us

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA, PEDIATRIA Y
RADIOLOGIA

TESIS DOCTORAL

NIVELES SERICOS DE OSTEOPROTEGERINA Y SU

RELACION CON LA ULTRASONOGRAFIA OSEA Y

LOS MARCADORES DE REMODELAMIENTO OSEO
EN RECIEN NACIDOS

AUTORA: Maria José Carbonero Celis
DIRECTOR : Prof. Dr. D. José Gonzalez-Hachero

Sevilla, Febrero 2008



José Gonzalez Hachero, Catedratico de Pediatria de la Facultad de Medicina de Sevilla
y Jefe del Servicio de Pediatria del Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla,

CERTIFICA:

Que la Tesis Doctoral titulada, “ NIVELES SERICOS DE OSTEOPROTEGERINA Y
SU RELACION CON LA ULTRASONOGRAFIA Y LOS MARCADORES DE
REMODELAMIENTO OSEO EN RECIEN NACIDOS”, que Maria José Carbonero
Celis presenta para optar al grado de Doctor, ha sido realizada bajo la direccion del
Prof. Dr. Gonzélez- Hachero, reuniendo las condiciones necesarias para ser defendida.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, expiden el presente certificado en
Sevilla, a veinticinco de Febrero del afio dos mil ocho.

Fdo. Prof. Dr. D. José Gonzalez-Hachero



Maria José Carbonero Celis, licenciada en Medicina y Cirugia por la Facultad de
Medicina y Especialista en Pediatria y sus Areas Especificas

CERTIFICA:

Que es autora de la Tesis Doctoral titulada NIVELES SERICOS DE
OSTEOPROTEGERINA Y SU RELACION CON LA ULTRASONOGRAFIA OSEA
Y LOS MARCADORES DE REMODELAMIENTO OSEO EN RECIEN NACIDOS”.
Este trabajo ha sido dirigido por el Prof. Dr. D. Jos¢ Gonzalez-Hachero, Catedratico de
Pediatria de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla y Jefe del Servicio de
Pediatria del Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla

Firmado en Sevilla, a veinticinco de Febrero del afio dos mil ocho

Fdo Maria José Carbonero Celis



A Jesus
A mis padres

A mis hijos Jesiis, Sara y Angela






Agradecimientos

En primer lugar, tengo que expresar mi mas profundo agradecimiento al profesor José
Gonzalez- Hachero, por sus indicaciones y consejos desde mis inicios en estos estudios.
Gracias a sus ensefianzas y a su apoyo constante he podido concluir este trabajo.

Al profesor Juan Miguel Guerrero Montavez y al Dr Antonio Barco Sanchez del
Departamento de Bioquimica del Hospital Universitario Virgen Macarena por su
asesoria cientifica y su colaboracion desinteresada en este proyecto.

A mi esposo Jesus y a mis hijos que han sabido soportar con paciencia mi dedicacién a
esta tarea, animandome a seguir en todo momento.

Al personal técnico del Departamento de Bioquimica del Hospital Virgen Macarena por
su paciencia y su colaboracion en este proyecto.

Al personal sanitario del Servicio de Obstetricia y del Servicio de Neonatologia del
Hospital Virgen Macarena.

A Jests Roldan Grueso por su ayuda a lo largo de todo el estudio.

A la memoria del Dr Antonio Gonzalez-Meneses por su apoyo personal y entusiasmo
en el impulso de la Unidad de Neonatologia del Hospital Virgen Macarena.

A todos los que de una manera u otra, me han ayudado a llegar a este punto. Mi
agradecimiento a todos.







Indice

Capitulo 1. INTRODUCCION. ... .ccoiiiiie e 1
1.1 FISIOLOGIA OSEA. ...t 1
1.2 FACTORES REGULADORES DEL REMODELADO OSEO............ccevvvni... 5
1.3 MARCADORES BIOQUIMICOS DEL REMODELADO OSEO................... 14

1.4 METABOLISMO FOSFOCALCICO MATERNO-FETAL Y NEONATAL:

MINERALIZACION DEL ESQUELETO OSEO DEL RECIEN NACIDO....... 19

1.5 MEDICION DE LA DENSIDAD OSEA ... ..o oo, 24
Capitulo 2. PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO Y OBJETIVOS...........ocevunnn.., 31
2.1 PLANTEAMIENTO DEL TRABAIJO....co o e, 31

2.2 OBIET IV O . e e 32
Capitulo 3. MATERIAL Y METODOS ... ...uiiiieii e, 35
3.1 CRITERIOS DE INCLUSION . ..ot 35

3.2 PROTOCOLO DE ESTUDIO. ...ttt 38

3.3 ESTUDIO ESTADISTICO. ... oot e 48

Capitulo 4. RESULTADOS. .. ...t e, 51
Capitulo 5. DISCUSION ... ...uuii e 93
Capitulo 6. CONCLUSIONES. ... .ttt 121
BIBLIOGRAFI A .. oo e, 125

1T



v



Capitulo 1

INTRODUCCION

“La osteoporosis de la vida adulta es una enfermedad pediatrica”
CE Dent (1973) y RE Kreipe (1992)

1.1 FISIOLOGIA OSEA

El tejido 6seo constituye uno de los sistemas mayores del organismo, constituido por
una matriz mineralizada y una fraccion celular muy activa. Entre sus funciones
destacan: servir de sustento y proteccion a las partes blandas, ser anclaje muscular y
base de los movimientos, asi como constituir un gran reservorio de iones como el
calcio, que se liberaran de forma controlada, acorde a las necesidades de cada
momento, y por ultimo, no por ello menos importante, servir de almacenaje activo de la

médula dsea, interaccionando con las células precursoras de la hematopoyesis (1,2).

El mantenimiento de la funcidon de soporte requiere una correcta integracion de dos
aspectos esenciales en fisiopatologia Osea: la densidad 6sea y la calidad del hueso,
entendida como arquitectura, recambio, y mineralizacion correctas. El desequilibrio de
estos factores va a condicionar un aumento de la fragilidad 6sea e incremento del
riesgo de fracturas, con sus importantes costes sanitarios y sociales. Es bien conocido
que una masa Osea deficiente adquirida entre la infancia y la adolescencia comportara
osteopenia, osteoporosis, deterioro de la integridad del esqueleto y aumento de riesgo

de fracturas en la edad adulta y en la vejez (2).
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El tejido 6seo estd presente desde la octava semana de desarrollo intrauterino,
inicidndose a partir de moldes cartilaginosos de dos modos diferentes: la osificacion
endocondral y la osificacion intramembranosa. La primera se caracteriza por la
neoformacion Osea a partir de cartilago de crecimiento: una unica célula, el condrocito,
presenta diversas fases madurativas y sintetiza una matriz que posteriormente se
mineralizara dando lugar a la formacion de hueso nuevo y al crecimento en longitud de
los huesos largos del organismo; el crecimiento en grosor se realiza a partir de la capa
de osteoblastos del periostio del hueso ya formado. La osificacion intramembranosa se
caracteriza por la formacion de hueso a partir de una estructura mesenquimal como

ocurre en los huesos de la calota craneana (2).

Microscopicamente, se distinguen dos tipos de hueso: el hueso cortical , mas compacto
y resistente situado en la periferia del hueso y el hueso trabecular dispuesto en laminas,
menos compacto, pero metabolicamente mas activo, que se localiza en el interior de
los huesos en contacto con la médula 6sea. Un 85 % del esqueleto 6seo es hueso
cortical y 15 % hueso trabecular, siendo este Gltimo mas sensible a los cambios
hormonales. Todo ello hace que el tejido trabecular sea metabolicamente mas activo
que el hueso cortical. La valoracion de este componente del esqueleto ofrece una
informacion mas precoz de los cambios esqueléticos, que las mediciones sobre hueso

cortical (1,2).

Las células principales del hueso son los osteoblastos (OB) y los osteoclastos (OC),
aunque también estan presentes otras como las de la médula dsea, las de los vasos
sanguineos que lo nutren, etc. Es evidente que, dada su proximidad espacial, los
cambios en la actividad de un determinado tipo celular pueden modificar las

condiciones del microambiente 6seo e influir en la funcidon de las demas células (2).

Los OB derivan de células mesenquimales del estroma, que han sufrido un proceso de
diferenciacion mediante la interaccion de factores locales y sistémicos, con gran
adaptabilidad en los precursores que pueden madurar hacia OB o adipocitos, seguin el
estimulo al que se vean sometidos. Los OB maduros expresan fosfatasa alcalina y otros
marcadores especificos que indican su madurez. Sintetizan moléculas de colageno y
diversos mediadores que modulan la actividad de otras células 6seas hematopoyéticas.

Entre un 50-70 % de los OB desaparecen cuando finalizan la sintesis de osteoide por
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un fenémeno de apoptosis (3), algunos sin embargo quedan atrapados por la matriz
Osea, y se transforman en osteocitos y células de revestimiento. Los osteocitos
representan un 90 % del total de las células 6seas. Estas células tapizan las superficies
Oseas y a través de la produccion de Interleucina-6 y 11, desempefian un papel
importante en el remodelado 6seo y en el intercambio de calcio entre el hueso y el
liquido intersticial (4, 5). Los OB maduros no se dividen, producen el osteoide que
estd constituido en un 90% por fibras de coladgena tipo I y el 10 % de proteoglicanos y
otras proteinas no coladgenas, de las cuales algunas como la osteocalcina estan también
sintetizadas por los osteoblastos. Otras son proteinas séricas que absorbe la matriz

quedando atrapadas en ésta (2).

Ademas producen factores de crecimiento, citoquinas, y proteinas morfogéneticas
oseas (BMP). Entre los factores de crecimiento el factor de crecimiento insulin- like 2
(IGF-2) es el mas abundante y el factor de crecimiento insulin-like 1 (IGF-1) es uno de

los mas potentes inductores de la funcion osteoblastica.

