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Resumen

La parathormona es una proteina de 84
aminoacidos, muy importante en el diagnos-
tico de hipocalcemia o hipercalcemia, hiper-
paratiroidismo e hipoparatiroidismo y en el
seguimiento de la patologia 6sea en pacien-
tes renales, etc. Si bien el primer ensayo fue
publicado en 1963, aun hoy su medicion en
el laboratorio es un desafio parcialmente re-
suelto. Entre los tantos problemas podemos
mencionar los fragmentos circulantes que son
reconocidos por ensayos de segunda gene-
racién, la distinta especificidad de los anti-
cuerpos ante estos fragmentos, la falta de
un método de referencia, de estandarizacion
de los ensayos y de definicién de cual debe
ser la poblacién ideal para definir un rango de
referencia. Se requiere un avance en todos
estos aspectos para que los ensayos sean
comparables. A su vez, es muy importante
que los médicos conozcan estos problemas
y los usen como herramientas para la inter-
pretacién de un resultado. Es esencial que
los laboratorios implementen estrictos proce-
dimientos de control de calidad interno y su
participacién en un control de calidad externo
para evaluar su performance con respecto a
sus propias metodologias en relacion a otras.
Palabras clave: controversias, medicién, pa-
rathormona.

Summary

CONTROVERSIES IN MEASURING PARA-
THYROID HORMONE

Parathyroid hormone is a 84 aminoacid
protein very important in the diagnosis of hy-
pocalcemia and hypercalcemia, hyper and hy-
poparathyroidism and in the follow up of bone
disorders in renal patients. Although the first
assay was published in 1963, even today its
measurement in the laboratory is a partially-
resolved challenge. Common problems are
circulating fragments that are recognized by
second-generation assays, the different spec-
ificity of antibodies, the lack of a reference
method, the lack of assay standardization and
the lack of definition about which is the ideal
population to define a normal reference range.
Improvements in all of these aspects are re-
quired to make assays comparable. It is im-
portant that physicians know these aspects
and use them as tools to interpret one results.
It is essential that laboratories implement strict
internal quality control procedures and partici-
pation in external quality assessment schemes
to evaluate the performance among different-
methods.

Key words: controversies, measure, parathy-
roid hormone.
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La parathormona (PTH) es una proteina de
84 aminoacidos codificada en el cromosoma
11p y producida por la glandula paratiroidea.
Se sintetiza como una preproPTH (115 ami-
noacidos) que por enzimas especificas, se cli-
va a una proPTH y finalmente a PTH. Su vida
media en circulacién es muy corta (2-4 min) y
su metabolismo es principalmente hepatico,
si bien el rindn también metaboliza la hormo-
na intacta y algunos fragmentos.

Son bien conocidas las acciones sobre
érganos clasicos del metabolismo fosfocal-
cico: en el rifdn es hipocalciurica, hiperfosfa-
turica y estimula la enzima 1-alfa-hidroxilasa
(CYP27B1) que sintetiza la 1,25-dihidroxivi-
tamina D.

En el hueso es una hormona osteoclasto-
génica por aumento de expresion de RANKL
osteoblastico y disminucién de la sintesis de
esclerostina en osteocito.

Fradinger E: Controversias en la
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Ensayos de primera generacion

El primer ensayo fue un radioinmunoensa-
yo (RIA) y data de 1963. Desarrollado por Ber-
son y Yallow,! usaron anticuerpos policlonales
de cobayo y conejo dirigidos contra PTH bo-
vina. En los siguientes afios se desarrollaron
otros ensayos con anticuerpos dirigidos prin-
cipalmente a fragmentos carboxilo terminal y
fragmentos medios de la molécula (Figura 1).
Tenian como principal desventaja la inespe-
cificidad (por el uso de un solo anticuerpo) y
la retencion de fragmentos en pacientes con
filtrado glomerular bajo. En nuestro medio fue
muy conocido el ensayo desarrollado por el
Dr. Slatopolsky con un anticuerpo (CH9) cuya
curva de calibracién se realizaba con el frag-
mento “molécula media” y fue muy utilizado
en la década de 1980 hasta la aparicién de los
ensayos de segunda generacion.

NH2-PTH RIA

ENSAYOS DE PRIMERA GENERACION

MM/C -PTH RIA

\ 84

ENSAYOS DE SEGUNDA GENERACION

ENSAYOS DE TERCERA GENERACION

Figura 1. Los distintos anticuerpos dirigidos a la molécula de PTH en los ensayos de primera, segunda

y tercera generacion. Modificado de Garrett G, Sardiwal S, Lamb EJ, Goldsmith DJ. PTH- A particularly

tricky hormone: why measure it at all in kidney patients? Clin Am Soc Nephrol 2013; 8:299-312.

