuencia directa
del aumento de la excitabilidad neuromuscular. Los trastornos clinicos que producen
hipocalcemia pueden asociarse a una deficiencia de la concentracion o actividad de la PTH
(1,5).
c. Hiperparatiroidismo primario

El hiperparatiroidismo, es la produccion excesiva de PTH es consecuencia de
tumores paratiroideos o de hiperplasia que afecta a todas las glandulas. EIl exceso de esta
hormona da lugar a hipercalcemia e hipofosfatemia se debe al efecto del exceso de la
hormona paratiroidea sobre la reabsorcion tubular de fosfatos. La hipofosfatemia agrava, a

su vez, la hipercalcemia, en parte por el aumento de la sintesis de 1,25(0OH),D, y en parte

por el aumento de la sensibilidad 6sea a la hormona. Esta condicion también interfiere en
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la mineralizacion normal del hueso, dando origen a un cuadro mixto de aumento de
resorcion Osea y deficit de la mineralizacion en las regiones adyacentes (5,7).

Una de las causas principales de hiperparatiroidismo pueden subdividirse en
adenomas o hiperplasia. El hiperpartiroidismo se debe a la hiperfuncién de una o varias
glandulas paratiroides. Los adenomas tienden a afectar las glandula aisladas, mientras que
la hiperplasia compromete a mdaltiples glandulas. Se cree que la hiperplasia de una sola
glandula (adenoma solitario) origina aproximadamente del 80% de los casos (5,7), existe
un segundo grupo en el que todas las glandulas muestran hiperfuncién; este grupo se le
denomina hiperplasia paratiroidea de células principales y constituye aproximadamente el
15% de todos los casos (7).

El hiperparatiroidismo puede existir como una condicion independiente o estar
asociado con otros trastornos endocrinos en una categoria designada como neoplasia
endocrina multiple (NEM). La NEM tipo | consiste en la presencia de lesiones en la
hipofisis, pancreas y glandulas paratiroides. La NEM tipo II-A son consiste en
hiperparatiroidismo, carcinoma medular de la tiroides y feocromocitoma. El tipo I1-B
consiste en un carcinoma medular de la tiroides, feocromocitoma y neuromas mucosos.
Las manifestaciones clinicas corresponden a la de la enfermedad subyacente e
hipercalcemia (5).

El hiperparatiroidismo sintomatico se presenta predominantemente como una
osteopatia 0 una nefrolitiasis. Las alteraciones dseas incluyen osteoporosis y reabsorcion
subperiostica. Las manifestaciones inespecificas del hiperparatiroidismo incluyen la
aparicion de sintomas neuromusculares vagos, letargia leve, trastornos de conducta,
probable Ulcera péptica, pancreatitis aguda o cronica, dolor abdominal inespecifico,

calculos vesiculares e hipertension. En presencia de niveles séricos de calcio mayores de
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130mg/L, es posible observar casi siempre anormalidades del sistema nervioso central y
con concentraciones de 170mg/L, es frecuente observar un estado de estupor y coma (2).
d. Hiperparatiroidismo secundario y terciario.

El hiperparatiroidismo secundario, es la respuesta fisiolégica de las glandulas
paratiroideas normales a la hipocalcemia, se considera como una respuesta biologica
compensatoria a la hipocalcemia. La PTH se incrementa antes que los niveles de calcio se
presenten anormalmente bajos. A medida que el calcio sérico se eleva hacia niveles
normales, la secreciéon de PTH debe disminuir en forma correspondiente. El estado mas
comun se observa en pacientes con insuficiencia renal, cuyos rifiones son incapaces de
excretar fésforo. EI fésforo sérico aumenta lo que determina una disminucion secundaria
del calcio sérico, esto estimula la secrecion de PTH con el fin de restaurar el nivel de
calcio sérico. Este mecanismo se lleva a cabo principalmente a expensas de una
desmineralizacion Osea. Este proceso usualmente puede ser controlado mediante el
tratamiento adecuado de la insuficiencia renal. Otras formas de hiperparatiroidismo
secundario se observan en los estados de osteomalacia, debido a la malabsorcion de calcio a
través del tracto gastrointestinal o una perdida renal excesiva de calcio. Esta condicion
resuelve cuando se trata la causa que origind la hipocalcemia (1,2).

En el hiperparatiroidismo terciario se emplea para describir la situacion en que las
glandulas paratiroideas cronicamente hiperestimuladas, hiperplésicas e hiperactivas del
hiperparatiroidismo secundario pierden su sensibilidad a la influencia supresora de las
concentraciones normales de calcio (anexo no. 2). Es entonces cuando las glandulas
hiperpléasicas secretan cantidades anormalmente elevadas de hormona paratiroidea,
produciendo hipercalcemia (2 ).

e. Hipoparatiroidismo
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El hipoparatiroidismo aparece como consecuencia de la extirpacion quirargica de
las glandulas paratiroideas, de atrofia idiopatica (autoinmune) de las glandulas paratiroideas
o refractividad congénita de los tejidos blanco a la hormona paratiroidea
(seudohipoparatiroidismo). La deficiencia de la hormona o la refractariedad a su accién
provoca reducida absorcion de calcio del intestino, menor resorcion de las sales de calcio
del hueso y disminucién de la depuracion de fosfato. El calcio sérico desciende y aumenta
el fosfato en el suero (anexo no. 2). Si el calcio sérico desciende a menos de 8 mg/dl,
puede presentarse un cuadro de sintomas moderados de tetania. El tratamiento adecuado
para estas condiciones son lactato de calcio y vitamina D (3,8).

f. Modificaciones de la funcion paratiroidea por enfermedades originadas en otros
sistemas.

La enfermedad renal puede estimular indirectamente la secrecion de PTH de varias
formas. La primera, en la acidosis tubular renal, la pérdida de calcio por la orina tiende a
disminuir la concentracion sérica de calcio, estimulando asi la secrecion de PTH. En
segundo lugar esto puede presentarse en la uremia, debido a la poca capacidad de los
rifiones y el bajo indice de filtracion para excretar fosfato, conduce a hiperfosfatemia. Las
altas concentraciones de fosfato extracelular, tienden a formar complejos insolubles con el
calcio, reduciendo de esta manera la concetracion de calcio ionizado y estimulando la
secrecién de PTH. Otra forma es con pérdida avanzada de tejido renal carecen de la
capacidad de convertir formas relativamente inactivas de vitamina D a 1,25-
dihidroxicolecalciferol; en consecuencia, se produce una hipocalcemia, lo que activa la
secrecion de PTH (6,7,9).

g. Proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTH-rP)
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La proteina relacionada con la PTH fue la descubierta por primera vez en tumores
situados en pulmones, tejido mamario, rifiones, encéfalo y musculo liso. PTH-rP esta
compuesta de 141 aminoacidos y comparte una considerable homologia funcional y
estructural. Sus primeros 13 aminoacidos son iguales a los de la PTH. Sus acciones
incluyen la unién y activaciéon de un receptor de la PTH, por esto simula los efectos
biologicos de la PTH en hueso, rifiones e intestino. PTH-rP aumenta la resorcion 6sea
estimulando los osteoclastos y promueve la reabsorcion en el tibulo renal de calcio. El
efecto neto de la PTH-rP es elevar la concentracion de calcio sérico. La PTH-rP ejerce
importantes influencias durante el desarrollo, sobre el calcio y la biologia del hueso. En los
fetos, la PTH-rP dirige el paso transplacentario de calcio y en el tejido mamario se
producen elevadas concentraciones de la misma que pasan a la leche. La leche humana y
bovina contienen, elevadas concentraciones de la hormona. Se desconoce cuél puede ser el
significado bioldgico de este hecho. La PTH-rP podria desempefiar también un papel en la
contraccidn uterina (10).

Los niveles de PTH-rP son normales en pacientes con hiperparatiroidismo primario,
hipoparatiroidismo, enfermedad renal cronica y otras condiciones como hipercalcemia.
PTH-rP es medible por numerosos ensayos inmunocompetitivos asi como cromatografia de

afinidad y otras técnicas de purificacion (7,10).

B. Consideraciones farmacoldgicas que modifican la funcion paratiroidea.

Toda droga que eleve la concentracion en el suero de iones calcio tiende a suprimir
la secrecion de PTH. Se incluyen entre ellas diversas sales de calcio y las vitaminas D y
A, en grandes dosis. De la misma manera toda droga que disminuya la concentracion de

iones calcio en el suero tiende a aumentar la secrecion de PTH. Estas incluyen a los
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agentes fijadores del calcio, como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), citrato y
fosfato. Los diuréticos tiacidicos disminuyen la depuracion del calcio renal y por eso se
disminuye el calcio urinario, elevando los niveles de calcio séricos. Los agonistas de los
receptores betaadrenérgicos como la adrenalina y los agonistas de los receptores de H-2
aumentan la secrecion de la PTH, aunque su importancia fisiolégica no se conoce.
Algunos farmacos como el propranolol y la cimetidina no disminuyen de forma
reproducible los niveles circulantes de PTH. EI magnesio controla la secrecion hormonal
de la misma manera que el calcio, pero en menor intensidad. No es probable que las
variaciones fisioldgicas de la concentracion de magnesio modifiquen la secrecion
paratiroidea, aunque la deficiencia intracelular grave de magnesio se asocie a una secrecion
defectuosa de la hormona (7).