Los osteocitos entre si estan unidos por gap junctions y con los OB de la superficie
activa del hueso por prolongaciones protoplasmaticas. Estos OB a su vez se comunican
con las células de la médula 6sea y éstas con las células endoteliales del sistema
vascular que trae los mensajes hormonales, resultando todo un sistema o unidad
interconectado. La membrana del OB tiene receptores para multitud de moduladores
como la hormona paratiroidea (PTH) y su péptido relacionado (PTHrP), la hormona
tiroidea (T4), la hormona de crecimiento (GH), insulina, progesterona, B-adrenérgicos,
prolactina etc. En el ntcleo del OB hay receptores para estrégenos, andrégenos,
vitamina D, retinoides y otros como factores de crecimiento, interleuquinas e
integrinas. Poseen la hidroxilasa por lo que pueden sintetizar calcitriol y facilitan el
deposito de fosfato tricalcico en el osteoide, siempre que el producto calcio- fosforo

sea normal (2).

Los OC provienen de células precursoras de estirpe hematopoyética. La célula
pluripotencial primitiva puede diferenciarse en granulocitos bajo la influencia del
factor transformante B (TGF-B) o en precursores de los OC por accion del factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF). A partir de éstos

ultimos precursores, se diferencian otros por estimulo del calcitriol, interleuquinas 1 y
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6, del factor de crecimiento transformante o (TGF-a) y, por un efecto indirecto de la
PTH y PTHrP, los precursores mononucleares se fusionan en la gran célula
multinucleada que es el OC. Estos son los encargados de la resorcion del hueso,
mediante la produccién de proteasas entre la que se encuentra la catepsina K, los
activadores del plasmindgeno tipo tisular (tPA) y tipo uroquinasa (uPA). Los OB
también sintetizan diversas proteasas y una colagenasa intersticial, bajo la influencia
de la parathormona (PTH) 1y otros factores estimuladores de la resorcion d6sea. La
colagenasa degradaria la fina capa de osteoide no mineralizado, facilitando la unién de

los OC al hueso (2, 5).

La matriz 6sea estd formada por un componente orgianico u osteoide y un
componente inorganico. El osteoide que es sintetizado por los OB como ya hemos
referido anteriormente. El componente inorganico o matriz extracelular estd formado
por cristales de hidroxiapatita, carbonato, magnesio, sodio y potasio.
Aproximadamente el 99 % del calcio, 85% del fosforo y entre el 40- 60 % de sodio y

magnesio del organismo estan depositados en la matriz extracelular del hueso.

El componente organico representa un 25 % del peso 6seo, el componente inorganico

un 70 % y el 5 % restante corresponde a agua.

El conjunto de acciones celulares y metabolicas por la que el hueso renueva su
estructura y la adapta a las necesidades dindmicas de cada momento se denomina
“modelado 6seo”. Se trata de una combinacion secuencial de resorcion y formacion
Osea que afecta continuamente al 10 % del hueso. Cuando finaliza el crecimiento
continuamente hay zonas de hueso que son destruidas para ser sustituidas por tejido
6seo recién formado. A este proceso se le llama “remodelado 6seo” y se lleva a cabo
por “unidades de remodelado” o unidad multicelular basica (BMU) constituidas por
grupos de OC y OB, una rama capilar, una rama nerviosa y tejido conectivo asociado.
El remodelado afecta tanto al hueso cortical como al trabecular, pero la intensidad del
proceso es mayor a nivel del hueso trabecular. El tiempo de supervivencia de los

osteoclastos es de 2 semanas y el de los osteoblastos es de 3 meses (6).
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1.2 FACTORES REGULADORES DEL REMODELADO OSEO

Entre los factores que regulan el remodelado 6seo los mas importantes son los
genéticos responsables del 50-80 % de la variabilidad de la masa 6sea (7). Se acepta
que la regulacion de la masa 6sea es un proceso poligénico ya que son multiples los
genes que intervienen en la sintesis de hormonas y factores de crecimiento relacionados

con la misma (8,9).

De los distintos genes, los mas estudiados han sido el gen receptor de la vitamina D y
el gen del receptor de los estrogenos, considerandose que polimorfismos de estos genes
podrian relacionarse con distintas tasas de absorcion de calcio en el intestino o con

alteraciones en el mecanismo de actuacion de los estrogenos respectivamente (10)

Otros genes estudiados han sido el del colageno alfa-1, el de la interleuquina 6 (IL-6),
el del factor de necrosis tumoral beta (TNF-B) y el de la glicoproteina 2Hsa. En

cualquier caso ningun estudio en este sentido es aun definitivo, ni concluyente (11).

También se han sefialado diferencias de masa dsea ligadas a la raza que en definitiva
estan relacionadas igualmente con el factor genético. Se conoce al respecto que los
individuos de raza negra tienen valores de masa dsea superiores a los caucésicos y éstos

mayores que los asiaticos (12).

Los factores nutricionales también son importantes. La malnutricion caldrico-
proteica, el déficit de calcio y de vitamina D tienen claros efectos negativos sobre el
hueso. También intervienen de una manera indirecta regulando la sintesis de IGF-1 y
de esteroides gonadales, cuyo papel es esencial para un adecuado crecimiento y
mineralizacion del hueso. El aporte proteico-energético adecuado es indispensable para
el crecimiento y mineralizacion Osea y para la sintesis proteica de la matriz
extracelular, de forma que en situaciones de malnutricion disminuyen los marcadores
de aposicion 6sea como la fosfatasa alcalina y aumentan los de resorcion como el

telopéptido carboxiterminal del procolageno I (CTX) (13,14).

La vitamina K es un cofactor indispensable para la sintesis de osteocalcina (15,

16,17).
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Entre los factores fisicos los mejores conocidos son los mecanicos que provocan un
aumento en la formacion de hueso. Los estimulos eléctricos ejercen un efecto
mitogeno sobre los OB y aumentan la produccion de colagena y factor de crecimiento

transformante beta (18).

Los factores quimicos reguladores del remodelado son los mejores estudiados. Entre
ellos se encuentran tanto los de tipo hormonal y de accion sistémica, como los factores
paracrinos y autocrinos, que actuan localmente. A pesar que todo el esqueleto esta
sometido a iguales concentraciones de hormonas, el remodelado se lleva a cabo so6lo en
focos concretos, por lo que los factores de accion local deben desempefiar un papel

importante en la regulacién hormonal.

Las “hormonas calciotropas” fueron los primeros factores humorales que se
identificaron como moduladores del remodelado 6seo. Su secrecion depende de la

concentracion extracelular de calcio:
Parathormona (PTH)

La PTH se forma en las gldndulas paratiroides desde donde se incorpora a la
circulacion sanguinea. La PTH intacta estd compuesta de una tUnica cadena de

polipéptidos con 84 aminoécidos y tiene un PM de aproximadamente de 9500 daltons.

El fragmento bioldgicamente activo N-terminal tiene una vida media de pocos minutos.
La medicion selectiva de la hormona intacta permite determinar directamente la

actividad secretora de la glandula paratiroides (19).

La PTH junto con la vitamina D produce la movilizacion del calcio y el fosfato desde
el sistema esquelético. Aumenta la resorcion del hueso, por un estimulo de la actividad
osteoclastica, disminuye la excrecion renal de calcio y estimula la sintesis renal de

calcitriol, que favorece la absorcion intestinal de calcio (19).

La PTH también ejerce su accion sobre los OB, incrementando la masa O&sea,
administrada de forma intermitente, tanto en animales de experimentaciéon como en

humanos, por lo que se ha introducido como tratamiento de la osteoporosis (20, 21).
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La interaccién de la PTH y la calcitonina garantizan un nivel sanguineo de calcio

constante.
Calcitonina

Es sintetizada por las células parafoliculares del tiroides, produciendo una inhibicion de
la resorcion 6sea, por accion directa con receptores especificos presentes en los OC. Sin
embargo tras una tiroidectomia total no hay cambios de la masa dsea evidentes, por lo
que no se sabe realmente su papel exacto. Su secrecion se estimula por varios factores
entre ellos la elevacion de la calcemia. Sus efectos predominantes son el descenso de la

resorcion Osea y de la resorcion tubular renal de calcio (2).
1,25(OH); D (Calcitriol)

Se sintetiza por la accion de la luz solar sobre el 7-dehidrocolesterol que se encuentra
en la piel; pero debe transformarse en 1,25(OH), D, para ejercer actividad biologica. Se
hidroxila en el higado en la posicion 25, formdndose la 25 hidroxivitamina D. Este
metabolito es hidroxilado en el rifion en la posicion 1, originandose el 1,25
dihidroxivitamina D que es el metabolito mas activo y responsable de la mayoria de las
acciones atribuidas a la vitamina D. Produce un aumento en la absorcion intestinal de
calcio. El calcitriol es necesario para mantener los niveles de calcio y fosforo que se
requieren para la mineralizacion del osteoide. Pero ademas ejerce acciones directas
sobre los osteoblastos, promoviendo su diferenciacion e incrementando la sintesis de
proteinas como la osteocalcina y la fosfatasa alcalina. /n vitro aumenta la resorcion
Osea, pues favorece la diferenciacion y fusion de los precursores de los OC. Estos
efectos parecen no deberse a una accidn directa sobre los OC, sino que estan mediados

por los OB o las células del estroma (2, 22,23)
Otras hormonas:

Otras hormonas actiian sobre el metabolismo del calcio y del hueso, como los
esteroides gonadales y suprarrenales, la tiroxina, la insulina y la hormona del
crecimiento, aunque a diferencia de las hormonas calciotropas, su secrecidon no

depende principalmente de la concentracion extracelular de calcio.
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Los estréogenos desempefian un importante papel en la homeostasis esquelética. Tanto
los OB como los OC expresan receptores para los estrogenos (24). Ademas de una
influencia directa sobre los OC, los estrogenos modulan la secreciéon de citocinas
estimuladoras de la resorcion 6sea por los OB (la IL-1, la IL-6 o el factor de necrosis
tumoral) y las células del estroma. Los estrogenos podrian ejercer un efecto
favorecedor de la formacion 6sea, estimulando la sintesis de factores de crecimiento,
como el IGF o el factor de crecimiento transformante beta (TGFf) por los OB, y estos
factores ejercen efectos mitogénicos autocrinos y paracrinos (11,23). También pueden

modular el remodelado mediante cambios en el calcitriol o la PTH de forma indirecta

(24,25).

