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Diferencias en la funcién de los péptidos paratiroideos.

¢ Qué estamos midiendo?
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esde el descubrimiento anatémico de la glandula para-

tiroides en 1825 hasta que Collip demostré que la ad-

ministracién de la hormona paratiroidea (PTH) preve-
nia la tetania y normalizaba el calcio plasmético"? pasé un
siglo. De manera mucho mads rdpida, en las dos tltimas décadas
se han ido conociendo mecanismos moleculares y afiadiendo
muchos factores que actian coordinadamente en la glandula
paratiroides para conseguir regular el calcio sérico. La identifi-
cacién y clonacion de los receptores de la PTH, del calcio y de
la vitamina D y el conocimiento de los desérdenes hereditarios
relacionados, han permitido avanzar en el conocimiento de este
complicado entramado. Se ha evidenciado también que el f6s-
foro tiene un papel protagonista en la regulacién de la PTH. Sin
embargo, atin desconocemos la existencia de receptores especi-
ficos para el mismo en la gldndula paratiroides’. Recientemen-
te, los estudios en ratones knock-out nos ha permitido conocer
las conexiones del factor de crecimiento fibroblastico (FGF 23)
con el fésforo, la vitamina D y la PTH*. Por tltimo, como otra
pieza mas en este complicado puzzle, existen evidencias re-
cientes que apuntan a que fragmentos de la PTH pueden ejercer
un papel antagdénico de la molécula intacta, ejerciendo una fun-
cién hipocalcemiante.

Existen, diversos péptidos paratiroideos circulantes, con
diferente funcién e incluso que actian a través de diferente
receptor. La figura la muestra un esquema de los diferentes
fragmentos de PTH circulantes conocidos en la actualidad:

— La PTH intacta (PTH 1-84) esta constituida por un pép-
tido de 84 aminoacidos (AA), que se obtiene por proteo-
lisis consecutiva de 2 péptidos mds largos de 115 AA'y
90 AA respectivamente.

— Los fragmentos carboxi-terminales son todos aquellos que
conservan la porciéon C-terminal y les falta una serie de
AA en la porcion N-terminal. Se diferencian dos grupos:
1. Los mas largos, «N-truncados» han perdido una serie

de AA en cualquier lugar del segmento comprendido
entre los AA 1 a 34. Su existencia ha sido descubierta
en los dltimos afios’ y se han denominado «PTH no
1-84» (fig. 1a).
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2. Existe otro grupo de fragmentos C-terminales: aque-
llos a los que les falta un segmento que va mas alla
del AA 34 y empiezan su N estructura en la posicién
34, 37, 41 y 43. Estos fragmentos son los denomina-
dos clasicamente «C-terminales» (fig. 1a).

— Otro fragmento recientemente descubierto se denomina
«amino PTH» y tiene una secuencia de AA similar a la
molécula intacta (1-84) pero presenta una fosforiliza-
cioén en el AA 17° Se desconoce su funcién. Reciente-
mente se ha observado que existe en mayor proporcién
en pacientes con carcinoma paratiroideo y en pacientes
con hiperparatiroidismo primario y secundario severo’.

Debido a que los fragmentos C-terminales son biolégicamen-
te activos y actdan a través de un receptor diferente, algunos au-
tores han propuesto el término de «polihormona paratiroidea»®.
Estos péptidos paratiroideos tienen diferentes acciones y meca-
nismos de regulacién y metabolismo:

La PTH intacta o fragmento 1-84 es la responsable de las
funciones cldsicas sobre hueso y rifién y sobre la enzima «vi-
tamina D-1 alfa hidroxilasa», induciendo la sintesis de calci-
triol. Todas estas acciones tienen un Unico objetivo: elevar el
calcio plasmatico. En la glandula paratiroidea, el receptor
sensor del calcio (RSCa)’ estd directamente implicado en el
mecanismo responsable de modular la liberacién de la hor-
mona paratiroidea en funcién del nivel de calcio extracelular.
Asi, en situaciones de hipocalcemia, se estimula la sintesis y
liberacién de PTH. La hiperfosfatemia también es un potente
estimulador de su sintesis y secrecion. Por el contario, el cal-
citriol a través de su receptor (VDR) tiene un efecto inhibidor.
Las acciones cldsicas de la PTH 1-84 estdn mediadas por un
receptor (PTHR1) comun para la PTH y la proteina relaciona-
da con la PTH (PTH rP), presente en muchos tejidos. Es nece-
saria para su activacion la secuencia amino-terminal, consti-
tuida por los 34 primeros AA (estructura N-terminal). La
interaccién de la porcién amino-terminal con el reptor PTHRI1
activa la via de la Protein kinasa A 'y C en los tejidos diana.