Los medicamentos que se mencionan a continuacion influyen en el metabolismo del
calcio, y pueden inhibir la resorcion osteoclastica 6sea, por lo que pueden aumentar la
concentracion de PTH. La modalidad méas usada para este propdsito es un bisfosfonato
(como el pamidronato). El uso de otros agentes, como la calcitonina, mitramicina, o nitrato
de galio, es menos comun. Los bisfosfonatos son una de las alternativas farmacoldgicas
mas eficaces para el control de la hipercalcemia. Se unen a la hidroxiapatita en el hueso
calcificado, haciéndolo resistente a la disoluciéon hidrolitica por medio de fosfatasas,
inhibiendo de esta manera tanto la resorcion 6sea normal como la anormal. Otros
bisfosfonatos son etidronato y el pamidronato (11).

La calcitonina y la plicamicina tienen un efecto hipocalcémico méas rapido que los
bisfosfonatos; EI pamidronato reduce con mayor frecuencia las concentraciones de calcio
sérico a indices normocalcémicos que la calcitonina o la plicamicina. La calcitonina es un

hormona peptidica secretada por células especializadas en la tiroides y paratiroides. Su
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sintesis y secrecion normalmente aumentan en respuesta a las altas concentraciones de
calcio ionizado sérico. La calcitonina se opone a los efectos fisiologicos de la hormona
paratiroidea en la reabsorcién del calcio tubular renal y 6seo. Los glucocorticoides tienen
eficacia como agentes hipocalcémicos principalmente en tumores que responden a los
esteroides (p.ej., linfomas y mieloma) y en pacientes cuya hipercalcemia esta asociada con
un aumento de sintesis o consumo de vitamina D (sarcoidosis e hipervitaminosis D). Los
glucocorticoides aumentan la excrecion de calcio urinario e inhiben la absorcion
gastrointestinal de calcio mediada por vitamina D (3,11).

En la terapia de sustitucién hormonal, puede emplearse inyecciones de PTH
exogenas para corregir las anomalias metabdlicas del hipoparatiroidismo, es inconveniente
utilizar de esta forma de terapia ya que, después de un tiempo, su eficiencia resulta ser
limitada por la produccién de anticuerpos. Esta terapéutica es totalmente inefectiva en el

seudohipoparatiroidismo (3).

C. Variaciones de la hormona paratiroidea.

Los niveles de la hormona paratiroidea pueden cambiar en diversas etapas de la
vida. En nifios y adolescentes se han reportado valores ligeramente disminuidos o muy
similares a los encontrados en personas adultas (1,12). Los niveles de PTH se ven
aumentados en personas de mayor edad (1).

La PTH se ha medido durante el embarazo, en sangre del cordon umbilical y
neonatos. Se han reportado valores aumentados de PTH durante el embarazo, es frecuente
que las paratiroides crezcan durante el embarazo, si la alimentacion de la madre es pobre en
calcio. El aumento de tamafio de estas glandulas causa resorcion de calcio de los huesos

maternos, con lo que se conserva una concentracion normal de i6n calcio en los tejidos
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extracelulares de la madre, conforme el feto utiliza calcio para sus propios huesos. En la
lactancia, el aumento de la PTH es mayor, porque se requiere de mucho mas calcio en esta
etapa. Los valores de la PTH se ven disminuidos en fetos y sangre del cordon umbilical, en
los primeros dias de vida, estos se ven aumentados. Durante la menopausia y en la
posmenopausia, existe una excesiva actividad osteoclastica La pérdida de la funcidn
gonodal (disminucidn de estrogenos), incrementa la produccion de 1L-6 que va a estimular

hormonas como la PTH. (1,3,7,13)

D. Técnicas de medicién de la hormona paratiroidea.

Antes de la década de los ochentas, era dificil la medicion e interpretacion de los
niveles de la PTH, debido a la inadecuada especificidad y sensibilidad del
radioinmunoensayo (RIA). Los avances en la medicion de la PTH se deben a numerosas
investigaciones en los ultimos afios de la década de los ochentas, lanzando al mercado
métodos sensibles y especificos para la determinacién de la PTH intacta, utilizando
principios inmunométricos no competitivos. Entre estos se puede mencionar: 1)
determinacion de la secuencia de aminoacidos de la PTH; 2) mayor conocimiento sobre su
secrecion, metabolismo, depuracion y formas circulantes de PTH; 3) sintesis de PTH
humano (1,14).

1. Radioinmunoensayos

Los ensayos competitivos de radioinmunoanalisis (RIA) fueron introducidos en
1963 y después fueron clasificados dependiendo del fragmento sintético de PTH que éste
reconociera (carboxi-terminal, amino-terminal y region media). Estos ensayos eran poco
sensibles para medir la PTH humana debido a que los anticuerpos utilizados eran no

homdlogos (PTH bovino). Se alcanzé mayor especificidad introduciendo preparados de
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PTH humano o fragmentos sintéticos como inmundgenos (9). Los RIAs para medicion de
PTH son divididos en dos categorias 1) RIAs que miden fragmentos inactivos de PTHy 2)
RIAs que miden la PTH intacta.

Los ensayos mas utilizados eran aquellos dirigidos hacia la region media y carboxi-
terminal. Sin embargo, este ensayo presentaba reacciones cruzadas con secuencias de
amino&cidos presentes en las regiones media / carboxi-terminal y la hormona intacta, por
lo que se median principalmente fragmentos inactivos debido a su mayor concentracion en
la circulacion. La depuracion de los fragmentos intactos de PTH se realiza a traves de la
filtracion glomerular de alli que, los resultados de la PTH eran dificiles de interpretar,
especialmente en pacientes con funcion renal inadecuada (1).

El segundo grupo de RIAs emplea antisuero contra la porcion amino-terminal
bioldgicamente activa. Aungue estos ensayos son menos dependientes de la funcién renal,
su sensibilidad no es suficiente para detectar concentraciones elevadas de PTH en la
mayoria de pacientes con hiperparatiroidismo primario y niveles de PTH en individuos
normales (1).

2. Ensayo inmunométrico, no competitivo para PTH intacta

Este método mide PTH intacta y fueron reportados por primera vez en 1987.
Dependiendo del sistema de deteccion se pueden dividir en inmunométricos (IRMA),
cuando son radiomarcados e inmunoquioluminiscentes, cuando se utiliza una sustancia
quiomioluminosa como marcador del anticuerpo. Este tipo de ensayo también se le ha
referido como de dos sitios, emparedado o anticuerpo marcado.  Estos ensayos utilizan
dos grupos de anticuerpos, uno que se utiliza como anticuerpo de captura el cual se ha
movilizado sobre una superficie solida y el segundo grupo que sirve como anticuerpos de

sefial el cual estd marcado ya sea con un componente detectable o una enzima (9,15).
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El ensayo inmunométrico posee diversas ventajas sobre el inmunoensayo
competitivo (RIAs): 1) incremento de la especificidad y sensibilidad a traves del uso de
anticuerpos con secuencias especificas y purificados por afinidad; 2) ensayo con un rango
de concentracion mayor Yy 3) disminucion del tiempo de incubacion (13,16).

3. Electroguimioluminiscencia

El ensayo ha utilizar en este estudio esta basado en una reaccion quimioluminiscente

en la que se generan especies altamente reactivas en la superficie de un electrodo a partir de

precursores estables (17).

La electroguimioluminiscencia €sta basada en la interaccion entre un quelato de rutenio
(trisbipiridil-rutenio) y tripropilamida sobre la superficie de un electrodo de platino. El
quelato de rutenio produce sales altamente estables que pueden acoplarse facilmente a
muchas especies biolégicamente como proteinas y &cidos nucleicos. Para desencadenar
una reaccion electroquimioluminiscente no se requiere mas que una simple excitacion
eléctrica. La emision de luz se mide con un fotomultiplicador situado por encima de la
célula de excitacion. El trisbipiridil-rutenio, soluble en agua, es una molécula marcadora
extremadamente estable a diferencia de muchos otros marcadores quimioluminiscentes. La
molécula de este compuesto se regenera continuamente después de atravesar varios estados
de oxidacion. Por lo tanto, la magnitud de la sefial electroquioluminiscente no es
exclusivamente dependiente de la cantidad de moléculas de rutenio presentes. Estas
propiedades, junto con el bajo peso molecular del quelato de rutenio, permiten la obtencidn
de anticuerpos con marcaje multiple o de otros conjugados que presentan una elevada

actividad especifica (17).
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Una de las mayores ventajas de la electroquioluminiscencia es la gran capacidad de
amplificacion de la sefial a partir de una molécula marcadora que puede ser excitada
repetidas veces, lo cual permite obtener limites de deteccion muy bajos y amplios

intervalos de medicidn en rapidos procesos con cortos tiempos de reaccion.