La hormona del crecimiento (GH) y su mediador, el factor de crecimiento
insulinico tipo I (IGF-I) son factores estimulantes de la proliferacion condrocitica
necesaria para el crecimiento longitudinal y formacion oOsea. Tienen reconocida
importancia no solo durante el periodo de crecimiento, sino sobre el proceso de
remodelado en la edad adulta. In vivo induce un aumento de la velocidad de recambio
con un patréon bifasico en el que primero predominan los fendmenos de resorcion y
después los de formacion. A la IGF 1 se le ha atribuido un papel central en el desarrollo
de osteoporosis, ya que sus niveles disminuyen con la edad. Dada la compleja
regulacion del transporte de IGFs y sus proteinas transportadoras-receptores (IGFBPs),
a diferentes IGFBPs se les han atribuido papeles contrapuestos de estimulo (IGFBP-5)
o inhibicion (IGFBP-4), de la actividad osteocléstica. (26,27). Una alimentacion

hipoproteica limita la produccion de IGF-1 con el riesgo adyacente de osteoporosis.

Las hormonas tiroideas aceleran la velocidad de recambio. Tanto OC como OB
expresan receptores para estas hormonas, favoreciendo la osteoclastogénesis y

estimulan la sintesis por parte de los OB de IGF-1, IL-6 e IL-8 (28).

La concentracion de las hormonas que regulan el metabolismo del calcio determina la
direccion del recambio 6seo, pero los factores locales modulan el efecto final y, a su
vez, modifican la concentracién de las hormonas y la respuesta biologica a nivel de los

osteoblastos.
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Regulacion paracrina del remodelado dseo:
* Interleucinas (2,3,4,5,18,22):

Son muy numerosos los factores humorales de accion local que ejercen algiin efecto
sobre las células oseas. Las citocinas IL-1, IL-4, IL-6, IL-11, CSF-1 y el factor de
necrosis tumoral (TNF) tienen un papel muy importante en la remodelacion dsea al
modular una o varias fases de formacion y activacién osteoclasticas. Sus efectos
parecen depender del receptor activador del factor nuclear k-B y de su ligando de unién
al receptor activador del factor nuclear k-B (RANK/RANKL), que veremos mas
adelante. La IL-1 parece responsable de la hipercalcemia tumoral y de la resorcion dsea
de algunos modelos de osteoporosis. La IL-6 es producida por multiples células y su
produccion es estimulada por la IL-1. Los estrégenos disminuyen la produccion de IL-1
y 6. Parecen tener ambas un papel en la osteoporosis postmenopausica, debido a que
aumenta su produccion por disminuir los niveles estrogénicos. Sin embargo la IL-4, y
la TL-10 ejercen un efecto inhibidor de la resorcion oOsea. La IL-4 tiene efecto

antiinflamatorio, pues disminuye la sintesis de citocinas como la IL-1, IL-6 y TNF.

La IL-11 estimula la formaciéon de OB y la formacion 6sea, y parece prevenir la pérdida

Osea asociada a la edad avanzada.

El CSF-1 se expresa en las células del estroma y en los OB, y es esencial para la

formacion de los OC, pues estimula la proliferacion de precursores hematopoyéticos.

El TNF estimula la resorcion dsea a través del aumento RANKL, y se considera

importante en el desarrollo de multiples alteraciones Oseas.

Los efectos observados dependen de los modelos, in vivo o in vitro, y de las
condiciones experimentales; de ahi que sea dificil establecer cudl es el papel fisiologico

real de estos factores y cudl es su participacion en la génesis de las enfermedades 0seas
* Proteinas morfogenéticas oseas (BMPs)

La BMPs son miembros de la superfamilia TGF- b, sintetizadas por los OB y quedan
incluidas en la matriz 6sea. Promueven la diferenciacion de las células mesenquimales

hacia condrocitos y OB, de forma que inducen la formacion de cartilago y su
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transformacion posterior en hueso. Unos miembros de esta familia pueden promover la
formacion de OB y otras ejercen quimiotaxis sobre los monocitos y los diferencian en

OC y prolongan su supervivencia (29, 30).
* SISTEMA DE LA OPG, RANKL, Y RANK

El descubrimiento del sistema RANK/RANKL/OPG representa una triada de nuevas
citoquinas con efectos sobre el metabolismo 0seo, el sistema inmune, con funciones
endocrinas y con accion en la biologia del OC, que ha abierto un nuevo camino en el
estudio y conocimiento de la patogénesis y el tratamiento de las enfermedades

metabolicas Oseas.

El descubrimiento de la osteoprotegerina (OPG: to protect bone), también conocida
como factor de inhibicion de la osteoclastogénesis (OCIF) es un nuevo miembro de la
superfamilia de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), que tras su sintesis
por los OB, como proteina transmembrana es secretada a la corriente sanguinea. Se
sintetiza inicialmente como un propéptido de 401 aminoacidos, y tras la pérdida de un
fragmento de 21 aminoacidos, queda como una proteina madura con 380 aminoécidos.

Es codificada por un gen situado en el cromosoma 8q23-24.

En 1997 fue descubierta simultaneamente por dos grupos de investigacion, uno de ellos
Amgen Inc. Group de USA, mientras estudiaban cDNAs en intestino de rata (31), y
otro el Snow Brand Milk Group de Japon, mientras buscaban factores de inhibicion y/o
estimulacion de los osteoclastos (32). Ya Rodan y Martin en 1981 (33) planteaban la
importancia del papel de los precursores de los OB, en el control de Ia

osteoclastogénesis y en la resorcion dsea.

El RNAm de la OPG se expresa en numerosos tejidos humanos (pulmoén, corazon,
rifiones, higado, intestino, estdmago, cerebro, glandula tiroides y médula espinal)
ademas de en el hueso, en el cual su principal funcion parece ser la inhibicion de la
maduracion de los osteoclastos y de su activacion (32, 34). Recientemente se ha aislado

en la leche humana en concentraciones 1000 veces superiores que en suero (35).

En segundo lugar aparecio el ligando de la OPG (OPG-L o RANKL) (36, 37)

también conocido como factor de diferenciacion de los osteoclastos (ODF) y que es
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idéntico a dos miembros de la familia de los ligandos de TNF: el TRANCE (7TNF-
related activation induced citokine), inducido por activacion de receptores de células T,
y el RANKL (ligando de union al receptor activador de NF-kB ), un polipéptido de

317 aminodacidos que se sabia estimulaba a las células dendriticas.

El OPG-L esté codificada por un gen situado en el cromosoma 13q14 (38, 39), aparece
bien anclado a la membrana de los OB, de las células del estroma, de las células
inmaduras mesenquimales del borde del cartilago y de los condrocitos, o bien es

liberado a la corriente sanguinea.

Su RNAm se expresa no solo en tejido 6seo, sino en médula 6sea y tejidos linfaticos
(36, 38, 39). Su principal papel en el hueso es la estimulacion de la diferenciacion de
los osteoclastos, su activacion y la inhibicién de la apoptosis. Junto al factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) son los dos factores necesarios para

completar todo el ciclo de maduracion de los osteoclastos a partir de sus precursores

inmaduros (36, 37).

El Receptor del Activador del Factor Nuclear Kappa-B (RANK) fue el tercero en
aparecer. Es un receptor de membrana, constituido por 616 aminoacidos, que esta
presente en los OC y sus precursores y otras células (células de la estirpe monocitica-

macrofaga, células dendriticas, linfocitos T y B y fibroblastos).

El gen del RANK esta situado en el cromosoma 18. Su activacion conlleva no sélo una
reorganizacion del citoesqueleto del OC y cambios fundamentales para su activacion,
movilidad y establecimiento en la superficie dsea a resorber, sino que desencadena una

sefal de supervivencia en el osteoclasto maduro (39-45).
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Figura 1.1. Interrelacion entre los OB y OC mediante el sistema OPG

La unién del RANK con su ligando (RANKL) induce la activacion de una cascada de

eventos intracelulares que llevan a la diferenciacion y activacion de los OC.

La OPG actua como receptor sefiuelo uniéndose al RANKL y neutralizandolo, ocupa e
impide su unién con el RANK. Inhibe la diferenciacion, supervivencia y fusion de los
precursores de los OC, bloquea la activacion de los OC maduros e induce su apoptosis.
Ademas la OPG puede reducir la capacidad de los OC para adherirse a la superficie del

hueso, paso clave en el inicio de la resorcion (Figura 1.1).

En el hueso, RANK-L y OPG se producen principalmente en los osteoblastos, mientras
que el RANK se expresa en los osteoclastos. El coeficiente RANK-L/OPG es mayor en

las células preosteoblasticas indiferenciadas y decrece con la diferenciacion.

En resumen, para diferenciarse y madurar las células de estirpe osteoclastica deben
tener contacto directo con los osteoblastos, interrelacion que ocurre mediante la union
de un receptor a su ligando presentes en las respectivas membranas. Si hay suficiente
OPG en el medio se unird al RANKL de los osteoblastos impidiendo su interaccion con

el RANK de los precursores osteoclésticos lo que frenara el funcionamiento de los OC.
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Como se menciond anteriormente, el RANK-L activa al RANK, y el sistema de 2°
mensajero activa la osteoclastogénesis. Si el RANK-L se une a la OPG no se producira

la activacion de esta cascada.

Como el coeficiente RANK-L/OPG es el determinante de la resorcién Osea, es

importante reconocer los agentes que modulan estas dos citokinas (42):

Entre las sustancias que incrementan la produccion de RANK-L las citokinas
proinflamatorias IL-1B, IL-11, IL-6, TNF-a y PGE2, asi como las hormonas
esteroideas, dexametasona, 1,25 (OH),D, yla PTH .

La producciéon de RANKL es inhibida por el TGF-f, reduciendo la pérdida 6sea e

incrementando la apoptosis de los osteoclastos.
El TGF-B y el péptido intestinal vasoactivo inhiben el RANKL.

Las hormonas que estimulan la resorcion d6sea no actuan generalmente sobre los

precursores de células osteoclasticas, sino sobre las células del estroma-osteoblasticas.