Ensayos de segunda generaciéon

Estos ensayos inmunorradiométricos
(IRMA) incorporaron un segundo anticuerpo
que conferia mayor especificidad y sensibi-
lidad. El primer anticuerpo (de captura) fue
dirigido a la regién C-terminal (entre ami-
noacidos 34-84) y el segundo anticuerpo
(de deteccion) a la region N-terminal (entre

aminoacidos 15-32) (Figura 1). El primero
de estos ensayos comerciales fue el Allegro
PTH (Nichol’s Institute)?y luego distintos pro-
veedores desarrollaron sus anticuerpos y au-
tomatizaron sus plataformas con deteccion
por quimioluminiscencia primero y luego por
electroquimioluminiscencia. Es importante
destacar que con el ensayo Allegro se publicé
el rango de referencia de PTH (10-65 pg/ml)
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mas frecuentemente citado durante afos y
con el que también se desarrollaron las nor-
mas de la Kidney Disease Outcomes Quali-
ty Initiative (KDOQI), hoy reemplazadas por
las normas Kidney Disease Improving Global
Outcomes (KDIGO).

Durante décadas se utilizaron y aun se
utilizan los ensayos de segunda generacion,
comercializados con el argumento de mayor
especificidad para PTH intacta (1-84). Pero
en 1992 se publicé un importante trabajo que
mostré que el nivel de PTH en pacientes con
enfermedad renal crénica no se correlacio-
naba con la patologia que la biopsia 6sea re-
velaba en esos pacientes.® Es decir que, en
ciertos casos, la PTH de segunda generacién
sobrestimaba el problema 6seo que realmen-
te existia. Al poco tiempo, Lepage y cols.
demostraron que estos ensayos, ademas de
dosar PTH 1-84, también dosaban fragmen-
tos (entre ellos un fragmento inactivo 7-84).
Vale decir que los médicos recibian (y reciben
actualmente) en los informes de laboratorio un
valor numérico que representa PTH “intacta”
sumada a otros fragmentos.

Ensayos de tercera generacion

Para resolver el problema del cruzamiento
con el fragmento 7-84 desarrollaron el segun-
do anticuerpo dirigido a la porcién mas distal
del NH, terminal (entre aminoacidos 1-4). El
primer ensayo fue comercializado por Scan-
tibodies Lab Inc.5¢ Se lo llamoé “whole” PTH
(PTH bioactiva 1-84) y ademas con el kit se
podia también medir PTH con un ensayo de
segunda generacion. La diferencia entre las
PTH de ambos ensayos era aproximadamente
la cantidad de fragmento 7-84 que el paciente
tenia en circulacion. Los resultados del primer
ensayo de tercera generacion mostraron que
el cruzamiento con 7-84 oscilaba entre 40-
60%, por lo que el rango de referencia de este
ensayo cambid sustancialmente (rango 5-31
pg/ml). El cociente entre la PTH bioactiva/PTH
de segunda generacion en sujetos normales,
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hemodializados, con hiperparatiroidismo pri-
mario, siempre resulté menor de 1, hasta que
se descubrié una excepcion a estos casos:
los pacientes con carcinoma paratiroideo pre-
sentaban un cociente PTH bioactiva/PTH de
segunda mayor de 1.7 Esto se debe a una for-
ma molecular llamada “amino PTH” (modifi-
cada probablemente en serina 17) que se “so-
breproduce” en estos pacientes. Los ensayos
de tercera generacién cruzan con esta forma
molecular (no asi los de segunda), por lo que
la relacién esta invertida y es mayor de uno.®
Posteriormente, varias empresas desarro-
llaron sus anticuerpos propios y automatiza-
ron sus plataformas, primero con deteccion
por quimioluminiscencia y luego por electro-
quimioluminiscencia. Recientemente se ha
publicado un trabajo donde se comparan los
dos ensayos comerciales de tercera genera-
cién mas conocidos, en el cual se observa en
el grafico Bland-Altman una clara diferencia
entre ambos en distintas concentraciones.
Hasta 200 pg/ml, el sesgo es en promedio 20
pg/ml, mientras que en concentraciones ma-
yores de 200 pg/ml el “bias” aumenta signifi-
cativamente.® Si bien ambos ensayos son de
tercera generacion, estas diferencias pueden
deberse a la calibracién de los ensayos, los
efectos de matriz o la especificidad de los an-
ticuerpos, como se explica mas adelante.