En estudios experimentales se ha observado que los frag-
mentos denominados «no-1-84», entre los que el fragmento
7-84 es el mas abundante, tienen efectos bidlogicos antagdni-
cos a los de la molécula intacta. En efecto, poseen efectos hi-
pocalcemiantes, hiperfosfatémicos e hipofosfatiricos. Por
otra parte, antagonizan el efecto hipercalcemiante de la PTH
(1-34) y de la PTH (1-84). Ademds, son inhibidores de la os-
teoclastogénesis inducida por la vitaminaD". Todos los frag-
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Figura 1. Péptidos paratiroideos y su determinacion cuantitativa segun el método de medida utilizado. 1a) Muestra los diferentes péptidos paratiroi-
deos. La hormona paratiroidea (PTH 1-84) est4 constituida por un péptido de 84 aminodcidos (AA). Con una zona N-terminal compuesta de 34 AA,
imprescindible para interaccionar con el receptor PTH1R y ejercer las funciones clésicas hipercalcemiantes. El extremo opuesto es el denominado C-ter-
minal. «PTH No- (1-84)» han perdido una serie de AA en cualquier lugar del segmento comprendido entre los AA 1 a 34. De ellos, el mas abundante y
estudiado es el fragmento 7-84; y Los fragmentos C-terminales. Cuando les falta un segmento que va mas alla del AA 34 y empiezan su N estructura
en la posicion 34, 37, 41y 43. La amino PTH: Tiene una secuencia de AA similar a la molécula intacta (1-84) pero presenta una fosforilizacion en el AA
17. 1b) Ensayo de primera generacion utilizando un anticuerpo dirigido contra la zona C-terminal de la molécula de PTH (AC1 C-terminal). La linea de
la flecha indica el punto de union de los fragmentos de PTH con el anticuerpo. Se detectan todos los fragmentos que se unen a dicho anticuerpo.
Como puede observarse, ademas de la PTH 1-84 se valoran todos los demas fragmentos de PTH circulantes, con lo que se sobreestima ampliamente el
nivel de PTH intacta. 1c) Ensayo de segunda generacion utilizando 2 anticuerpos, uno dirigido contra la zona amino terminal de la molécula (AC1, con-
tra la amplia zona 1-34) y otro contra la zona C-terminal de la molécula de PTH (AC2, 39-84). Las lineas de las flechas indican el punto de unién de los
fragmentos de PTH con los anticuerpos. Se cuantifican en el ensayo solo los fragmentos que se unen a ambos anticuerpos. Como puede observarse,
ademas de la PTH 1-84, el ensayo detecta todos los fragmentos «no 1-84», y la «<amino PTH». Unicamente quedan fuera de la cuantificacion los frag-
mentos C-terminales. 1d) Ensayo de tercera generacién utilizando 2 anticuerpos, uno dirigido contra la zona amino terminal de la molécula (AC1, en
este caso solo contra los 4 6 5 primeros aminoéacidos de la PTH) y otro contra la zona C-terminal de la molécula de PTH (AC2, 39-84). Las lineas de las
flechas indican el punto de unién de los fragmentos de PTH con los anticuerpos. Se cuantifican en el ensayo solo los fragmentos que se unen a ambos
anticuerpos. Como puede observarse, en este caso solo se detectan la PTH 1-84 y la «amino-PTH».