La produccion de OPG es estimulada por la IL-1q, la IL-1p, el TNF-a, el TNF- §3, el
TGF-B y, y la BMP2 y 7. También la estimulan el 17 B estradiol, el 1,25 (OH),D,

péptido intestinal vasoactivo, y el calcio.

La PGE2, la PTH, el 1,25 (OH),D, IL-4, IL-11 y la dexametasona son inhibidores de
la produccion de OPG.

La produccién de estas citokinas (OPG y RANKL) es variable y regulada por distintas

sustancias, pero la expresion del RANK permanece estable.

El gen promotor de RANKL contiene elementos que responden a glucocorticoides , a

la vitamina D, y al factor esencial de transcripcion osteoblastica (cbfa-1).

En experimentos in vitro el RANKL demostré estimular la diferenciacion,
supervivencia y fusion de células precursoras osteoclasticas para activar osteoclastos
maduros y para prolongar su vida por inhibicion de la apoptosis, de esta manera

aumenta el pool de osteoclastos capaces de formar lagunas de resorcion.

13



Factores Reguladores del Remodelado Oseo

Otros factores como el TGF-B y la PGE2 pueden cooperar con la accion del RANKL
(36).

Muchas de las hormonas reguladoras del calcio y citoquinas, incluyendo 1,25(OH); D3,
PTH, PGE2 e IL-1 actiian estimulando la osteoclastogénesis a través de la doble
accion de inhibir la produccion de osteoprotegerina y estimulando la produccion de

RANKL, al igual que los glucocorticoides (42, 45).

En el otro extremo estan los estrégenos que acttian inhibiendo la produccion de
RANKL vy estimulan la produccion de OPG de forma indirecta, incrementando la
produccion de TGF-B tanto por los OB como por los OC (42- 45) y directamente por

accion sobre los OB maduros.

Si bien RANKL y OPG estan regulados por varios factores, la expresion de RANK
sobre células osteoclasticas se basa en ser estable con una pequefla regulacion por

agentes osteotropicos.

Es del conocimiento general que la deficiencia estrogénica provoca osteoporosis en
mujeres postmenopausicas. Los estrogenos ademas de inhibir la secrecion de varias
citocinas que promueven la resorcion 6sea, como IL-1, IL-6 y TNF-a, como hemos
visto anteriormente, también aumentan la secrecion de OPG. La disminucion de
estrogenos disminuye la expresion de OPG, mientras que la terapia estrogénica
previene esta disminucion, por lo que es muy posible que la OPG desempefie un papel

preponderante en la accion antirresortiva de los estrogenos.

Las hormonas sistémicas, que estimulan la resorcion Osea, generalmente, no actiian
directamente sobre los precursores de las c€lulas osteoclésticas, sino sobre las células
del estroma-osteoblasticas. Tanto la PTH, el 1,25 (OH),D y las hormonas tiroideas
(HT), incrementan la expresion de RANKL en este tipo celular, asi como, en algunos
casos, inhiben la sintesis de OPG con un efecto neto de incremento de la resorcion
Osea. La otra hormona que influye sobre la resorcién Osea, la calcitonina, inhibe
directamente la actividad osteoclastica, si bien de forma transitoria, por un fenémeno

rapido de regulacién de sus receptores, expresados sobre los OC.
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* Factor de crecimiento transformante f§ (TGF pB):

Entre los multiples factores reguladores se encuentra el TGF f muy abundante en el
hueso y las plaquetas. Modula tanto la maduracion de los OC, como de las células del
estroma precursoras de los OB. Estimula la sintesis de OPG, considerandose una senal
crucial en el enlace entre las células que mantienen el remodelado 6seo. Desempefia un
papel importante en el proceso de reparacion de fracturas. El TGF [ es sintetizado por

varios tumores y participa en la ostedlisis asociada a neoplasias (4,11).

1.3 MARCADORES BIOQUIMICOS DEL REMODELADO OSEO

El recambio 6seo en el nifo es mayor que en el adulto, aproximadamente 10 veces
mayor en un neonato y 6 veces mayor en el escolar. Por este motivo un nifio puede
perder y recuperar masa 6sea. Son muchos los marcadores bioquimicos estudiados en
plasma, suero, y orina, que nos explican como van los procesos de resorcion y de
formacion 6sea. En afios recientes se han caracterizado componentes celulares y
extracelulares del tejido 6seo que reflejan especificamente, tanto la resorcion como la
formacion oOseas, que son no invasivos, relativamente baratos e interpretados
correctamente, son herramientas muy utiles para el estudio de la enfermedad 6sea
metabolica. Clasicamente se han subdividido en marcadores de la formacion y de la

resorcion, si bien algunos de estos marcadores pueden reflejar ambos procesos.

Los marcadores bioquimicos 0seos en pediatria reflejarian cambios fisiologicos del
crecimiento 6seo y acumulacion de mineral en el hueso. Si bien son una herramienta
util, su uso en pediatria es reducido por falta de valores de referencia para cada grupo

de edad y tipo de muestra utilizada (sangre u orina).

Varios marcadores bioquimicos séricos han sido usados para la deteccion precoz de
osteopenia de la prematuridad como el calcio, fosforo, fosfatasa alcalina y osteocalcina
(48, 49,50). La calcemia no es util como test de screening pues el cuerpo mantendra un
nivel de calcemia a expensas de pérdida de calcio 6seo. Puede estar también elevada en

casos de deplecion de fosforo con hipofosfatemia . En contraste la fosforemia es un

15



Marcadores bioquimicos de remodelado éseo

buen marcador de suficiencia de fosforo (50). Niveles de fosforemia
persistententemente bajos reflejan un aporte de fosforo inadecuado y puede indicar un
riesgo de desarrollar osteopenia. El hueso es un tejido dinamico con constante resorcion
osteoclastica y formacion osteoblastica. Se han utilizado marcadores bioquimicos que

reflejan una u otra de las fases del remodelamiento dseo.

Los marcadores relacionados con los osteoblastos y que reflejan la actividad

osteoblastica se denominan marcadores de formacion y se determinan en sangre.
Los principales son:

La fosfatasa alcalina (FA) es una glucoproteina que se asocia a la actividad
osteoblastica, es de estructura tetramérica localizada en la membrana del OB y pasa a la
circulacion como un dimero tras su division. Es la mas difundida; un 80% de la

actividad se origina en el hueso. Se determina en suero.

Esté descrito que la actividad de la fosfatasa alcalina, y principalmente la fraccion 6sea,
aumenta durante el periodo postnatal, cambios que se corresponden con los del
metabolismo fosfocéalcico, ya que dicha actividad es uno de los indicadores
bioquimicos de formacion 6sea, y la medida de la isoenzima 6sea es un indice aun mas

preciso de actividad osteoblastica.

Las diferencias observadas en la actividad de la fosfatasa alcalina ¢sea en relacion con
la edad gestacional, posiblemente represente una respuesta de los osteoblastos a la
necesidad de una rapida mineralizacion fuera del utero, una respuesta a la falta de
substrato (calcio, fosforo), o inadecuada funcion o ingesta de vitamina D. Dichas
diferencias persisten a lo largo del primer afio de vida en correspondencia a las
diferencias también observadas con la mineralizacion 6sea y el metabolismo

fosfocalcico que ocurre en este periodo de la vida (49,51).

La FA elevada se ha asociado a osteopenia severa y puede preceder a la evidencia
radiologica de raquitismo en prematuros. Estudios recientes han demostrado una falta
de correlacion con el grado de hipomineralizacion. Ha mostrado su utilidad como
marcador para la monitorizacion de la respuesta al tratamiento en pacientes con

enfermedades del metabolismo 6seo, pero no en la osteomalacia severa en la que puede
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ser normal por la supresion de la expresion celular de la enzima por la deplecion de la

vitamina D (48-52).

La osteocalcina (OTC) es la proteina no colagena mas abundante de la matriz dsea,
secretada por los OB, se correlaciona estrechamente con la actividad osteoblastica. Es
una proteina especifica 0sea dependiente de la vitamina K (formacion de residuos de
acido y-carboxiglutdmico) y esta estimulada por la vitamina Ds. Al ser liberada por los
OB, la osteocalcina se incorpora a la matriz 6sea, teniendo gran afinidad por los
cristales de hidroxiapatita y se secreta al flujo sanguineo. Como consecuencia de ello,
el nivel sérico de la osteocalcina se encuentra relacionado con la velocidad de recambio
0seo. Por esta razon, la osteocalcina se considera un marcador de la velocidad de
recambio 6seo y su determinacion permite el control de la eficiencia de tratamientos de
inhibicién en pacientes con osteoporosis u otra patologia o6sea. En la sangre se
encuentran tanto la osteocalcina intacta (aminoacidos 1-49) asi como el fragmento N-
MID (aminodacidos 1-43), de gran tamafio. La osteocalcina intacta es inestable debido al
desdoblamiento proteasico entre los aminoacidos 43 y 44, mientras que el fragmento N-
MID resultante del desdoblamiento es mucho mas estable. Se considera un marcador
sensible y especifico de la actividad osteoblastica, si bien en parte puede derivar de la
resorcion 6sea. Sus niveles siguen un ritmo circadiano, con los valores mas elevados

por la mafiana y no se influyen por la dieta (2).

El aumento de las concentraciones séricas de osteocalcina en neonatos se corresponde
con el aumento de las concentraciones de 1,25(OH);, D séricas en la primera semana de

vida (53).

Péptidos de Procolageno: Son fragmentos procedentes de la ruptura del coldgeno tipo
I recién formado por endoproteinasas. Se considera que reflejan la fase colagena de la
formacion 6sea, si bien pueden proceder de otros tejidos (piel, tendones, cartilago,
valvulas cardiacas, grandes vasos, etc). Siguen un ritmo circadiano y no estan influidos

por la dieta.

El colageno tipo I es el componente mas abundante de la matriz 6sea. Durante la
sintesis de la colagena, se liberan fragmentos péptidos amino y carboxiterminales de

una molécula precursora (pro-coldgeno) y son liberados a la circulacion. Los productos
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fraccionados de este proceso son el propéptido carboxiterminal del procolageno I
(PICP) y el propéptido aminoterminal del procolageno 1 (PINP). Estos pueden ser
detectados por radioinmunoanalisis € inmunoensayo donde se reconoce la terminacion
carboxilo de los péptidos liberados y reflejan la cantidad de matriz 6sea sintetizada. No
se han establecido correlaciones definitivas entre fragmentos de procolageno y

formacion osea (54).