La fase solida de estreptavidina es la base de los inmunoensayos de
electroquimioluminiscencia. Esta puede acoplarse a toda clase de moléculas inmunoldgicas
biotinadas. EI sistema estreptavidina-biotina es muy eficaz para la obtencion de una
inmunorreactividad alta y constante de los anticuerpos, antigenos o haptenos, sin que se
presenten problemas por impedimento estérico debido a la fijacion indirecta a la fase solida.
La electroquimioluminiscencia posee varias ventajas una de ellas es el aumento de la

sensibilidad y que se reduce el tiempo de la prueba (17).
a. Principio de la prueba.

Esta prueba utiliza la electroquioluminiscencia para determinar la PTH intacta
utilizando como el principio de ensayo sandwich. Como primer paso la muestra es
incubada con un anticuerpo monoclonal biotinado especifico el cual reacciona con el
fragmento N-terminal (compuesto por los aminoacidos de 1 a 37 de la PTH) y el anticuerpo
monoclonado marcado con quelato de rutenio con el fragmento C-terminal (conformado
por los aminoacidos de 38-84), reaccionan para formar un complejo sandwich. Se procede
a la incorporacion de microparticulas recubiertas de estreptavidina, el complejo formado se
fija a la fase sélida por la interaccién entre biotina y estreptavidina. La mezcla de reaccion
es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo las microparticulas se fijan
temporalmente a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan

posteriormente. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccion
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quimioluminiscente cuya emision de luz se mide directamente con un fotomultiplicador

(18).

E. Determinacion de Calcio y Fosforo.

Debido a que la hormona paratiroidea juega una funcién muy importante en la
homeostasis del calcio, manteniendo su concentracién sérica dentro de sus limites
normales. Este es necesario para realizar funciones metabdlicas y neuroldgicas que sin este
mineral se verian alteradas. Las concentraciones de fosforo también se ven alteradas
cuando los niveles de la PTH varian. Es por estos motivos que también se evaluaran los
niveles de calcio y fdsforo (2,13).

1. Calcio

El organismo adulto consume un promedio de 1 a 2 kg/dia de calcio, del cual la
mayor parte se localiza en el hueso. EI calcio es el principal componente del hueso y es
necesario para la mineralizacion del hueso neoformado. El calcio plasmético se encuentra
en tres formas diferentes: como ion libre, unido a las proteinas plasmaticas y en menor
medida como complejo difusible. La concentracién de los iones de calcio libre, influye
sobre muchas funciones celulares, esta depende de un control riguroso, sobre todo a través
de la hormona paratiroidea. La absorcion de calcio aumenta en las fases de crecimiento
rapido de los nifios, durante el embarazo y la lactancia, y disminuye con la edad (3).

a. Regulacion:

La homeostasis del calcio se mantiene mediante dos hormonas: hormona
paratiroidea y calcitrol (1,25-dihidroxivitamina D). La PTH regula la concentracion del
calcio sérico ionizado minuto a minuto. La secrecién de PTH es estimulada cuando el

calcio ionizado sérico circundante disminuye. La PTH actua sobre los receptores de células
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diana periféricas, incrementando la eficacia de la reabsorcion tubular renal de calcio.
Ademas, el PTH aumenta la resorcion de calcio del hueso mineralizado y estimula la
conversion de vitamina D a su forma activa, calcitriol, lo cual posteriormente incrementa la
absorcion intestinal de calcio y fosforo. Las dosis farmacologicas de calcitonina actian
como un antagonico de la PTH, disminuyendo el calcio sérico y el fosforo, e inhibiendo la
resorcion osea (11,13).

b. Funcién:

El calcio es un componente integral del organismo que tiene importantes efectos
sobre numerosos procesos intracelulares y extracelulares, incluyendo la contraccion
muscular, la conduccion nerviosa, la regulacion enzimatica y la secrecion y accion de las
hormonas. Es un importante cofactor de la activacion enzimética o de la formacién de
complejos en maltiples estadios de la cascada de la coagulacion.

La formacion dsea y la resorcion estan en equilibrio dindmico, principalmente a
través de la actividad de los osteoblastos (células que forman los huesos) y osteoclastos
(células de resorcion dsea). Aunque el 99% del calcio corporal total esta contenido en los
huesos, estos drganos parecen tener una funcién menor en el mantenimiento diario de los
niveles de calcio del plasma. El intercambio diario entre los huesos y el fluido extracelular
es minimo (11).

Los rifiones tienen la capacidad de filtrar cantidades grandes de calcio que son
posteriormente recuperadas mediante reabsorcion tubular. Los rifiones son capaces de
aumentar la excrecién de calcio casi cinco veces para mantener las concentraciones
homeostaticas de calcio sérico. Aunque la reabsorcion de calcio esta conectada con la
reabsorcion de sodio y agua en los tdbulos renales proximales, ocurre una regulacion clara

en los tubulos renales distales principalmente bajo la influencia de PTH (11).
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c. Fisiopatologia

Los valores de calcio total aumentan en hiperpartiroidismo primario y terciario,
enfermedades malignas con compromiso 0seo, sobre todo carcinoma metastatico de la
mama, pulmon o rifion, mieloma multiple, linfomas y leucemia. También aumentan en
neoplasia malignas del esdéfago, pancreas, vejiga o higado. Feocromocitoma con
hiperplasia paratiroidea asociada, sarcoidosis, intoxicacion con vitamina D, tirotoxicosis,
acromegalia, fase diurética de la necrosis tubular aguda y hipercalcemia de la infancia. Los
valores séricos de calcio total disminuyen en hipoparatiroidismo idopatico y quirdrgico asi
como seudohipoparatiroidismo, deficiencia de vitamina D sobre todo en malabsorcion
nutricional; insuficiencia renal cronica, deficiencia de magnesio, pancreatitis aguda,
osteomalacia, enfermedad tubular renal proximal y distal, alcoholismo, cirrosis hepatica y
hipoalbuminemia. Se deben efectuar determinaciones repetidas de calcio sérico para
diagnosticar hiperparatiroidismo ya que, a veces el calcio total es normal y el calcio i6nico
estd elevado. Puede aparecer tetania si el calcio desciende a menos de 6 a 7 mg/dl (19).

d. Método para la determinacion de calcio.

El método a utilizar para la determinacion del calcio se basa en la reaccion del
calcio con la o-cresolftaleina-complexona en una solucion alcalina. EIl magnesio se
enmascara con 8-hidroxiquinolina.  El principio de la prueba es colorimétrico con
determinacion de punto final, la intensidad del color es directamente proporcional a la
concentracion de calcio que se mide fotométricamente. Los valores de referencia son de

8.4 a 10.2 mg/dL en una poblacion adulta de 12 a 60 afios (20).
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2. Fosforo

El fosforo es un elemento esencial del hueso y de todos los tejidos e interviene, en casi
todos los procesos metabdlicos. La cantidad total del fésforo del adulto normal es
aproximadamente 1 kg de los cuales alrededor del 85% se localiza en el esqueleto (11,13).
a. Regulacion:

Los niveles totales de fosforo son mayores en los nifios y tienden a aumentar en las
mujeres después de la menopausia. La concentracion de fésforo sufre una variacion
circadiana, el valor basal se observa a las nueve horas y las doce del mediodia, este se
eleva conforme transcurre el dia (3,19).

b. Funcion:

El fosforo es el principal anion de los liquidos intracelulares. Los fosfatos tienen la
capacidad de combinarse en forma reversible con diversos sistemas enzimaticos y también
con gran numero de otros compuestos necesarios para que tengan lugar los procesos
metabdlicos. Los fosfatos son el constituyente mineral aislado mas importante de la
actividad celular, intervienen en las funciones del ATP, ADP y fosfato de creatina entre
otras (13).

c. Fisiopatologia:

Los niveles de fosforo inorganico aumentan en algunos pacientes con mieloma
maltiple, enfermedad de Paget, tumor metastatico osteolitico en hueso, enfermedad de
Addison, leucemia, sarcoidosis, exceso de vitamina D, fracturas en curacion, insuficiencia
renal, hipoparatiroidismo, seudohipoparatiroidismo, cetosis diabética y acromegalia. Los
niveles de fésforo sérico se ven disminuidos en hiperinsulinismo, hiperpartiroidismo,

osteomalacia, esteatorrea, sindrome de Falconi, acidosis renal, alcoholismo agudo,
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septicemia por bacterias gramnegativo, hipokalemia, raquitismo hipofosfatémico familiar,
sindrome de malabsorcion y deficiencia de vitamina D (19).
d. Método para la determinacion de fosforo:

El método para determinar el fosforo inorganico se basa en la reaccion de fosfato
con el molibdato de amonio para formar fosfomolibdato de amonio. EI complejo se
determina fotométricamente en la region ultravioleta (340nm). La adicién de un acelerador
permite alcanzar una reaccion mas rapida, con el empleo de una muestra en blanco se
obtienen resultados mas precisos. El valor de referencia para este método es de 2.7 a 4.5

mg/dL en una poblacién adulta (21).