mentos de tipo carboxiterminal de la molécula de PTH se Los estudios in vivo, se han realizado en ratas paratiroidecto-
unen a un nuevo tipo de receptor de la hormona en las células ~ mizadas. La administracién de PTH 7-84, disminuye el calcio y
6seas (CPTHR), distinto del receptor PTHR1 que necesita la  fosfato sérico e inhibe la fosfaturia inducida por la PTH 1-84,
zona aminoterminal 1-34 de la PTH intacta para su activa-  sugiriendo que favorece la entrada de calcio y fosfato dentro
cion'. del hueso". Slatopolsky y cols."?, demostraron que las ratas tiro-
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paratiroidectomizadas se hacen hipercalcemicas cuando se les
administra PTH 1-84 y el fragmento 1-34 (Teriparatide) y que
la administracién simultanea de PTH 7-84 bloquea este efecto
e induce hipocalcemia. Ademds demostraron que la administra-
cion de PTH 7-84 se acompaia de una disminucién del nimero
de osteoclastos y osteoblastos y que la formacién ésea inducida
por PTH 1-84 es anulada cuando se administra simultdneamen-
te PTH 7-84, por lo que parece que las diferencias provocadas
en los niveles séricos de calcio se deben a un efecto directo
sobre el hueso. Los autores sugieren la interesante hipétesis de
que el acumulo de estos fragmentos en la uremia sea responsa-
ble en parte de la resistencia esquelética a la PTH".

Atn no se han identificado las acciones de los fragmentos
carboxi-terminales (incluidos los no 1-84) en contextos fisio-
l6gicos y patolégicos. Probablemente su efecto bioldgico
tenga mayor relieve en la insuficiencia renal debido a que se
alcanzan mayores niveles circulantes. Experimentalmente se ha
comprobado que en situaciones de hipocalcemia aguda se
favorece la excreciéon de PTH 1-84 sobre la de fragmentos
carboxi-terminales y la induccion de hipercalcemia aguda in-
vierte la proporcién. En situaciones de hipocalcemia crénica,
cuanto mas PTH se necesita para mantener el Ca (por ejem-
plo, en la insuficiencia renal crénica con déficit de vitamina
D), mas PTH 1-84 es secretada a todos los valores de calcio y
menos fragmentos carboxi-terminales. Lo mismo ocurre en la
situacién inversa. Cuanto menos PTH se necesita (por ejem-
plo en la hipercalcemia provocada por la vitamina D), se se-
creta menos proporcién de PTH 1-84 y mds fragmentos car-
boxiterminales'. Por tanto, ya que los cambios en calcio
sérico regulan el cociente de PTH 1-84/C- PTH, secretada en

glandulas paratiroides, es logico deducir que algin papel fi-
siolégico deben tener los fragmentos carboxi-terminales'*'.

Los fragmentos carboxi- terminales ejercen su accion a tra-
vés de un receptor diferente (CPTHR) del PTHRI que atin no
estd bien definido ni clonado. Se ha demostrado que esta pre-
sente en la membrana citoplasmatica de las células renales de
pollo, células de osteosarcoma de rata y osteocite-like cells de
hueso de raton. Estas células, con ablacién del PTH R1, se
han usado para demostrar la afinidad de los fragmentos car-
boxi-terminales por este receptor. No existen hasta la fecha
datos in vivo que demuestren la existencia del receptor'*'¢.

La regulaciéon y metabolismo de los diferentes fragmentos
condiciona sus niveles plasmaticos. En individuos sanos la canti-
dad de C-PTH circulante es muy superior (80%) a la de la molé-
cula intacta (20%). Esta desproporcion probablemente estd justi-
ficada por la vida media mds corta de esta dltima (5-8 minutos).
Los fragmentos carboxi-terminales se eliminan por via renal y se
acumulan cuando existe disminucién del filtrado glomerular. Por
ello, en la insuficiencia renal, se acumulan este tipo de fragmen-
tos que se encuentran en una proporcion del 95%". La figura 2
muestra las diferentes proporciones de fragmentos circulantes de
PTH en individuos sanos y en la insuficiencia renal.

La secrecién y metabolismo de los diferentes fragmentos de
la PTH se ilustra de manera integrada en la figura 3. La glandula
paratiroidea libera PTH 1-84 y fragmentos C-PTH en cantidades
proporcionales al calcio sérico. En situacién de hipocalcemia la
proporcién de PTH 1-84 secretada es mayor y por el contrario la
hipocalcemia incrementa la cantidad de fragmentos C-PTH se-
cretados. Todos ellos, ejercen su efecto en el hueso interaccio-
nando con sus receptores especificos (PTHR1 o CPTHR) o son