A los marcadores relacionados con los osteoclastos se les denomina marcadores de

resorcion los principales son:

Los telopéptidos C-terminales del procoliageno tipo I (CTX) son de especial
relevancia dentro de los fragmentos de coldgeno tipo I. Con el envejecimiento de los
huesos el acido a-aspartico, a-crosslaps (a-CTX), se transforma en [-aspartico,
Berosslaps (B-CTX). Estos telopéptidos isomerizados son especificos de la degradacion
del colageno tipo I propio de los huesos. Se han observado altos niveles séricos de
telopéptidos isomerizados C-terminales del coldgeno en paciente con una reabsorcion
Osea elevada. El nivel sérico se normaliza con un tratamiento inhibitorio de la

reabsorcion (55-58).

La concentracion de Pcrosslaps en el suero estd sometida a un ritmo circadiano por lo
que se recomienda recoger las muestras por la mafiana y en ayunas, pues se ven muy

influenciados por la dieta, desventaja que no presentan los a-CTX (56,57).

El a y el B crosslaps son utiles marcadores de la resorcion 6sea y que es posible
hacerlo en suero con una sensibilidad y especificidad mayor. Su aplicacién en nifios se
ha visto dificultada por la falta da datos apropiados de referencia. Christgau et al (57)
han demostrado que la medida sérica del crosslaps puede ser usada para predecir
mujeres que tienen elevado riesgo de desarrollar osteoporosis y para monitorizar la
respuesta al tratamiento. Recientemente Crofton et al (60) han realizado tablas de
referencia desde el nacimiento a los 19 afios relacionado con el sexo y la edad. Han
encontrado valores mas altos en neonatos, en los que no hubo diferencia entre ambos
sexos. Durante la infancia disminuyen los niveles séricos que se incrementan
nuevamente durante el comienzo de la adolescencia, volviendo a disminuir

posteriormente al finalizar la adolescencia, igualandose a los niveles del adulto.
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La excrecion urinaria de deoxipiridinolina y piridinolina tienen limitaciones en
pediatria por tener que hacer correcciones con la excrecion de creatinina, que se

modifica por la masa muscular, la funcién renal y otros factores.

Una vez depositado en el hueso, las fibras de colagena forman enlaces estabilizadores.
Los aminoécidos modificados que forman los enlaces son caracteristicos de la colagena
y de los modulos de elastina. La piridinolina y la deoxipiridinolina son los dos
principales tipos de aminoacidos encontrados en estos enlaces, los cuales aumentan la
fuerza y estabilidad de las cadenas de coldgena. La piridinolina se encuentra
principalmente en el cartilago y se encuentra en niveles bajos en la coldgena del hueso.
En contraste, la deoxipiridinolina se encuentra casi exclusivamente en la dentina y en el

colageno tipo I del hueso, siendo de esta manera un marcador excelente de pérdida dsea

(61).

La piridinolina y la deoxipiridinolina son liberadas de la matriz de las estructuras
helicoidales del coldgeno cuando la matriz 6sea se degrada por accion de los

osteoclastos y no son reutilizados para la sintesis de nuevas cadenas de colagena.

Estas dos moléculas estdn presentes en la orina en dos formas: una forma libre
(aproximadamente 40%) y una forma ligada a péptidos (aproximadamente 60%). La
medicion de estas moléculas se realiza actualmente en muestra de orina en su forma
libre por técnicas inmunoenzimaticas. Se ha logrado reducir la variabilidad de esta

prueba midiendo estas moléculas en sangre.

La excrecion urinaria de piridinolina y deoxipiridinolina aumenta con la edad y en los
pacientes con ciertos estados patoldgicos. Los niveles disminuyen con los tratamientos

antirresortivos confirmando su utilidad como marcador de pérdida 6sea (62).

Hidroxiprolina en orina : la hidroxiprolina es una forma hidroxilada del aminoacido
prolina y se encuentra principalmente en el coldgeno donde representa 13% de volumen
del aminoacido. La hidroxiprolina libre excretada en la orina puede servir como un
marcador de pérdida dsea. El aumento en el remodelado 6seo puede elevar los niveles
hidroxiprolina urinaria. En la actualidad la medicion de hidroxiprolina urinaria es el

menos empleado de los marcadores por varias razones. Los niveles de hidroxiprolina
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varian significativamente de dia a dia. La hidroxiprolina presente en las comidas puede
alterar las mediciones. Para evitar los resultados inexactos debido a las fuentes
dietéticas, so6lo deben realizarse las mediciones en pacientes que han restringido su
ingesta de colagena en las comidas a alimentos ricos en gelatina (ej. carnes, aderezos,
helados) o después de ayuno la noche anterior, la prueba es dificil y requiere de una

gran precision y experiencia del laboratorio.
Fosfatasa acido tartrato resistente

Los osteoclastos contienen una fosfatasa acida que puede ser distinguida de otras
isoenzimas de fosfatasa acida, pero es resistente a la inhibicion por acido tartrico. Esta
fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) juega un papel importante en la resorcion
Osea. Los niveles plasmaticos de TRAP estan elevados en pacientes con enfermedades
Oseas metabolicas que cursan con un aumento en la velocidad del remodelado 6seo. Es
el Unico de los marcadores de remodelado que evalua la actividad directa del
osteoclasto ya que el resto de los marcadores de resorcion son indicadores del grado
destruccion de la matriz 6sea. La medicion de los niveles de TRAP es técnicamente

dificil por lo que su utilidad en la practica clinica ha sido limitada.

1.4 METABOLISMO FOSFOCALQICO MATERNO-FETAL Y
NEONATAL: MINERALIZACION DEL ESQUELETO OSEO
DEL RECIEN NACIDO

Existe un interés creciente en el estudio del proceso de mineralizacién 6sea en el
recién nacido. El desarrollo esquelético comienza precozmente en la vida embrionaria,
pero la mineralizacion 6sea ocurre principalmente durante el tercer trimestre del
embarazo. Calcio, fésforo magnesio y cinc son los minerales formadores de hueso. El
hueso al nacimiento contiene aproximadamente 20- 30 g de calcio, 16 g de fosforo,
750 mg de magnesio y 50 mg de cinc, de los cuales aproximadamente un 98 %, 80 %,
60 % y 30 % respectivamente estan en el esqueleto. La acrecion de calcio aumenta de
50 mg por dia en la semana 20 de gestacion hasta 330 mg por dia en la semana 35 con

un promedio en el tercer trimestre de gestacion de 200 mg por dia (1, 11, 63).
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El crecimiento esquelético fetal y la acrecidon mineral dsea son dependientes de
energia, proteina y aporte mineral maternos y son directamente afectados por la
transferencia neta de calcio y otros minerales desde la madre al feto. Desde el 2°
trimestre en adelante, las concentraciones séricas de calcio y fosforo son alrededor de
20 % mas altas en el feto que los niveles correspondientes maternos, sugiriendo un
transporte transplacentario activo de minerales. En el tercer trimestre del embarazo

ocurre por tanto, la mayor transferencia de calcio a través de la placenta (63, 64, 65).

La gestacion produce en la madre importantes variaciones en la homeostasis del calcio
y de sus elementos reguladores, con el fin de facilitar su transferencia hacia el feto y
favorecer su mineralizacion Osea. Esto supone, en particular para la madre, un
aceleracion en el proceso de remodelamiento dseo con importantes variaciones de las
hormonas y de las proteinas relacionadas, respecto a la situacion existente fuera de la
gestacion. El crecimiento esquelético fetal y la acrecion mineral dsea son dependientes
de energia, proteinas y aporte mineral maternos y son directamente afectados por la
transferencia neta de calcio y otros minerales desde la madre al feto. El aumento de la
demanda mineral en la madre es parcialmente compensada por una absorcidén
intestinal aumentada de calcio y posiblemente por la movilizacion aumentada de

minerales desde el esqueleto materno (66).

Son muchos los factores que tienen impacto sobre el contenido 6seo mineral (BMC) y
el desarrollo 6seo fetal. Se ha publicado una inadecuada mineralizacién 6sea fetal en
madres con extrema restriccion dietética o con déficit de vitamina D o relacionada con
la estacion de nacimiento, el consumo materno de alcohol o tabaco, la prematuridad o
la diabetes mellitus tipo 1 en las madres, sobre todo, en aquellas con un pobre control

glucémico (62- 76).

Por tanto la osteopenia en recién nacidos es multifactorial. Entre los factores de riesgo
la prematuridad es el mas importante. Hay un estimulo de crecimiento cortical por los
ejercicios de resistencia que realiza el feto contra la pared uterina. Hay autores que han
publicado en los nifios con muy bajo peso al nacer una reduccion fisioldgica en la
fuerza muscular en las primeras 8 semanas de vida por la falta de estimulo mecénico,

que junto con un inadecuado aporte mineral contribuye en el desarrollo de la
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osteopenia (16,17). La falta de estimulo mecénico aumenta la resorcion O6sea, aumenta

la pérdida de calcio urinario y disminuye la masa osea.

Ademas en los prematuros existe también una demanda adicional de minerales para el
rapido crecimiento Oseo tras el nacimiento, que junto con unos aportes deficitarios los
hace mas propensos a la osteopenia. El aporte de calcio y fosforo por via enteral puede
ser inadecuado debido a intolerancia alimentaria y contenido mineral inadecuado en la
leche humana. El requerimiento de nutricion parenteral prolongada es también un
factor de riesgo ya que la solubilidad del calcio y del fosforo en la nutricion parenteral

limita la cantidad de minerales con la que puede ser suplementada (77, 78, 79).

La utilizacion de medicacion como diuréticos, metilxantinas y corticosteroides, se han
implicado también como causa de osteopenia en pretérminos. Los diuréticos y
metilxantinas (77) pueden aumentar la pérdida de calcio urinario y las altas dosis de
corticoides sistémicos suprimen la funcion del osteoblasto y la sintesis de DNA in
vitro. Se ha publicado una disminucion de la fosfatasa alcalina 6sea especifica y de la

osteocalcina tras 3 semanas de tratamiento con corticosteroides (81).