F. Valores bioldgicos de referencia.

Los elementos del organismo humano estdn sujetos a variaciones causadas por
procesos fisiologicos, diferencias genéticas, enfermedades y factores ambientales. Una
interpretacion racional de los resultados de laboratorio exige el conocimiento de la
variacion de estos componentes o elementos en el individuo en estudio o en uno 0 mas
individuos de referencia adecuadamente definidos. Ademas, un enfoque racional para
proporcionar bases sélidas para la interpretacion de los valores observados y asi interpretar

los valores fisiologicos y patologicos de una manera mas comprensiva y precisa (22, 23).

1. Valor de referencia

Los valores de referencia se obtienen de una concentracion medible obtenida de un
unico individuo o de un grupo de individuos correspondientes a un mismo estado de salud
definido, el cual debe ser detallado y accesible para que otras personas puedan hacer uso de

dicho valor (22, 23).
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2. Individuo de referencia

Es una persona seleccionada en base a criterios definidos y establecidos. Es
importante definir el estado de salud de las personas, para que los resultados obtenidos,
puedan ser comparados con los valores de otros individuos bajo una misma investigacion
clinica (23, 24).

Para establecer valores de referencia es muy importante establecer el estado de salud
del individuo de referencia, esto es un concepto relativo y no absoluto que esté regido por
los diferentes lugares geograficos en un mismo pais, por distintas situaciones ambientales,
sociales y nutricionales. La definicion de la salud de una poblacién de referencia presenta
varios problemas, no se ha establecido ninguna definicion de la salud que parezca ser
completamente satisfactoria incluyendo la de la Organizacién Mundial de la Salud. Esta
especifica la salud como un estado completo de bienestar fisico, mental, social y no
meramente la ausencia de enfermedad o dolencia. La salud es conceptualmente diferente
en distintos paises. Para el uso practico de los valores de referencia, estos deberian estar
acompariadas por una palabra que califique el estado de salud que se desea evaluar en los
individuos de referencia (25).

3. Limites de referencia

Estos son establecidos de la distribucion y los analisis descriptivos de los valores de

referencia (23).
4. Intervalo de referencia

Es el que incluye los limites de referencia inferior y superior.

5. Distribucion de referencia

Es la manera en que los valores de referencia se distribuyen estadisticamente.
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6. Criterios de inclusion y exclusion
Estos son los términos que permitiran establecer los criterios de inclusion y

exclusion ya que definen el grupo poblacional seleccionado para este estudio.

G. Seleccion de individuos de referencia.

La seleccion de los individuos de referencia debe ser aleatoria, es decir, que todos
los integrantes de una poblacion tengan la misma oportunidad de participar en la muestra.
Un grupo de valores de referencia usualmente se obtiene de sujetos que se consideran sanos
(23, 24).

El proceso requiere de una definicion de la poblacion de individuos de un criterio de
seleccion y muestreo, asi como el del procedimiento y el andlisis de las muestras. Definir
el estado de salud es considerado el primer paso en este tipo de investigaciones. Este
criterio se ve afectado por diversos factores como lo son las condiciones fisioldgicas y
ambientales bajo las cuales la poblacion en estudio se ve afectada, como también los
criterios de particion en este se utilizan las caracteristicas tales como, edad, sexo, grupos
étnicos, factores genéticos y socio-econdmicos. De la misma forma se deben establecer
los criterios usados para excluir a individuos no saludables del estudio de acuerdo a
criterios especificos de inclusion y exclusion, con el fin de definir el procedimiento de
obtencién de muestra que incluye la preparacién del individuo y el sitio de obtencion como
también el manipuleo y el almacenamiento del espécimen y por ultimo el método analitico
y estadistico (27).

Para la seleccion de individuos de referencia, se puede utilizar dos técnicas de

muestreo las cuales se describen a continuacion.
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a) Seleccion a priori:
Esta es una seleccién prospectiva de una poblacion general usando criterios de
exclusion y particion establecidos, determinados por estudios previos sobre la misma
poblacion o bien obtenidos por la literatura (23).

b) Seleccidn a posteriori:
Es una seleccion retrospectiva de individuos de una muestra de poblacion, la cual es
obtenida al azar o no al azar, seguida por el argumento y exclusion de acuerdo a las
caracteristicas del grupo de muestra de referencia (23).

La seleccidn a posteriori es mas conveniente para la produccion de valores de referencia en

un poblacién sana, pero la seleccién a priori puede ser aplicable a todas las situaciones (2).

H. Exclusion de individuos del grupo de referencia.

Son los factores que contribuyen a la variabilidad bioldgica, es decir, que pueden
causar la exclusion de los individuos de referencia. EI uso que se hara con de los valores
de referencia determinara el criterio de exclusién a ser aplicado en la seleccién de
individuos de referencia. Tomando en cuenta estas consideraciones en este estudio, los
criterios de exclusiéon a utilizar se aplican a las siguientes condiciones: enfermedades
severas 0 evolutivas sistematicas, pacientes con trastornos metabélicos de calcio como
hipercalcemia o hipocalcemia y drogas con conocimiento que afecten el metabolismo del
calcio o hueso. Estas pueden ser bisfosfonatos, calcitonina, fluoruros, tiacidinas,
glucorticoesteroides y suplementos de vitamina D. Toda droga que eleve la concentracion
en el suero de iones calcio tiende a suprimir la secrecion de PTH. De la misma manera
toda droga que disminuya la concentracién de iones calcio en el suero tiende a aumentar la

secrecion de PTH. Los medicamentos que influyen en el metabolismo del calcio pueden
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inhibir la resorcion osteoclastica dsea, por lo que pueden aumentar la concentracion de PTH
(7,11,19).

De igual manera seran excluidos pacientes que presenten cuadros de desnutricion u
obesidad. Una buena nutricion es la que representa un equilibrio entre el gasto energético y
la energia recuperada regularmente y en cantidad suficiente para que se mantenga una
buena reserva que permita en cumplir las funciones del organismo eficientemente. El
indicador més especifico del estado cal6rico actual de una persona, es el de peso/talla. Un
valor bajo de peso para talla implica que la masa muscular y la grasa corporal se encuentran
disminuidas, por lo que este estado deficiente indica un desequilibrio en el estado
nutricional de la persona. Lo mismo sucede con personas que presentan un valor elevado
de peso para talla, por lo que estos individuos se les considera para este estudio, no estar en
condiciones Optimas de salud. El peso/talla sera medido utilizando el indice de Quetelet,
el cual es un indicador simple de la cantidad total de grasa corporal (28-30).

Las mujeres que estén consumiendo anticonceptivos también seran excluidas del
estudio, ya que estos favorecen el anabolismo sobre el catabolismo 6seo, aumentando los
valores de PTH. Asi mismo mujeres embarazadas o dando de lactar, debido a que la
absorcion de calcio aumenta, elevando los valores de PTH (3,7,13,19).

Otro criterio de exclusion se aplica a individuos con céncer, la hipercalcemia es el
trastorno metabolico mas comdn de los relacionados con las enfermedades neoplasicas.
Estan asociados con mayor frecuencia a la hipercalcemia los tumores sélidos como los del
seno, pulmon, al igual que algunas malignidades hematoldgicas, en particular mielomatosis
maltiple. La causa fundamental de hipercalcemia inducida por el cancer es el aumento de
resorcion Osea con la movilizacion de calcio hacia el fluido extracelular y, en segundo

plano, la excrecion inadecuada de calcio renal, aumentando los niveles de PTH (5, 11).
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|. Factores Pre-analiticos.

La preparacion de los individuos de referencia, el muestreo y los andlisis de las

muestras son condiciones que deberan ser las mismas que cuando se trabaja con pacientes.