¢Ensayos de cuarta generaciéon?

Es bien conocido el metabolismo de la
PTH. Se sabe que se oxida en la metionina-8
y 18 y que la PTH oxidada es inactiva ya que
no puede reconocer al receptor PTH1R. En un
elegante disefio, Hocher y cols.'® desarrollaron
un método para separar por cromatografia de
afinidad la PTH oxidada (inactiva) de la PTH no
oxidada (activa). Al medir la PTH no oxidada
(posterior a su separacién de la oxidada) con
ensayos convencionales resulté que esta cir-
cula en concentraciones muy inferiores a las
esperadas: 7,7+1,55 pg/ml (mediat1 desvio
estandar) con rango de 5 a 14 pg/ml).
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Quiere decir que la PTH activa circulante
es en promedio 4 veces menor que lo que
usualmente medimos en el laboratorio. Queda
preguntarse si realmente sera necesario me-
dir PTH activa mediante este método (incé6-
modo), ya que cada muestra debe ser pasada
por una columna cromatografica y después
ensayada por inmunoensayo.

Ensayos por cromatografia liquida/espec-
trometria de masa (LC-MS/MS)

Se han publicado dos métodos que utili-
zan esta técnica, con el fin de alcanzar la posi-
bilidad de desarrollar un método de referencia
para PTH."'? Estos métodos realizan extrac-
cién por inmunoafinidad y posterior digestion
y cuantificacion por LC-MS/MS. Son métodos
muy promisorios desde lo analitico pero aun
tienen algunos problemas: el tratamiento pre-
vio de cada muestra y las variantes molecula-
res de PTH (fosforilada en serina-17 y oxidada
en metionina-18) no pueden ser distinguidas
(separadas) con estos métodos.

Comparacion entre métodos

Durante dos décadas se han publicado
gran cantidad de trabajos en los cuales se
comparan distintos ensayos de PTH."*"° Las
discrepancias entre los ensayos no difieren
demasiado, independientemente del afio de
la publicacion, y enfatizan la importancia de
estas variaciones al evaluar pacientes con
enfermedad renal crénica: un paciente podria
ser evaluado de manera distinta con respecto
a las guias KDIGO dependiendo del ensayo
utilizado, y por ende recibir un tratamiento no
adecuado.”™ Los diferentes anticuerpos con-
fieren distinta especificidad ya que tienen dis-
tinto cruzamiento con el 7-84 y otros fragmen-
tos. Esto en pacientes renales se hace mas
evidente y los valores de un ensayo pueden
duplicar al de otro. Un tema para considerar
es la presencia de anticuerpos heterdfilos.
Los ensayos pueden interferir por presencia
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de anticuerpos (anticobayo u otros) en el sue-
ro humano. En general, estos dan interferen-
cias positivas y valores de PTH altos. Ante
muestras sospechosas, tal problema puede
resolverse con bloqueantes (comerciales) de
esos anticuerpos.

Los estandares que usan los proveedores
de reactivos difieren entre si. Existe un Estan-
dar de Referencia Internacional (IS 95/646)
que podria mejorar la comparabilidad entre
distintas marcas. Para esto es necesario que
las empresas calibren sus inmunoensayos
contra este estandar. Hasta la fecha de la es-
critura de este articulo, ninguna empresa tiene
el ensayo calibrado contra este estandar, con
excepcion de un ensayo de 32 generacion.®

Participo del Programa de Control Externo
NEQAS desde hace 10 afios y regularmente
se ven las diferencias entre los distintos en-
sayos, muy similares a las publicadas.' Este
Programa NEQAS envia rutinariamente prue-
bas de recuperacion con PTH sintética y con
el IS 95/646 y los resultados demuestran cla-
ramente los problemas de estandarizacién: se
observan en algunos ensayos porcentajes de
recuperacion mayores de 200% (observacion
personal). Un estudio reciente compara dos
ensayos de tercera generacion antes y des-
pués de una recalibracién con IS 95/646.%° La
variabilidad entre los ensayos disminuye sig-
nificativamente y, mas aun, los rangos de re-
ferencia entre ambos se hacen comparables.