La osteopenia es reconocida como causa de fracturas patologicas en el recién nacido
pretérmino (RNPT). Se correlaciona inversamente con el peso y la edad gestacional.
Se han publicado series en que la mineralizacion 6sea inadecuada afecta a un 30 % de
los recién nacidos de bajo peso extremo al nacimiento (<1000g) (82,83). Los
estrogenos estimulan la produccion de OPG de forma indirecta, incrementando la
produccion de TGF-B tanto por los osteoblastos como por los osteoclastos, y

directamente por accion sobre los osteoblastos maduros.

Se ha sugerido que la terapia de reemplazo postnatal de estradiol y progesterona
pudiera prevenir la osteopenia en prematuros. Esto se basa en una observacion de que
el feto estd expuesto a altos niveles hormonales de procedencia materna. El parto
prematuro equivale al cese de exposicion a estas hormonas a una edad de desarrollo
mas precoz. Lo cierto es que el tratamiento de la osteopenia y de la osteoporosis en el

nifo es de escasa utilidad, y los esfuerzos deben ir orientados a la prevencion (83)

22



Introduccién

Han sido publicados diversos trabajos en los que se encuentran una masa Osea
disminuida en nifios y adultos con diabetes tipo 1, que podria estar relacionado con el
déficit de insulina. La hipocalcemia neonatal ocurre en el 50 % de los hijos de madre
con diabetes insulinodependientes. La incidencia y severidad de la hipocalcemia esta
directamente relacionado con la severidad y el deficiente control glucémico de la

diabetes materna (84).

La hipomagnesemia materna es debida a la pérdida urinaria de magnesio, y es causa de
hipomagnesemia fetal, que puede ocasionar hipoparatiroidismo funcional e
hipocalcemia (85, 86,87). En hijos de madre diabética se ha visto un aumento del 1-25
(OH)2 D, que tiene una actividad resortiva sobre el hueso, lo que podria estar en
relacion con una disminucién del contenido mineral en hijos de madre diabética (88).
También se ha relacionado con una menor movilidad intrauterina relacionado con un

mayor peso y un pobre control glucémico (89, 90).

La diabetes gestacional es relativamente comun y a pesar del tratamiento enérgico y el
control glucémico, la morbilidad fetal y neonatal es frecuente. S6lo unos pocos estudios
han examinado la mineralizacion 6sea en hijos de madre diabética, con resultados

discordantes (73,74, 75).

Siddharth y cols han descrito un sistema de transporte activo de calcio en las
microvellosidades del sincitiotrofoblasto que podria explicar el hecho que durante el
tercer trimestre de la gestacion la sangre del cordon umbilical sea mas rica en calcio
que la materna. La placenta es capaz de conseguir un transporte altamente eficiente a
través de ella, con tasas de 150 mg /kg /dia para el calcio y la mitad de esta cantidad
para el fosforo. Este paso transplacentario superior a las necesidades fetales, le

protegeria de posibles cambios en la calcemia materna (91, 92).
Este paso de calcio no parece estar regulado por la vitamina D (93).

El principal metabolito que atraviesa la placenta es el 25 OH D y éste es convertido en
I, 25(0OH), D en el rinén fetal. Sin embargo el papel de la 1,25(OH), D en la

mineralizacion esquelética fetal y en la homeostasis mineral atin es incierto.
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Verhaeghe y cols han demostrado un descenso de osteocalcina en los hijos de madre
diabética (HDM) vy en los neonatos con retraso del crecimiento intrauterino (CIR), lo

que confirma una disminucidn de la formacion dsea en estos recién nacidos (94).

Otros autores proponen como mecanismos por el cual los HMD tienen menor
mineralizacion 6sea, una disminucion del transporte de calcio a través de la placenta
con una reduccion en la acrecion de calcio, un déficit de insulina, o pérdidas maternas
urinarias de magnesio. Otros autores han sugerido que la reduccion del contenido
mineral, pudiera deberse a un pobre control de la glucemia, encontrandose una

correlacion inversamente proporcional con el peso (72, 73, 95)

Se ha comprobado asimismo la importancia creciente de los factores mecéanicos sobre
el desarrollo del esqueleto. Los OB aumentan su actividad en respuesta a la carga
mecanica in vitro, mientras que la ausencia de estimulacion se ha demostrado que
aumenta la resorcion 6sea, aumenta la pérdida de calcio urinario y disminuye la masa
6sea. Habria un compromiso del crecimiento 6seo debido a la falta de interaccion
musculo-hueso como esta descrito en neonatos con enfermedades musculares
hipotdnicas congénitas. La falta de actividad fisica y contraccion muscular en contra de
resistencia tanto en hijos de madre con diabetes como en prematuros, aumentara la

resorcion Osea y la desmineralizacion y causard osteopenia (16, 73).

Se han encontrado notables diferencias estacionales en el contenido mineral 6seo, tanto
en nacidos a término como en pequeios para la edad de gestacion. El contenido mineral
Oseo es significativamente mas bajo en los nacidos en verano, posiblemente debido a la
no ingesta de suplementos de vitamina D en el primer trimestre de la gestacion, y a la
alteracion del metabolismo de la vitamina D por deprivacion de la luz solar en esta

etapa del embarazo (68,69, 96).

La patogenia de la osteopenia en el prematuro es generalmente multifactorial y puede
implicar factores prenatales y postnatales como falta de la transferencia mineral
transplacentaria, aporte mineral inadecuado y pérdida excesiva neonatal. La
disminucion de la mineralizacion dsea se encuentra segiin algunos estudios en el 30 %
de los recién nacidos con un peso inferior a 1000 g. La osteopenia se asocia con

diversos estados patoldgicos como la enfermedad pulmonar crénica, enterocolitis
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necrotizante, nutricion parenteral prolongada y retraso en alcanzar la nutricion enteral
completa. Por el mismo mecanismo, la alteracion de la transferencia placentaria de
minerales, actuaria en el crecimiento intrauterino retardado. Estos neonatos con bajo
peso al nacimiento, presentan disminucion de la mineralizacion 6sea y de la velocidad
de formaciéon del hueso, aumento de hormona paratiroidea y disminucién de

osteocalcina y vitamina D (97,98).

1.5 MEDICION DE LA DENSIDAD OSEA

La osteoporosis se define como la pérdida de masa d6sea y de la integridad de la
microarquitectura del esqueleto, que produce fragilidad e incremento del riesgo de
fractura (47). La densidad mineral 6sea (DMO) se ha demostrado que es con mucho el
factor predictivo mas fuerte de riesgo de fractura y puesto que su medicion se hace en
base a la determinacion densitométrica, resulta imprescindible disponer de
instrumentos fiables y precisos que puedan medir la masa 6sea y compararla con las

poblaciones de referencia.

La técnica adecuada para la valoracion de la maduracion del esqueleto en la infancia y
la adolescencia debe permitir la cuantificacién exacta y reproductible del grado de
mineralizacion, de la manera mas incruenta posible. Debe generar una escasa o nula
dosis de radiacion y debe disponer de una capacidad para detectar pequefios cambios de

contenido mineral lo que sera util para valorar los efectos del tratamiento.

En el esqueleto como hemos ido viendo existe un 20 % de hueso trabecular muy activo
metabolicamente y un 80 % de hueso cortical. Parece ser que no s6lo el hueso cortical y
trabecular presentan diferencias ante un estimulo fisico u hormonal sino que algunos
huesos o regiones 0seas de un mismo hueso tienen una respuesta distinta. Por eso es tan
complicado valorar el método a utilizar, y quizas haya que utilizar varios, para

determinar el estado mineral dseo.
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En el neonato el diagnostico de osteoporosis o de osteopenia se complica por el
pequefio tamano de los huesos, y la proporcion de tejidos blandos circundantes (grasa

fundamentalmente).

Existen métodos que pueden efectuar mediciones de la densidad mineral 6sea en el
cuerpo entero y que reciben el nombre de densitometria central y los que miden la

masa Osea en una Unica region, también llamados de densitometria periférica.

Los distintos métodos densitométricos se basan en el principio de la atenuacidon que
sufren los rayos X o los fotones de rayos gamma al atravesar los tejidos. Dicha
atenuacion se relaciona con el grosor y la composicion de los tejidos que atraviesa,
fundamentalmente del grosor del mineral 6seo. Los valores de atenuacion pueden ser
expresados en equivalentes a grosor mineral, para a continuacién compararlos con unas
curvas basadas en la poblacién normal. El resultado se expresa en desviaciones
estandar respecto a estas curvas de normalidad. No obstante, el valor obtenido es una

medicion combinada de tejido 6seo, médula 6sea y otros tejidos circundantes. La
verdadera medida de la masa dsea requeriria un densitdmetro tridimensional que
excluyera la médula 6sea y los tejidos blandos que rodean el hueso. El unico
densitometro volumétrico que existe en la actualidad, la tomografia computarizada

cuantitativa, incluye la medula dsea en su medicion.
A excepcion del densitometro por ultrasonidos, el resto de las técnicas son radiolédgicas.

La absorciometria dual de rayos X (DEXA) es el método mas extendido en la
actualidad, por su baja radiacion, su precision y capacidad de medir tanto el esqueleto

axial como el apendicular.

Con esta técnica, dos haces son emitidos de una fuente de rayos X en lugar de una
fuente radioactiva, consiguiendo una mayor precision que con la absorciometria
fotonica de doble energia (DPA). Al utilizar dos haces de distinta energia puede

corregir la atenuacion producida por los tejidos blandos, al igual que la DPA (99).

Los densitometros DXA, habitualmente llamados DEXA, exploran la cadera, la
columna lumbar, el antebrazo y en muchos casos el esqueleto total. El aparato

proporciona los valores de densidad mineral en gramos/cm2 (BMD), contenido mineral
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6seo en gramos (BMC), area (cm2), altura (cm) y grosor (cm) del area explorada. Sin
embargo no tiene en cuenta el grosor de los huesos no corrigiendo los resultados en

volumen.