Existen factores que afectan el resultado de un analisis, debiéndose controlar y asegurar

que estos mismos factores se presenten en una situacion clinica (31)

Se deben controlar las posibles fuentes de variacion para que sea posible la

comparacion con los valores obtenidos en un sujeto.

Los individuos seleccionados deberan cumplir con las siguientes condiciones:

a)

b)

d)

Un dia antes de la toma de muestra se debe tener una dieta ordinaria, la Gltima comida
debera realizarse antes de la 22:00 horas, después de esta hora el paciente solo puede
tomar un vaso de agua hasta que se realice la toma de muestra (14).

La muestra debe obtenerse con el paciente en un estado sin estrés, por lo que el paciente
debe estar en reposo por lo menos durante 15 minutos. La posicion erecta durante 15
minutos causa un aumento del 4 al 7% del nivel de calcio, antes de la extraccion el
paciente no debera realizar ejercicio con los musculos de los brazos (19).

La extraccion de la muestra se realizara entre las 8:00 a las 10:00 horas de la mafiana.
Debido a que posee ritmo circadiano, con los valores més altos a las 14 — 16 horas y
una declinacion hasta valores basicos a las 8 de la mafiana (19).

Al extraer la muestra, el individuo debe estar sentado con su brazo a cuarenta y cinco
grados de la posicion horizontal. La puncion se debera hacer en la fosa antecubital,
sin torniquete solo se permite una pequefa presion con el dedo para localizar la vena
(19).

Se obtendra una muestra de sangre en un tubo con anticoagulante EDTA, para la

determinacion de la PTH y un tubo sin anticoagulante para determinar calcio y fésforo.
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La sangre total con EDTA se considera muestra mas adecuada para la medicion de la

PTH intacta (32,33).

J. Manejo estadistico de los valores de referencia.

Para efectuar el anélisis estadisticos de los valores de referencia se utilizan métodos
paramétricos como la distribucién de probabilidades de Gauss, este proporciona un
estimado de la media y de la desviacion estandar. Esta misma se aplica a otras
distribuciones paramétricas como las de Kurtosis. Utilizando estos métodos se obtiene una
aproximacion del intervalo de referencia que es usualmente del 95% de la distribucion de
referencia y es delimitado por los percentiles 2.5 y 97.5 que ayudan a graduar la admision
de la distribucion (14).

En ocasiones se puede utilizar el analisis estadistico no paramétrico de los valores
de referencia, el cual consiste en: seleccionar y ordenar todos los valores, asignar rangos
numeéricos a los valores, contar todos los valores de rango entre 2.5y 97.5 y buscar el valor
percentil correspondiente en la tabla de seleccidn de valores de referencia. Al utilizar un
método no paramétrico es recomendable que el numero minimo de muestras de referencia
sea de 120, el cual es necesario para obtener el 90% de los intervalos de confianza para ser

computarizados no paramétricamente alrededor de cada limite de referencia (23).

K. Control de calidad.

El control de calidad de las pruebas analiticas, se lleva a cabo con el fin de asegurar
la confiabilidad de cada medicion que se realiza a la muestra de un paciente. Este se
define como las actividades y técnicas necesarias para cumplir con los requisitos de calidad

concernientes al monitoreo de los procedimientos realizados en el laboratorio (2, 34).
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Es importante que el laboratorio lleve a cabo un control de calidad externo, en el
gue una institucion ajena provee muestras desconocidas para su analisis. Los resultados
son remitidos para su evaluacion independientemente y devueltos al laboratorio participante
con una evaluacion de rendimiento, aceptable o inaceptable. Existen diversos fabricantes
de materiales de control de calidad, que proporcionan programas en los cuales los
laboratorios reciben informes en los que se comparan los resultados del control de calidad
(medias y desviaciones estdndar) con las de otros usuarios semejantes de los mismos
materiales de control. Estos son extremadamente Utiles porque permiten establecer si
existen problemas con el método utilizado o material para el control de calidad. En esté
estudio se solicito al Centro de educacién médica e investigacion (CEMIC), participar en su
programa de control de calidad Buenos Aires (9,35).

De la misma manera es indispensable que el laboratorio cuente con un programa de
control de calidad interno. Los valores obtenidos de los individuos de referencia para los
diferentes analitos deben ser confiables, para lograr esto es necesario implementar un
programa de control de calidad interno. Este debe realizarse como parte de la rutina diaria
de un laboratorio. Debido a que las muestras de control de calidad y las de los pacientes
son analizados por el mismo sistema, los datos de ambos reflejan cambios que ocurren en el
sistema, de modo que con dos fuentes de datos se puede seleccionar una combinacion
operacional efectiva de herramientas que cubran mejor sus necesidades (35).

Es necesario realizar la calibracion de los equipos a utilizar con los calibradores
adecuados. Un calibrador es una suspensién que posee un valor establecido por el
fabricante, el cual se utiliza con el objetivo de mantener un nivel estable de exactitud

analitica (2). El analizador automatizo Elecsys® 1010. Roche, utilizado para la



38

determinacion de PTH, posee un estuche de calibradores PTH CalSet Elecsys®. Estos
consisten en suero humano liofilizado completado con PTH sintética en dos intervalos de

concentracion (18).

IV. JUSTIFICACION

Los laboratorios clinicos de Guatemala, no cuentan con valores y limites de
referencia especificos para la hormona paratiroidea intacta, para una poblacion adulta
comprendida entre los 20 a 40 afios de edad. Los valores de referencia utilizados
actualmente son tomados de poblaciones con distintos factores nutricionales y ambientales
a los de nuestro pais.

Por lo tanto, es importante determinar los valores de referencia apropiados para la
poblacion guatemalteca, con un método y en condiciones adecuadas. Estos nuevos valores
de referencia contribuirdn al mejoramiento del diagnostico de enfermedades tales como,
hipocalcemia, hipercalcemia, enfermedades metabdlicas d&seas, hiperparatiroidismo

primario, secundario y terciario asi como hipoparatiroidismo.
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Existen inmunoensayos desarrollados para determinar varios fragmentos de la
molécula de PTH, estos poseen anticuerpos especificos contra diferentes regiones de la
PTH. Estos son C - terminal, N — terminal o fragmentos intermedios de la molécula. Estos
anticuerpos no solo reconocen una region especifica sino también fragmentos similares,
obteniendo asi resultados no confiables. La medicion selectiva de la hormona paratiroidea
intacta permite determinar directamente la actividad secretora de la glandula paratiroidea.
El ensayo para determinar la PTH intacta como lo es Elecsys® PTH intacta, posee la
sensibilidad necesaria para detectar la molécula intacta circulante y permite detectar una

disminucion funcional de la glandula paratiroidea.

V. OBJETIVO

General
Determinar los valores de referencia para la hormona paratiroidea intacta por el método

de electroquimioluminiscencia, en una poblacién adulta sana comprendida entre las

edades de 20 a 40 afios en el area metropolitana de la ciudad capital de Guatemala.

Especifico
Establecer si existe diferencia entre los valores de referencia reportados en la literatura,

con los valores obtenidos en la poblacion de estudio.
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VI. HIPOTESIS
Existe diferencia entre los valores de referencia de la hormona paratiroidea intacta,
determinados en una poblacion adulta comprendida entre los 20 a 40 afios de edad del
area metropolitana de la ciudad capital de Guatemala, con los valores reportados en al
literatura o0 en otras poblaciones de referencia utilizando el método  de

electroquimioluminiscensia.
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VII. MATERIALES Y METODOS
A. Universo:
Poblacién adulta, del &rea metropolitana de la ciudad de Guatemala.
B. Muestra:
Comprendida por un grupo de 120 hombres y 120 mujeres con las mismas
caracteristicas que el universo y que cumplieran con los criterios de inclusién y
exclusion.
1. Criterios de inclusion:
Se incluyo en el estudio, individuos que cumplieran con las siguientes caracteristicas:
- 20 a 40 afios de edad.
- Aparentemente sanos y sin presencia de enfermedades subyacentes o sistematicas

- Peso corporal estable en los ultimos 6 meses.



- Ayuno de 8 a 10 horas antes de la extraccion sanguinea.

2. Criterios de exclusion:

Se excluyo del estudio, individuos que:

Estuviesen ingiriendo vitamina D

Estuviesen ingiriendo calcio
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- Personas que padecieran de hipercalcemia, hipocalcemia, hiperparatiroidismo y/o

hipoparatiroidesmo.

- Individuos que utilicen drogas que afecten el metabolismo del calcio como,

bisfosfonatos, calcitonina, fluoruros, tiacidinas,
suplementos de vitamina D.

- Personas con cancer

- Mujeres embarazadas.

- Mujeres dando de lactar.

- Mujeres utilizando anticonceptivos.

- Personas obesas (Indice de masa corporal mayor a 30).