Variabilidad bioldgica

La variabilidad intraindividual (CVi) cuan-
do se utilizan ensayos de segunda genera-
cion promedia un 25%.2' En algunos estu-
dios mas recientes con ensayos de tercera
generacion, el CVi promedia un 30%.22 Estos
valores son muy importantes ya que estable-
cen un minimo cambio significativo para la
PTH de mas del 70%, lo que dificulta la inter-
pretacidon de una sola medicion de PTH. En
pacientes hemodializados, los valores de CVi
son mas elevados.
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Rango de referencia

Es muy importante mencionar que al dia
de hoy no existe un consenso acerca de cual
debe ser la muestra poblacional ideal para
establecer el rango de referencia de PTH. El
rango de referencia del kit Allegro (Nichol’s
Institute) no tomd en consideracion el estado
nutricional de la vitamina D. Se ha sugerido
que el limite superior normal de PTH es hasta
un 35% menor si se excluyen los individuos
con 25-hidroxivitamina D bajos.? En un trabajo
mas reciente se comparan los rangos de refe-
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rencia propuestos en los insertos de 10 kits co-
merciales y los rangos de referencia obtenidos
en una poblacion de “referencia”: 25-hidroxi-
vitamina D mayor de 30 ng/ml, clearence ma-
yor de 60 ml/min, calcio y fésforo normales.*
Se demuestra de manera concluyente que,
con algunas marcas comerciales, el limite su-
perior normal de PTH es inferior al propuesto
en el inserto pero en otros no (Tabla 1). A pesar
de estas diferencias, usando el rango de refe-
rencia de la poblacién repleta de vitamina D se
mejora la clasificacion de los pacientes hemo-
dializados de acuerdo con las guias KDIGO.

Tabla 1. Rangos de referencia segun el proveedor y obtenidos en poblacién de referencia: vita-
mina D > 30 ng/ml, clearance mayor de 60 ml/min, calcio y fésforo normal. Adaptado de Ref. 24

Ensayo Rango de referencia del Limites de referencia (95% de IC)

proveedor (pg/mil) en poblacién de referencia (pg/ml)

1 15,0 - 68,3 16,3 (14,1 -18,5) - 64,7 (62,5 -67,0)
2 12 -88 10,1(8,4-11,8) - 47,4 (45,7 - 49,1)
3 13-54 7,2 (5,9 - 8,6) - 35,7 (34,3 -37,0)
4 17,3-72,9 21,3(19,4 - 23,2) - 68,2 (66,2 - 70,1)
5 7,5-53,5 10,8 (9,1-12,6) - 47,5(45,8 -49,2)
6 15-65 18,7 (12,0 -15,4) - 50,2 (48,4 - 51,9)
7 14 - 66 78(5,8-98) - 49,7 (47,8-51,7)
8 12-65 5,4 (3,0-8,1) - 57,1(51,1-74,6)
9 55-38,4 4,6 (3,6 - 5,6) - 25,8(24,8 - 26,8)
10 5-39 6,8 (5,7 -7,9) - 30,8 (29,6 - 31,9)

Avances importantes

La International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC)
ha establecido un Grupo de Trabajo (Wor-
king group) con objetivos de corto y largo
plazo: preparar recomendaciones O6ptimas
en la fase preanalitica, recomendar las uni-
dades en las que se debe expresar la PTH
(pg/ml o pM), sugerir de manera urgente a la

industria la calibracién de los ensayos contra
el IS 95/646, desarrollar procedimientos de
medicién de referencia para la PTH y preparar
un panel de muestras de referencia (en plas-
ma), entre otros.? Luego de una muy impor-
tante revision se sugiere como muestra 6ptima
para PTH la sangre recolectada en tubos con
EDTA ya que es mas estable que en suero.?®
Se recomienda la separacion del plasma den-
tro de las 24 horas de la extraccién y guardarlo
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a 4 °C con el proceso analitico dentro de las
72 horas de extraida la muestra. La gran des-
ventaja de estas recomendaciones es que la
muestra extraida con EDTA no sirve para me-
dir calcio. Y hay que tener especial cuidado
en el rango de referencia, ya que para algunos
proveedores es distinto para plasma que para
suero. Estas recomendaciones no implican
que el suero no se pueda utilizar. La centrifu-
gacion en estos casos debe ser inmediata y
no dejar el suero a temperatura ambiente por
mas de 2 horas.

Conclusiones

El proceso de mejora de los ensayos de
PTH es mas lento que el que se realiza para
otros analitos con problemas analiticos simi-
lares, como por ejemplo la 25-hidroxivitamina
D.?” Es evidente y légico pensar que en el fu-
turo se medira PTH solo con ensayos de ter-
cera generacion por el simple hecho de que
en estos ensayos ya no estamos midiendo
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