Estos densitometros tienen una alta precision (0,5-2%) y reproductibilidad y han
demostrado que pueden tener utilidad en la prevencion de fracturas. Son ampliamente
usados. Tienen la desventaja del alto coste y gran tamafio, requieren espacio y necesitan

personal especializado para su manejo (100,101).

El uso de DEXA que inicialmente se desarrolld para el seguimiento de la osteporosis
degenerativa, también se emplea en neonatos. Su uso estd restringido por la necesidad
de sedacion, el traslado del recién nacido que en ocasiones se encuentra hospitalizado

en cuidados intensivos, el coste y la exposicion a radiaciones ionizantes.

La técnica suele realizarse tras una toma de alimentos , pero cualquier movimiento
ocasiona artefactos que obliga a reiniciar la medicion. Si estos son continuos es
necesario abandonar la medida. Es posible que se produzca un cierto numero de casos
en los cuales las mediciones se completen de forma no éptima por un nimero variable

de artefactos por movimientos.

Rawlings et al concluyen que las adquisiciones DEXA para neonatos son generalmente
adaptables a movimientos aislados ocasionales, particularmente aquellos de
desplazamiento minimo. Sin embargo, los de tipo continuo, especialmente de amplia
amplitud y velocidad, afectan a las magnitudes DEXA. La precision de la técnica
DEXA en la determinacion de los parametros 0seos y de tejido blando en neonatos de
edad corregida aproximada de 3 meses es apropiada, estando en el rango de 2-5 %,
excepto para la masa de tejido graso que manifiesta un valor mucho mas alto (hasta un

20 %) (102).

Antes de que aparecieran los primeros densitometros DEXA ya aparecieron algunos
aparatos de escaner para medir la masa oOsea y fueron llamados tomografia
computarizada cuantitativa (QTC) para diferenciarlos del resto de tomografia
computerizada. Es la tnica técnica tridimensional, volumétrica, para medir densidad

mineral 6sea de que disponemos. Dado que es una medida volumétrica, los valores que
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proporciona son en g/cm3. Con esta técnica hay disponibles aparatos que miden la
masa Osea de columna y cadera y otros en antebrazo, aunque podria hacerse en
cualquier otra localizacion. Los QTC son los unicos densitometros capaces de
diferenciar hueso cortical del trabecular. Se ha demostrado que la diferencia de la
densidad mineral 6sea con la edad y entre sujetos sanos y osteoporoticos es mayor
medida con QTC que con DXA (103). Desgraciadamente estan desaconsejados en el
seguimiento del nifio en riesgo de osteoporosis por la exposicion a dosis acumulativas

de radiaciones.

Desde el 1992 se utiliza la ultrasonografia en el diagnoéstico de osteopenia y
osteoporosis en nifios y adultos. La osteosonografia es un método que se basa en
conocer la densidad 6sea, midiendo la velocidad de conduccion de los ultrasonidos a

través del hueso, por tanto carente de radiacion y mas barato.

El modelo DBM 1200 SONIC, esta disefiado para realizar no solo un andlisis
cuantitativo del estado mineral del hueso (OSTEOSONOMETRIA) sino también, un
analisis cualitativo de la homogeneidad de la arquitectura y de la elasticidad del tejido

6seo (OSTEOSONOGRAMA), utilizando ultrasonidos.

En la frecuencia en la que trabaja este aparato 1,25 Mhz, los ultrasonidos se propagan

de acuerdo a la dptica geométrica y las leyes que la describen.

Los parametros caracteristicos son la velocidad de transmision (tiempo de vuelo), la

atenuacion, la reflexion y la dispersion.

La densidad, la arquitectura, la homogeneidad y la elasticidad influyen en la velocidad

de manera diversa.

La velocidad de los US esta en funcion no lineal de la densidad y de la organizacion
estructural del medio que atraviesa. Mientras mayor es la densidad mayor es la

velocidad.

Esto significa que este sistema permite evaluar no solo el componente mineral dseo,

sino también su resistencia, homogeneidad y elasticidad, que son los parametros
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indispensables para determinar con seguridad la resistencia a la fractura de los

materiales.

Esta técnica tiene la ventaja de no irradiar, ser una técnica rapida, que lleva menos de
un minuto por exploracion, y ser de bajo coste; el equipo es de pequefio tamafio, no
requiere personal especializado y ha demostrado tener el mismo valor predictivo de

fracturas vertebrales que DEXA (104-108).
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Capitulo 2

PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO Y OBJETIVOS

2.1 PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Recientes estudios sugieren que el riesgo de osteoporosis en la vida adulta puede
influenciarse por el microambiente uterino o circunstancias de la vida postnatal precoz.
Es por esto que es necesario definir con la mayor precision, a qué llamamos un recién

nacido normal, desde el punto de vista del metabolismo mineral.

Actualmente existe segin hemos visto mucha informacion sobre la fisiologia de la
remodelacion 6sea y de los factores locales y sistémicos que regulan este complicado
proceso. Aun no hay muchos datos sobre lo que ocurre a nivel molecular, por lo que los
nuevos avances en biologia molecular estdn permitiendo descubrir los mecanismos que

se desarrollan a nivel celular en el microambiente 0seo.

Investigaciones recientes durante los ultimos afios muestran que los OB juegan un
papel importante en la funcion y el desarrollo de los OC. Numerosas citoquinas,
hormonas y factores de crecimiento controlan la homeostasis del calcio y la mayoria de
los receptores para €stos se encuentran en los OB independiente de si su activacion

desencadena procesos de formacion o resorcion.

La busqueda de nuevos marcadores bioquimicos de la formacion y resorcion dsea, asi

como de pruebas de medida de la densidad dsea, ha sido constante. Recientemente se
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han caracterizado componentes celulares y extracelulares del tejido dseo que reflejan
especificamente tanto la formacion como la resorcion dseas, los métodos para su
determinacion no son invasivos, son relativamente baratos e interpretados
correctamente, son herramientas muy utiles para el estudio de la enfermedad 6sea
metabdlica. La utilidad de los marcadores bioquimicos en la practica clinica se ha
cuestionado durante mucho tiempo por la variabilidad analitica y bioldgica que
presentaban. Lamentablemente muchos de estos nuevos marcadores no tienen valores

de referencia en recién nacidos.

La osteopenia en recién nacidos (RN) se descubre comunmente como un hallazgo
accidental de radiografia presentandose como hipomineralizaciéon o fracturas
cicatrizadas. Sin embargo, las radiografias convencionales no pueden detectar
precozmente hipomineralizacion 6sea hasta que hay una sustancial pérdida en torno al
30-40 % del contenido mineral 6seo (CMO) y hemos visto las dificultades técnicas con

las que contamos para realizar DEXA en esta edad.

2.2 OBJETIVOS

Por todo lo referido anteriormente nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1. -Determinar la medida de la velocidad del US dependiente de la amplitud (AdSOS)
en RN a término, hijos de madres con diabetes gestacional (HMDG) , pretérminos, y
sus respectivas madres y establecer si existe relacion de la misma con la edad
gestacional, datos antropométricos del RN, hormonas reguladoras del calcio y

marcadores del remodelamiento 6seo, incluida la OPG, en el momento del parto.

2. -Establecer los valores de normalidad de AdSOS en RN a término, pretérminos e

HMDG.

3.- Establecer los valores de normalidad en nuestras tres poblaciones para la OPG,

betacrosslaps (BCTX), osteocalcina, 25- hidroxivitamina D, y PTH.
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4.- Determinar si es buen método de screening la AdSOS, asi como ver la utilidad de
la medida de OPG y otros marcadores dseos en sangre de cordon, en el diagndstico de

osteopenia.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd desde Octubre de 2004 a Junio de 2005 en la Unidad de
Neonatologia del Servicio de Pediatria y el Servicio de Obstetricia del Hospital
Universitario Virgen Macarena de Sevilla. Se realizé un estudio transversal en el que
participaron 99 recién nacidos a término (grupo control), 64 recién nacidos de madres
con diabetes gestacional (HMDG) y 57 recién nacidos pretérminos (PT) y sus

respectivas madres.

3.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Grupo control:
o De los recién nacidos:
1.- Ser un recién nacido a término entre 37 y 42 semanas de edad gestacional.

2.- Tener un peso adecuado para la edad gestacional determinada segtn la fecha de la

ultima regla y por ecografia durante el embarazo.

3.- Nacer sin malformaciones congénitas, ni signos de infeccion aparente, anomalias
del sistema nervioso central, ni sospecha de enfermedad muscular, ésea, u otras

anomalias genéticas.
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) De las madres:

1.- Tener una edad comprendida entre 21 y 40 afios.
2.- No tener antecedentes personales de osteoporosis, o de cualquier otra enfermedad
metabolica, ni encontrarse en tratamiento con farmacos, ni consumir tabaco, alcohol u

otros toxicos que interfieran con la mineralizacion osea.

Grupo HMDG:
° De los recién nacidos:

1.- Ser un recién nacido a término con edad gestacional entre 37 y 42 semanas de edad

gestacional.

2.-Tener un peso adecuado para su edad gestacional determinada segun la fecha de la

ultima regla y por ecografia durante el embarazo.

3.- Nacer sin malformaciones congénitas, ni signos de infeccion aparente, anomalias
del sistema nervioso central, ni sospecha de enfermedad muscular , dsea, u otras

anomalias genéticas.
o De las madres:
1.- Tener una edad comprendida entre 21 y 40 afios.

2.- No tener antecedentes personales de osteoporosis, o de cualquier otra enfermedad
metabolica, ni encontrarse en tratamiento con farmacos, ni consumir tabaco, alcohol u

otros toxicos que interfieran con la mineralizacion 6sea.