C. Recursos:
1. Humanos:
Br. Maria del Rosario Cérdoba Mena
Licenciado Eric Prera Mix
Licenciado Guillermo Gutiérrez
Licenciada Patricia Diaz
2. Institucional:

Laboratorio Clinico “Santa Clara”

glucorticoesteroides y

Personas desnutridas (Indice de masa corporal menor a 19).

Investigadora
Asesor
Asesor

Co-asesora



Banco de Sangre, Hospital General San Juan de Dios.
Roche®, Guatemala.
3. Fisico:
a. Equipo
- TermOmetro
- Centrifugadora congelada.
- Pipeta automética de volumen variable
- Roche/Hitachi® 902
- Analizador automatizado Elecsys® 1010. Roche.

- Congelador a —20° C.

b. Material de laboratorio

- Tubo de extraccion vacuette®.

- Tubo de extraccion vacuette® con anticuagulante (EDTA).
- Aguja 21 x 1.5 para vacuette®.

- Algodoén

- Alcohol

- Tubos de reaccion

- Pipetas Pasteur.

- Gradilla

- Hielera

- Marcador indeleble.
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c. Reactivos

- Estuche de reactivos Elecsys PTH intacta. Roche®: Microparticulas recubiertas
de estreptavidina: 0.72 mg/ml, anticuerpos monoclonales biotinilados anti-PTH
(ratén) 2.3 mg/l, anticuerpos monoclonales anti-PTH (ratén) marcados con quelato
de rutenio 2.0 mg/l y tampén fosfato 100 mmol/l pH 7.0.

- Set de reactivos para Calcio total. Roche®: Tampon etanolamina: 1 mmol/l pH
10.6, complexona o-cresolftaleina: 0.3 mmol/l, 8-hidroxiquinolina: 13.8 mmol/I
y acido clorhidrico: 122 mmol/l.

- Set de reactivos para Fosforo. Roche®: Acido sulfarico: 0.36 mmol/l, Molibdato
de amonio: 3.5 mmol/l y cloruro de sodio: 150 mmol/I

d. Controles

- PreciControl Bone 1,2 y 3. Roche®.

- Precipath — U. Roche®

- Precinorm — U. Roche®

- Control de calidad externo.

e. Calibradores:

Calibrador: C.f.a.s. (Calibrator for automated systems).

Elecsys PTH CalSet. Roche®
D. Metodologia:

Con el fin de cumplir con los criterios para seleccion de individuos de referencia
segun la guia del NCCLS (22), a los individuos participantes se les lleno una hoja de

consentimiento informado y éstos debieron firmar. De esta manera se manifiesto estar de
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acuerdo en participar en este estudio. Luego se les lleno un cuestionario disefiado para
cumplir con los criterios de inclusion y exclusion (ver anexo 1).

1. Toma de muestra:

a. Obtencidn de la muestra para la determinacion de PTH:

Los pacientes participantes debieron tener un ayuno de 8 a 10 horas y un reposo de por
lo menos 15 minutos antes de la toma de muestra. Se localizo el sitio de venopuncion, para
obtener 4 cc de sangre en tubo con anticoagulante EDTA, el se lleno hasta su capacidad
total. Se procedio a separar el plasma utilizando centrifuga refrigerada. EI plasma se
refrigero (2-8 °C) durante un lapso de tiempo no mayor de 2 horas, Yy posteriormente fue
procesado.

b. Obtencidn de muestra para la determinacion de calcio y fésforo:

Los pacientes debieron estar en las mismas condiciones establecidas para la obtencion
de muestra para la determinacién de PTH. Se localizo el sitio de venopuncion, para obtener
4 cc de sangre en tubo sin anticoagulante y con activador para coagulacién. Luego se
separo el suero de las células. El suero fue almacenado de 15-25 °C y procesado durante

las siguientes 2 horas.

2. Determinacion de PTH, calcio y fosforo:

a. Principio de PTH

Esté prueba utiliza el equipo automatizado Elecsys® para la determinacion de PTH
intacta se basa en el principio sandwich, en el que el anticuerpo monoclonal biotinado
reacciona con el fragmento N-terminal (aminoécidos 1-37) y el anticuerpo monoclonal
marcado con quelato de rutenio, con el fragmento C-terminal (aminoacidos 38-84). Esta
técnica estd basada en una reaccidn electroquimioluminiscente en la que se generan
especies altamente reactivas en la superficie de un electrodo a partir de precursores estables
(18).

i Procedimiento de medicién:
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- Poner a temperatura ambiente controles y reactivo para Elecsys® PTH

- Seleccionar en el equipo automatizado Elecsys® 1010 la prueba de PTH.

- Cargar el equipo automatizado Elecsys® 1010 con el estuche de reactivos y
controles para la prueba de PTH.

- Pipetear 250uL de cada muestra en una cubeta de reaccion.

- Colocar muestras en equipo automatizado Elecsys® 1010.

- Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion realizada en el
sistema a partir de una calibracion a dos puntos y una curva maestra incluida en el

codigo de barras del reactivo.

b. Principio de calcio
El método a utilizar para la determinacion de calcio es colorimétrico, en este se da la
reaccién entre el calcio y o-cresolftaleina-complexona en una solucion alcalina, formando
un complejo parpura el cual es medido fotométricamente dando una concentracion de
calcio directamente proporcional a la intensidad del color (20).
I. Procedimiento de medicion:
- Seleccionar la prueba para calcio en el equipo automatizado Hitachi® 902, el
equipo debe contar con el estuche de reactivo para calcio.
- Calibrar el equipo automatizado Hitachi®.
- Medicion de controles .
- Pipetear 200uL de cada muestra en cubetas de reaccion.
- Colocar muestras en el equipo Hitachi®.
- La determinacion e impresion de los resultados de calcio son realizados por el

equipo automatizado Hitachi® 902.

c. Principio de fosforo

El principio del método utilizado para la determinacion de fosforo inorganico, es de
punto final con muestra en blanco. EIl fésforo forma un complejo de fosfomolibdato de
amonio en presencia de &cido sulfurico, este complejo es medido fotométricamente (21).

i Procedimiento de medicion:
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- Seleccionar la prueba para fosforo en el equipo automatizado Hitachi® 902, el
equipo debe contar con el estuche de reactivo para fosforo.

- Calibrar el equipo automatizado Hitachi®.

- Medicion de controles .

- Pipetear 200uL de cada muestra en cubetas de reaccion.

- Colocar muestras en el equipo.

- La determinacion e impresion de los resultados de fésforo son realizados por el

equipo automatizado Hitachi® 902.

3. Control de calidad:

El control de calidad interno de este estudio realizé de la siguiente manera: Se
utilizaron los sueros control PreciControl Bone 1,2 y 3. Roche® para la prueba de PTH, los
cuales fueron medidos cada 30 muestras. Para la prueba de calcio y fosforo se utilizo el
control Precinorm — U. Roche®, realizando una determinacién cada 10 muestras. Para estas
pruebas también se realizo una determinacion con un control externo.

Se realizaron curvas de Levey-Jenings y se determino el coeficiente de variacion
para cada uno de los analitos.

E. Disefio estadistico:
1. Tipo de investigacion:

Estudio Descriptivo
2. Tipo de variables:

a) Variable Independiente.

Edad y género de los individuos en estudio.

b) Variable Dependiente.

Concentracién de la hormona paratiroidea intacta.



48

3. Disefio del muestreo.
a. Tamafio de la muestra

Se considerd que el tamafio de muestra adecuado estd comprendido por 240 individuos,
los cuales fueron seleccionados aleatoriamente de la poblacién del area metropolitana de la

ciudad de Guatemala. Con este nimero se obtiene un 95% de confiabilidad (11).

b. Marco de muestreo

Se muestrearon 120 hombres y 120 mujeres entre 20 a 40 afios de edad que asistieron
al Banco de Sangre del Hospital General San Juan de Dios y que cumplieron con los
criterios de inclusion y exclusion establecidos. Los participantes fueron divididos segin su
edad en grupos de quintiles, con el fin de tener una distribucion adecuada de la muestra

que incluya las edades comprendidas en el rango de edad establecido en este estudio.

4. Andlisis estadistico

Los valores obtenidos se procesaron primeramente utilizando estadistica descriptiva,
calculando media, mediana, desviacion estandar y varianza de la muestra. Se determino si
los datos presentaban una distribucion normal utilizando la prueba de Shapiro - Wilk. Por
medio de esta, se comprobd que los datos se alejan del modelo de distribucion normal, por
lo que se estimaron los percentiles 2.5 y 97.5 para obtener los limites de referencia. Para

este analisis se utilizo el programa STATA 6.0.
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VIl. RESULTADOS
En este estudio 240 individuos de referencia fueron estudiados, 120 mujeres y 120

hombres, comprendidos entre las edades de 20 a 40 afios del area metropolitana de la
ciudad de Guatemala. Los individuos participantes, fueron donadores voluntarios de sangre
en el banco de sangre del Hospital General San Juan de Dios.