Sujetos sanos

80%

H PTH intacta
O Fragmentos C-terminales

Fallo renal crénico

95%

E PTH intacta
O Fragmentos C-terminales

M (1-84) PTH [ No (1-84) PTH B NH, PTH

[ (1-84) PTH O No (1-84) PTH I NH, PTH

Figura 2. Péptidos paratiroideos
circulantes. En individuos sanos
la cantidad de C-PTH circulante
es muy superior (80%) a la de la
molécula intacta (20%) debido a
su vida media més corta (5-8 mi-
nutos). Los fragmentos C-PTH se
eliminan por via renal, por este
motivo en la insuficiencia renal,
los fragmentos C-PTH que se en-
cuentran en una proporcién del
95%. Como muestra la figura, lo
que se detecta como «PTH intac-
ta» con los métodos actuales, de
segunda generacion, comprende
una serie de péptidos diferentes
((PTH 1-84), PTH No 1-84 y amino
PTH), la proporcion de los cuales
también es diferente en la insufi-
ciencia renal.
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Figura 3. Regulacion de la secrecién y metabolismo de
los péptidos paratiroideos. La figura ilustra de manera
integrada la secrecion y metabolismo de los diferentes
fragmentos de la PTH. La gladndula paratiroidea libera
PTH 1-84 y fragmentos C-PTH en cantidades proporcio-
nales al calcio sérico. En situacion de hipocalcemia la
proporcion de PTH 1-84 secretada es mayor y por el con-
trario la hipocalcemia incrementa la cantidad de frag-
mentos C-PTH secretados. Todos ellos, ejercen su efecto
en el hueso interaccionando con sus receptores especifi-
cos (PTHR1 o CPTHR) o son eliminados por el rifidn e hi-
gado. En las células de Kupffer hepaticas, la PTH 1-84 es
rapidamente degradada en una serie de fragmentos C-
terminales idénticos a los secretados por la paratiroides,

eliminados por el rifién e higado. En las células de Kupffer hepa-
ticas, la PTH 1-84 es rapidamente degradada en una serie de
fragmentos carboxi-terminales idénticos a los secretados por la
paratiroides, que vuelven de nuevo a la circulacion®.

Dado que la existencia de muchos de estos fragmentos de
PTH era desconocida hasta fechas relativamente recientes, los
ensayos existentes para la cuantificacién de la PTH 1-84 pre-
sentaban y presentan valores cruzados con otros péptidos pa-
ratiroideos. Este hecho puede representar un problema clinico
importante a la hora de evaluar la situacién de niveles de esta
hormona, de cara a establecer un tratamiento, especialmente
en el caso de los pacientes con enfermedad renal crénica.

Las primeras determinaciones de los niveles de PTH en suero
se realizaron por la técnica de radioinmunoanalisis (RIA) alre-
dedor del afio 1980. Se trataba de ensayos montados en los pro-
pios laboratorios donde se generaban los anticuerpos y se mar-
caba la hormona con I-125. En el ensayo se utilizaba un tnico
anticuerpo anti-PTH que detectaba diferentes fragmentos de la
hormona, dependiendo de la zona de la misma que reconociera.
Asi, existian radioinmunoanalisis (RIAs) amino-terminales, me-
dios o carboxi-terminales de PTH. Los carboxi-terminales eran
los més utilizados, pero como muestra la figura 1b, ademads de la
PTH 1-84 se valoraban todos los demds fragmentos de PTH cir-
culantes, con lo cual se sobreestimaba ampliamente el verdade-
ro valor de la PTH fisiolégicamente activa («intacta»), especial-
mente en los pacientes con insuficiencia renal, en que la
proporcién de fragmentos circulantes C-terminales era mucho
mayor que en los sujetos con una funcién renal normal.

La situacién para los laboratorios fue mejorando, porque co-
menzaron a existir kits comerciales para la determinacién de PTH,
con lo que no era necesario marcar la hormona ni fabricar los anti-
cuerpos para realizar la determinacion, aunque el problema de la
sobrevaloracién de niveles continuaba siendo el mismo. Estos en-
sayos se han denominado de primera generacion (fig. 1b).
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que vuelven de nuevo a la circulacion (8).