Por medio de un cuestionario realizado previo a la extraccion sanguinea a todos los
participantes en este estudio, se evallo si estos cumplian con los criterios de inclusion y
exclusion previamente establecidos. Se determind que todos los individuos estuviesen
entre los 20 a 40 afios de edad, con un ayuno de 8 a 10 horas, asi como que ninguno
consumiera suplementos vitaminicos con calcio o vitamina D, drogas que afecten el
metabolismo del calcio, que padecieran de algin desorden hormonal o metabdlico y si
padecian de cancer o enfermedad en los rifiones. En el caso del género femenino también
se evalud el consumo de anticonceptivos, embarazo y si estaban dando de lactar. Se

determind el indice de Quetelet, para detectar desnutricion o sobrepeso.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que los intervalos de
referencia para la hormona paratiroidea fueron los que se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Valores de referencia para la Hormona Paratiroidea

Valor
Intervalo de referencia 23 a 77 pg/mL
Media 46.1 pg/mL
Desviacién estandar 14.7

Fuente: Datos experimentales.

Se obtuvo un valor minimo de 19.27 y maximo de 103.3. La prueba de normalidad
realizada fue la de Shapiro - Wilk, la cual indica que los datos no se comportan
normalmente (p<0.000001). Por lo que el rango normal se encuentra en los percentiles 2.5
y 97.5 que corresponden a los valores indicados en la tabla 1, los cuales corresponden a las
concentraciones minima y maxima respectivamente, los datos se presentan en el anexo 3.
Con el proposito de visualizar la distribucion de estos valores con respecto de una curva
normal, se realizd un histograma de distribucion con los datos obtenidos de los 240
individuos de referencia, utilizando el programa STATA 6.0, el cual se presenta en el anexo
4,

Los intervalos de referencia obtenidos para el género masculino y femenino fueron
los que se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Valores de referencia para la Hormona Paratiroidea para el género masculino y
femenino.

Masculino Femenino
Intervalo de referencia 23 a 74 pg/MI 24 a 82 pg/mL
Media 45.0 pg/Mi 47.1 pg/mL
Desviacion estandar 13.8 15.4

Fuente: Datos experimentales.
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La prueba de normalidad indica que los datos no se comportan normalmente con un
valor p 0.00004 y p 0.00003. Por lo que el rango normal se encuentra en los percentiles 2.5
y 97.5 que corresponden a los valores indicados en la tabla 2. En las graficas 2 y 3 que
corresponden al anexo 5 se muestran los histogramas de distribucion de los valores
agrupados por género con respecto de una curva normal.

En las tablas 3,4 y 5 se muestra los valores de la media y desviacion estandar,
obtenidos para calcio y fosforo por género de la poblacién estudiada.

Tabla 3. Valores estadisticos obtenidos para calcio y fésforo.

Media Desviacion estandar
Calcio 10.05 mg/dL 0.36
Fosforo 3.52 mg/dL 0.46

Fuente: Datos experimentales.

Tabla 4. Valores estadisticos obtenidos para calcio y fosforo género masculino. n=120

Media Desviacion estandar
Calcio 10.1 mg/dL 3.46
Fbsforo 0.35 mg/dL 0.44

Fuente: Datos experimentales.

Tabla 5. Valores estadisticos obtenidos para calcio y fosforo género femenino. n=120

Media Desviacion estandar
Calcio 10.0 mg/dL 3.57
Fdsforo 0.36 mg/dL 0.47

Fuente: Datos experimentales.

Los resultados obtenidos del calculo del indice de Quetelet, el cual relaciona peso y
talla se muestran en la tabla 6. Este pardmetro asume que todo valor menor a 19 indica
desnutricion y todo valor mayor de 30 indica obesidad.

Tabla 6. Valores del Indice de Quetelet

Género Media Rango
Masculino 25 20-29
Femenino 25 21-29

Fuente: Datos experimentales.
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En el control de calidad interno de la PTH se utilizaron sueros control de valores

normales y anormales (Precibone 1 o control normal, Precibone 2 y 3 o control anormal).

El valor control se determino cada treinta muestras, para el control normal se obtuvo una

media de 47.06 pg/mL, desviacion estandar 4.5 y un coeficiente de variaciéon de 9.5%. Los

controles anormales presentaron medias de 156.1 y 586.8 pg/mL, desviacion estandar 17.6

y 81.8 y coeficiente de variacion de 11.2 y 13.6%. Se realizaron curvas de Levy-Jennings

las cuales se presentan en las graficas 4, 5y 6, como se puede observar estas se encuentran

dentro de mas o menos dos desviaciones estandar.

Gréfica 4. Curva de Levy-Jennings para el control normal de la PTH.
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Fuente: Datos experimentales. . promedio; . primera desviacion estandar (DS);

: segunda DS; . tercera DS.

Gréafica 5. Curva de Levy-Jennings para el control anormal de la PTH



53

PreciControl Bone 2.

-

£ 200

S
o 180

o /\-\./\

S 160 §

c

2 140 / \

g —=

£ 120

S i m it i i e =
< 100

>

1 2 3 4 5 6 7
No. de determinaciones

Fuente: Datos experimentales. : promedio; . primera desviacidn estandar (DS);

3 segunda DS; - . tercera DS.



Gréafica 6. Curva de Levy-Jennings para el control anormal de la PTH.
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Fuente: Datos experimentales. T promedio; . primera desviacion estandar (DS);

. segunda DS; - . tercera DS.

Para el control de calidad interno de calcio y fésforo se utilizd un control normal
(Precinorm — U. Roche®). Los valores estadisticos obtenidos fueron de 9.35 mg/dL y 3.94
mg/dL para la media, 0.15 y 0.08 desviacion estandar y coeficiente de variacion 1.60% vy
2.01% respectivamente. Las curvas de Levy-Jennings fueron realizadas, en donde se
observa valores dentro de mas o menos dos desviaciones estandar, estas se presentan en las
gréficas 7y 8.

Grafica 7. Grafica de Levy-Jennings para el control normal de Calcio.




Valores obtenidos

WONDO®®

Precinorm - U.

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
No. de determinaciones

Fuente: Datos experimentales. . promedio; . primera desviacion estandar (DS);

: segunda DS; . tercera DS.



Gréafica 8. Curva de Levy-Jennings para el control normal de Fésforo.
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Fuente: Datos experimentales. : promedio; : primera desviacion estandar (DS);

. segunda DS; . tercera DS.

Para el control de calidad externo de calcio y fosforo, se utilizd un suero control
normal y anormal (Bio-rad® Control 1y 2), los resultados obtenidos para calcio fueron de
9.51 y 12.81mg/dL y para fosforo de 3.86 y 7.80mg/dL respectivamente. Los valores

obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos para este control.



IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Para establecer estos valores se selecciond una poblacién que cumplié con los
criterios de inclusion y exclusion previamente establecidos. Para asegurar una distribucion
homogénea de la poblacion, se realizaron grupos por quintiles correspondientes a las
edades comprendidas entre 20 a 40 afios. A deméas de los criterios evaluados por el
cuestionario, se obtuvieron los resultados de hematocrito, prueba rapida para VIH (virus de
inmunodeficiencia) y VDRL (Prueba de la reagina en portaobjetos) de los participantes, los
cuales fueron proporcionados por el banco de sangre del Hospital General San Juan de
Dios. La media del valor de hematocrito para hombres fue de 45% y para mujeres 42%.
Los resultados para la prueba rapida de VIH y VDRL fueron no reactivos o negativos. Lo
anterior indica que los participantes en este estudio son individuos aparentemente sanos y

sin enfermedades subyacentes.

Se obtuvieron los siguientes valores para establecer los limites de referencia, 23
pg/mL como limite inferior y 77 pg/mL como limite superior. Se calcularon los limites de
referencia por género, obteniendo para el género masculino un valor minimo de 23 y
maximo de 74 pg/mL, para el género femenino el valor minimo fue de 24 y el maximo de
82 pg/mL. De acuerdo con los valores reportados en la literatura 10 a 65 pg/mL, los
valores obtenidos en este estudio se encuentran elevados (1, 9, 13y 18). Con respecto a los
valores obtenidos por género, en la literatura no se han encontrado reportes de valores de
referencia por género para la PTH en el rango de edad evaluado (2, 9, 19). Al comparar
los valores obtenidos por género se observa un entrecruzamiento entre los mismos, por lo

que la diferencia entre ambos no se considera significativa.



Debido a que la hormona paratiroidea juega una funcion muy importante en la
homeostasis del calcio y fésforo, ambos se ven alteradas cuando los niveles de la PTH
varian (2, 13). Por lo tanto se obtuvieron las concentraciones de calcio y fosforo séricas de
cada individuo participante en el estudio. La media para el calcio fue de 10.05 mg/dL (8.60
a 10.2 mg/dL) y para el fosforo 3.52 mg/dL (2.7 a 4.5 mg/dL), las cuales se encuentran
dentro del rango normal de referencia del método utilizado, indicando que el metabolismo
del calcio y fésforo de estos pacientes es normal.

Se realiz6 una comparacién estadistica utilizandose la prueba del valor Z con un
nivel de significancia P de 0.05 por lo que, los valores de referencia de PTH obtenidos en
este estudio, no demuestran una diferencia estadisticamente significativa con los reportados

en la literatura.

Para asegurar la precision de los resultados obtenidos, se realizd un control de
calidad interno. El coeficiente de variacién para el control normal de la PTH fue de 9.5% y
los controles anormales altos fue de 11.2% y 13.6%. Los valores de los controles
anormales se encuentran moderadamente elevados, esta variabilidad pudo deberse a que las
determinaciones de estos fueron realizadas con dos lotes de reactivo diferentes. Los valores
de los controles permanecieron dentro de mas y menos 2 desviaciones estandar, por lo que
se evidencia reproducibilidad y precision en el rango de las concentraciones establecidas
para cada control y en la realizacion de esta prueba. En este estudio no se realizo un
control de calidad externo para evaluar el desempefio de la prueba de la hormona

paratiroidea, debido a que la disponibilidad de este fue limitada.



X. CONCLUSIONES
1. No existe diferencia estadisticamente significativa entre los valores de referencia para
la hormona paratiroidea obtenidos en este estudio y los reportados en la literatura.
2. Los valores de referencia reportados por la literatura pueden utilizarse para una
poblacion adulta de 20 a 40 afios de edad de la ciudad capital de Guatemala.
3. Los valores obtenidos, se deben de utilizar como una fuente de referencia para ser
comparados Unicamente, entre individuos de la misma edad que los que participaron en

este estudio y utilizando electroquimioluminiscencia como método de determinacion.



XI. RECOMENDACIONES
1. Con el fin de proporcionar un diagnostico medico y un manejo terapéutico adecuado, se
recomienda realizar mas estudios de referencia para la hormona paratiroidea en una
poblacion guatemalteca de recién nacidos, nifios e individuos con un rango de edad
mayor de 40 afios.
2. Es recomendable realizar mas estudios para valores o intervalos de referencia, ya que

estos conllevan a establecer y comprobar valores de referencia propios del pais.
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XII.  ANEXOS

Anexo no. 1

No. Identificacion
Fecha:

“DETERMINACION DE VALORES DE REFERENCIA PARA LA HORMONA
PARATIROIDEA INTACTA POR ELECTROQUIMIOLUMINISCENCIA EN UNA
POBLACION ADULTA SANA COMPRENDIDA ENTRE LOS 20 A 40 ANOS DE
EDAD EN EL AREA METROPOLITANA DE LA CIUDAD DE GUATEMALA.”

Consentimiento informado

Yo , estoy de acuerdo en participar
en este estudio; y declaro que mi participacion es completamente voluntaria y confidencial.
FIRMA:

INFORMACION PERSONAL

NOMBRE:

No. de Muestra:

EDAD: (afos) SEXO: (M) (F)
TALLA: M cm PESO: Ibs.

ANTECEDENTES CLINICOS

1. (Esta usted tomando vitamina D y/o calcio o algun suplemento vitaminico que los
contenga? (S (NO)

2. ¢Toma pastillas anticonceptivas? (S (NO)
¢Hace cuénto tiempo?

3. ¢Esta usted embarazada o sospecha estarlo? (SI) (NO)
4. (Esta usted dando de lactar? (S (NO)
5. ¢Padece usted de cancer? (S (NO)

6. ¢Ha padecido de desdrdenes metabolicos u hormonales tales como, hipercalcemia,
hipocalcemia, hiperparatiroidismo y/o hipotiroidismo? (S (NO)



7. ¢Padece usted de alguna enfermedad en los rifiones? (SI) (NO)
8. ¢Padece usted de alguna enfermedad del pancreas? (S (NO)

9. ¢Utiliza usted algiin medicamento? (S1) (NO)
Si consume alguno, especificar cual:

11

ESTADO NUTRICIONAL

Valor de Indice de Quetelet:

NORMAL.:
DESNUTRICION:
OBESIDAD:

CARACTERISTICAS DEL SUERO
NORMAL: LIPEMICO:

ICTERICO: HEMOLIZADO:

VALORES OBTENIDOS

PTH : pg/mL
CALCIO: mg/dL
FOSFORO: mg/dL
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OBSERVACIONES:

Anexo 2

Cuadro 1
Alteraciones bioquimicas en estados patolégicos paratiroideos. (2)

Variable Hiperpara-  Hiperpara-  Hiperpara-  Hipopara- Seudo-

Analitica tiroidimo tiroidimo tiroidimo tiroidimo hipopara-

Primario secundario  terciario tiroidimo

t tot | $ PTH

Normal a
Normal a
T T v v Calcio
Bajo a
Normal

Fasforo Normal a Normal a
inorgénico

Excrecion
T ¢ T ¢ urinaria de

calcio

T ¢ , aumentado; , disminuido.

t



Cuadro 2
Indice de Quetelet. (28)

Rango Hombre Mujer
ACEPTABLE 20-25 19-24
SOBREPESO 25-30 24-30

OBESO Mayor a 30 Mayor a 30

13



Anexo 3

Tabla 7

Resultados del valor de PTH intacta en la poblacidon total para la determinacion de
los valores de referencia de la hormona paratiroidea.

PTH intacta

19.3 324 365 418 472 531 648
19.8 324 367 419 472 533 653
20.5 326 368 419 473 535 654
20.5 328 368 419 474 535 66.1
21.8 329 369 423 475 535 @ 66.7
22.0 329 371 424 476 535 68.2
23.2 334 371 426 478 536 685
23.8 335 372 426 479 537 689
25.0 336 373 428 480 538 694
25.7 336 376 428 481 538 69.6
25.8 33.7 377 429 490 542 70.8
26.2 339 378 429 492 544 709
26.4 341 380 431 493 547 71.8
27.3 343 381 432 495 547 72.0
27.5 347 381 436 496 550 730
27.7 348 382 439 498 554 733
27.7 348 382 439 500 556 7338
28.2 350 384 442 501 559 743
28.5 350 385 442 501 561 74.6
29.2 350 388 442 503 56.2 75.1
30.1 351 391 445 504 564 759
30.2 352 391 445 505 570 768
30.4 355 392 446 507 578 772
30.4 356 394 446 508 581 77.4
30.6 356 396 448 509 585 809
30.9 356 399 451 513 593 822
31.0 358 400 452 514 602 851
31.3 359 401 455 516 605  86.7
314 359 403 456 518 609 953
31.4 36.0 409 458 519 609 103.3
31.7 36.2 409 459 522 617

31.8 36.3 409 460 524 622

31.8 364 410 462 524 623

32.0 364 412 464 526 624

32.3 365 416 466 531 64.1

Fuente: Datos experimentales.




Anexo 4

Gréfica 1
Histograma de datos totales comparado con curva normal de distribucion.

A4
3
c
o
3]
o 2 7
L
AT
0
! ! ! l \
20 40 60 80 100
PTH pg/mL

Fuente: Datos experimentales.



Anexo 5

Gréfica 2
Histograma de datos obtenidos del género masculino comparado con curva normal de
distribucion.
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Fuente: Datos experimentales.

Gréfica 3
Histograma de datos obtenidos del género femenino comparado con curva normal de
distribucion.
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Anexo 6

Tabla
Control de calidad.

PTH intacta. Control normal. PreciControl Bone 1. Roche ®

Determinacion  Valor pg/mL

45.27

50.86 Media: 47.06 pg/mL

54.42 Desviacion estandar: 4.51

51.96 Coeficiente de variacion: 9.59%
43.98

42.64

42.28

~No o wNE

PTH intacta. Control anormal. PreciControl Bone 2. Roche ®

Determinacion  Valor pg/mL

140.3

172.2 Media: 156.1 pg/mL

169.0 Desviacion estandar: 17.6

164.5 Coeficiente de variacion: 11.24%
172.1

137.6

135.2

~No ok~ OwWDN -

PTH intacta. Control anormal. PreciControl Bone 3. Roche ®

Determinacion  Valor pg/mL

515.9

704.4 Media: 586.8 pg/mL

502.4 Desviacion estandar: 81.8

646.1 Coeficiente de variacion: 13.9%
663.1

542.0

533.8

~No ok~ wWDN P
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