Un salto cualitativo muy importante se dio en 1987", cuan-
do el Nichols Institute Diagnostic Inc desarroll6 un ensayo in-
munorradiométrico (IRMA) para la deteccion de la PTH, el
primero de los denominados andlisis de «PTH-intacta». El en-
sayo utilizaba dos anticuerpos: uno dirigido contra la zona
amino-terminal (epitopo 1-34) y otro contra la carboxitermi-
nal (39-84). Para ser cuantificado, un determinado fragmento
tenia que unirse simultineamente a ambos anticuerpos. Dado
que en esas fechas se desconocia la existencia de los fragmen-
tos de PTH denominados «no 1-84», descubiertos mas recien-
temente’, y del fragmento «amino-PTH»®, la creencia genera-
lizada era que sélo se estaban valorando los niveles de la PTH
1-84 intacta y, por la tanto, de la fisiolégicamente activa.

Teéricamente, el ensayo era tan perfecto, que a partir de di-
versos estudios realizados comparando histomorfometria con
niveles de PTH por el IRMA de Nichols"* se elaboraron las
guias de la «National Kidney Foundation/Kidney-Dialysis
Outcomes Quality Initiative (NKF/K-DOQI)* recomendando
mantener los niveles de PTH de los pacientes con osteodistro-
fia renal entre 150 y 300 ng/1.

La figura 1c muestra todos los fragmentos de PTH detecta-
dos por los IRMAs denominados de «PTH intacta». Como
puede observarse, ademds de la verdadera PTH 1-84, detectan
los fragmentos de la PTH «no 1-84» y la «amino-PTH», que-
dando fuera de su valoracién unicamente los fragmentos de
PTH C-terminales.

Diversas casas comerciales desarrollaron a lo largo del
tiempo sus propios kits del tipo IRMA o electroquimiolumi-
niscencia de la denominada «PTH-intacta». En general, todos
utilizan anticuerpos dirigidos contra los mismos epitopos de
la casa Nichols, salvo el ensayo de Roche denominado
Elecsys, que utiliza anticuerpos contra las zonas 26-32 y 55-
64 de la PTH, y que es el tnico que no detecta el fragmento
de amino-PTH, aunque si todos los «no 1-84», al igual que

Nefrologia (2008) 2, 123-128
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H rRMA Figura 4. Resultados de la encuesta espafiola sobre
metodos de determinacion de PTH utilizados. De las
125 respuestas recibidas, en 107 Centros (86%), se
utilizan métodos de EQLM. En 18 Centros (14%), se
utilizan métodos isotdpicos (IRMA). EQLM: Eletro-
quimioluminiscencia. IRMA: Radioinmunoanalisis.

los ensayos de este tipo de las demads casas comerciales. Estos
ensayos se han denominado de 2 generacion (fig. 1c¢).

A raiz del descubrimiento de los fragmentos de PTH «no 1-
84», la propia casa Nichols (desaparecida en la actualidad del
mercado), y otras casas comerciales como Scantibodies, desa-
rrollaron nuevos métodos con dos anticuerpos, en que se con-
servaba el dirigido contra la zona carboxiterminal cldsico, pero
el de 1a zona aminoterminal iba dirigido contra los 4 6 5 primeros
aminodcidos de 1a molécula de PTH, con lo cual ya no se detec-
taban todos los fragmentos «no 1-84», aunque atin se cuantifica-
ba el «amino-terminal». La figura 1d, muestra los fragmentos
detectados por este tipo de ensayos, que se han denominado de
tercera generacion, de deteccion de «bio-PTH» o de deteccion
de «PTH entera». Como es facil deducir, el analisis de una
muestra por un ensayo de tercera generacién ofrece cifras
mucho menores que si se realiza por un ensayo de 2* genera-
cién, ya que no se estan midiendo todos los fragmentos de tipo
«no 1-84». Su determinacién no se ha generalizado en la practi-
ca clinica debido a que es un método técnicamente laborioso.
Otra limitacién para trasladarlo a la practica clinica es que no
existen estudios que correlacionen sus valores con la histopato-
logia 6sea en la enfermedad renal crénica, como ocurre con la
«PTH intacta»*?. Por otro lado, el hecho de que los niveles de
«bio-PTH» y «PTH intacta» se correlacionen muy estrechamen-
te ha favorecido el que no se imponga este método. Algunos au-
tores propusieron que la ratio PTH 1-84/PTH «entera» podria
ser de utilidad en el diagnéstico diferencial del bajo y alto re-
cambio 6seo, pero los estudios realizados en series cortas de pa-
cientes, no han cumplido las expectativas*?.

De este modo, si la cuantificacion de bio-PTH o PTH ente-
ra es actualmente inviable en la rutina clinica, debemos ser
conscientes de que la concentracion de PTH que nos propor-
ciona el laboratorio se ha cuantificado mediante un ensayo de
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segunda generacién y por tanto corresponde a la suma de
PTH 1-84 y PTH «no 1-84» (en algunos casos también de
amino-PTH, aunque es minoritaria), péptidos paratiroideos
que presentan efectos antagénicos.

Con ser serio el problema de la sobrevaloracion de la verdade-
ra PTH 1-84, existe otro problema afiadido que complica atn
mas la utilizacién de los resultados de estos ensayos por los clini-
cos: la falta de homogeneidad de los distintos fabricantes a la
hora de calibrar sus determinaciones. Al no utilizar los mismos
estandares de PTH, los resultados numéricos de una misma
muestra realizada por diferentes técnicas pueden variar de modo
muy significativo. Con lo que el intervalo «150-300 ng/l» de las
guias K/DOQ)Y, deja de ser vdlido. Y asi lo han constatado JC
Souberbielle y cols.”, en un estupendo trabajo publicado en 2006.

Esta variabilidad inter-método provoca que, dependiendo
del método utilizado, exista un porcentaje diferente de pa-
cientes que requieran tratamiento farmacoldgico o incluso pa-
ratiroidectomia, si asumimos que los valores de nuestro labo-
ratorio se corresponden con los utilizados en las guias
K/DOQI. Este error metodoldgico comporta toma de decisio-
nes clinicas inadecuadas, lo que conlleva repercusiones en
salud y debido a los desmesurados precios de los farmacos
utilizados en el tratamiento del hiperparatiroidismo, también
un considerable impacto econémico®.

Por todo ello, bajo los auspicios de la Sociedad Espaiiola de
Nefrologia, el grupo de estudio de medidas de PTH, formado
por expertos en metabolismo mineral y en andlisis clinicos, ha
realizado una encuesta entre los Servicios de Nefrologia espa-
fioles para conocer los métodos utilizados en nuestro pais. Ante
la gran variabilidad existente (fig. 4), este grupo se plante6 tam-
bién calcular la variabilidad inter-métodos para proporcionar a
los nefrélogos los factores de correccion que deben aplicarse
para obtener los valores que obtendrian con la Allegro intact
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Tabla I. Equivalencias entre los métodos de medida de
PTH mas utilizados en Espaina, el método de
Nichols (guias K/DOQI), y el método de medida
de «bio-PTH» de Scantibodies. El trabajo ha
sido realizado por el «Grupo de estudio de las
técnicas de medida de la PTH», bajo los auspi-
cios de la Sociedad Espainola de Nefrologia, y
va a ser publicado en detalle préximamente

PTH PTH PTH

pg/ml pg/ml pg/ml
IRMA NICHOLS 150 300 1.000
EQL Elecsys (Roche) 185 338 1.033
EQL Immulite (DPC) 191 342 1.048
EQL Advia Centaur (Bayer) 206 385 1.221
EQL Abbott 249 441 1.337
IRMA PTH intacta (Scantibodies) 142 264 833
IRMA bio-PTH (Scantibodies) 84 165 543

[J 3.7 Generacion 2.2 Generacion

PTH de Nichols (utilizada para los rangos de referencia de las
K/DOQI) y con la «bio PTH» de Scantibodies. Aunque este tra-
bajo estd aun en elaboracién, ya disponemos de resultados preli-
minares que avanzamos ya que pueden ser de utilidad en la
practica clinica. La tabla I muestra los resultados obtenidos al
analizar los niveles de PTH en 150 pacientes en hemodidlisis en
los que se determiné la PTH de manera simultdnea y en los la-
boratorios de la Fundacién Jiménez Diaz, Hospital de La Paz y
Hospital Gémez Ulla, utilizando los seis métodos mas emplea-
dos en nuestro pais. Llama la atencién la amplia variabilidad
inter-método que invalida las referencias de las K/DOQI. Los
nefrélogos deberdn en adelante informarnos del método utiliza-
do en nuestro laboratorio para aplicar los factores de correccion
correspondientes. Ello, permitird a los clinicos seguir utilizando
las mismas referencias y guias hasta que existan otras alternati-
vas validas.
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