3. Haber sido diagnosticada de diabetes gestacional y haber realizado seguimiento por
una Unidad de Obstetricia. Se define como tal, a toda diabetes diagnosticada por
primera vez durante el embarazo, independientemente de la necesidad de tratamiento
insulinico, del grado de trastorno metabolico o su persistencia una vez finalizada la
gestacion. En nuestra poblacion se recomienda el cribado universal entre la 24 y la 28

semana de gestacion mediante el test de O’Sullivan que se considera positivo, cuando
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presenta la embarazada una glucemia >140 mg/dl a la hora de tomar por via oral 50
gramos de glucosa. Todas las embarazadas con el test de O’Sullivan positivo se
someten al test diagndstico que consiste en realizar una sobrecarga oral con 100 gramos

de glucosa, y dos o mas valores deben ser iguales o superiores a los siguientes:

‘Glucemia Sangre venosa ‘
(mg/dl)

Ayunas 105

1 hora 190

2 horas 165

3 horas 145

Tabla 3.1. Criterios diagnosticos de Diabetes Gestacional (Guia Asistencial 2003;

Grupo Espatfiol para el Estudio de la Diabetes y el Embarazo (GEDE))

Grupo de pretérminos
. De los recién nacidos:
1.-Ser un recién nacido con edad gestacional menor de 37 semanas.

2.-Tener un peso adecuado para su edad gestacional (segun la fecha de la ultima regla

y por ecografia durante el embarazo).

3.-Nacer sin malformaciones congénitas, ni signos de infeccion aparente, anomalias del
sistema nervioso central, ni sospecha de enfermedad muscular , dsea, u otras anomalias

genéticas.
) De las madres:

1.- Edad comprendida entre 21 y 40 afos.
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2.- No tener antecedentes personales de osteoporosis, o de cualquier otra enfermedad
metabolica, ni encontrarse en tratamiento con farmacos, ni consumir tabaco, alcohol u

otros toxicos que interfieran con la mineralizacion Osea.

3.2 PROTOCOLO DE ESTUDIO

Todas las madres aceptaron por consentimiento informado participar en el estudio. El
estudio fue aceptado por el Comité de Etica e Investigacion del Hospital Universitario

Virgen Macarena de Sevilla.

En todos los recién nacidos se recogieron las siguientes variables: edad gestacional,
sexo, longitud, peso, perimetros craneal y toracico, y test d¢ APGAR. En las madres se
recogieron: edad, paridad, grupo sanguineo, los antecedentes menstruales y obstétricos,
tipo de parto, antecedentes familiares y personales de enfermedad metabdlica, habitos
téxicos, origen urbano o rural, la toma de farmacos o suplementos vitaminicos, e

incidencias durante el embarazo.

En el grupo de madres con diabetes gestacional se recogid el tipo de tratamiento
realizado (dieta con o sin insulina), asi como el control de la glucemia durante el
embarazo. El diagndstico se realizd segin la Guia Asistencial del 2003 editada por el

Grupo Espafiol para el Estudio de la Diabetes y el Embarazo (tabla 3.1).

Las glucemias del recién nacido se realizaron a las dos horas del nacimiento, y si eran
normales cada 8 horas, en controles sucesivos. Quedd reflejada en el estudio la

necesidad de ingreso en la Unidad de Neonatologia.

El grupo de recién nacidos de madre con diabetes gestacional (HMDG) se dividio en
dos subgrupos: HMDG 1 cuyas madres fueron tratadas solo con dieta, y HMDG 2 que
fueron tratadas ademas con insulina por ser la dieta insuficiente, para controlar las

glucemias. Ninguno de los HMDG presentaba otra patologia.

En el grupo de pretérminos se consideraron dos subgrupos, aquéllos situados entre 32-

36 semanas de gestacion y aquéllos de menos de 32 semanas de gestacion.
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Exploracion dsea por ultrasonidos:

Las mediciones de la velocidad del ultrasonido mediada por la amplitud (Ad-SOS) a
través del hueso en los recién nacido y sus madres se realiz6 en las primeras 48 horas

tras el nacimiento.

La Ad-SOS se midi6 con un DBM Sonic 1200(IGEA, Carpi, Italia) que es un
aparato electronico que permite realizar un andlisis estructural y densitométrico del
tejido 6seo mediante ultrasonidos. Tiene una frecuencia de emisién de 1.2 MHz, 22w
de potencia y sondas emisoras y receptoras de cuarzo. La propagacion del ultrasonido a
través del hueso se transmite con una velocidad que varia en funcion de la densidad y

de como esté organizado estructuralmente el tejido dseo.

El DBM Sonic 1200 consta de:

e Una Unidad Central de Mediciéon (UCM) (Figura 1) compuesta por una caja
metdalica, de dimensiones 278 x 153 x 292 mm, que contiene los circuitos
electrénicos para la generacion y elaboracion de ultrasonidos que se utilizan en
las mediciones. En el panel frontal se encuentran los dispositivos de control y
de sefializacion del sistema y una pantalla donde se visualiza la grafica. Figura
3.1.

Figura 3.1. DBM SONIC 1200 (UCM)
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e Un aparato de medicion que se denomina “Calibre” (Figura 3.2), que consiste
en una estructura metalica en aluminio que hace de soporte a una pareja de
sondas, o transductores ultrasonicos, que se presentan entre ellos a una distancia
regulable desde cero (superficie de las sondas en contacto), hasta un méximo de
42 mm, que permite posicionar las sondas sobre el lugar exacto de medicion,
para el analisis del tejido 6seo. Esta formado por dos cuerpos tubulares puestos
en posicion coaxial, que se deslizan sobre el mismo eje, conteniendo cada uno

una sonda de US.

Figura 3.2. Calibre del DBM SONIC 1200

El calibre tiene ademds un dispositivo manual de regulacion de la distancia entre las

sondas, que esta situado en la parte superior de la estructura metélica.

El calibre tiene un transductor de posicidén que se encuentra en el interior de los cuerpos
tubulares, que permiten a la UCM conocer con gran precision la distancia entre las

sondas de medida.

La estructura metalica tiene un tercer tubo de un didmetro inferior a los precedentes,
paralelo al eje, que contiene los cables de conexion entre la UCM vy los transductores
incorporados al calibre; ademas hace de soporte de una tecla que se utiliza durante el

proceso de medicidn para “congelar” la imagen grafica en la pantalla.
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Fantoma: Es un pequefio bloque de plexiglas de 20x30x40 mm que tiene en dos
de sus extremos dos hendiduras circulares denominadas A y B a una distancia
entre si de 20 mm, y dos hendiduras C y D distantes entre si 40 mm, que se
utilizan para la calibracidon previa al inicio de la medida. La velocidad de

referencia medida con el fantoma es de 2760 + 15 m/sg.

En las madres se realiz6 la determinacion del 2° al 5° dedo de la mano no dominante,

por triplicado. En el recién nacido se realiz6é por quintuplicado en la epifisis distal de

ambos humeros. En las madres se eligieron estos lugares de medida por:

Ser una zona que comprende hueso cortical y trabecular.

Tener un menor coeficiente de variacion (mayor precision), debido a la

facilidad de reposicionamiento de la sonda.

En el RN se eligio la epifisis distal del humero por ser una zona estructuralmente

parecida al tercio distal de las falanges y por las dificultades técnicas, al no poderse

acceder por el tamafio de la sonda, a los dedos de un recién nacido. También aqui el

condilo distal proporciona un referente anatomico para dirigir la posicion de las sondas.

Antes de iniciar una medida:

Se espera que el equipo y la sonda estén “calientes” para efectuar la primera

medida del dia.

Se realiza la calibracién utilizando un fantoma de plexiglas que tiene una

velocidad de referencia de 2760 + 15 m/sg.

Se desliza suavemente hasta los condilos y entonces se rota suavemente sobre el
plano ortogonal a la falange encontrando el punto de maxima transmision, el
cual coincide con la perpendicularidad de la transmision respecto a la interfase

osea.

No se debe presionar las dos sondas del calibre y se debe permitir que la

presion sea la del muelle de retroceso, para evitar subjetividad en las medidas.
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Prestar atencioén a las zonas con medidas inferiores a 12 mm o superiores de
20 mm. En el primer caso para que no sobresalga demasiado del lugar de
medida, y en el segundo caso para dar abundante gel de transmisidon y esperar

que se forme un pequefio edema antes de efectuar la medida.

Posteriormente se sigue con el siguiente procedimiento de medida:

1.

Posicionamiento del calibre y las sondas (Figuras 3 y 4):

Se aplica abundante gel de transmision en la superficie de ambas sondas.

Se posiciona el dedo o el humero en cada caso entre las sondas, de

forma que queden bien centradas.

Se desliza el calibre hasta topar con los condilos y posteriormente
esperar 10 segundos para que el tejido blando quede comprimido por el

resorte del calibre.

Se optimiza la amplitud, crecimiento y nimero de picos del grafico de
transmision del ultrasonido (OSTEOSONOGRAMA), manteniendo la

barra umbral si es posible sobre el primer pico.

Cuando se obtuvo la dptima transmision, se congelé la imagen y

posteriormente se confirmo el dato.

Se realiz6 por lo menos una medicion del tejido blando, entre los dedos
pulgar e indice, y se confirmo el dato apareciendo un grafico en la

pantalla.

2. Verificacidn final de las medidas:

Es normal que las velocidades de AdSOS tomadas en la metéfisis distal de
las primeras falanges de los dedos 2° al 5° de las madres del estudio, sean

distintas. Estas son directamente proporcionales a la longitud de los dedos.

3. Valoracién final de la medida:
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e La valoracion final de la medida se realizd6 teniendo en cuenta
principalmente el valor de la osteosonometria o velocidad del ultrasonido a
través del hueso dependiente de la amplitud (Ad-SOS) y valorando el

osteosonograma segin amplitud, forma y numero de los picos.

Figuras 3.3 y 3.4. Procedimiento de medida

Todas las mediciones fueron realizadas por el mismo observador. El coeficiente de
variacion (CV%) fue calculado de acuerdo con Gluer y colaboradores (1996)
realizando 5 medidas en 10 recién nacidos con reposicionamiento de la sonda. Cada dia

se calibro el aparato con el fantoma de poliuretano facilitado por el fabricante.

Estudio antropométrico:
El peso se midi6 con una bascula BASIC SP ( méaximo 6 Kg y minimo 40 g; error: 2
g) g. La longitud con un neonatometro tipo HOLTAIN con precision de 0.1cm y los

perimetros craneal y tordcico con una cinta métrica inextensible de fibra de vidrio.

Estudio bioquimico:

En todos los recién nacidos y sus madres se determind en suero las siguientes variables:
Calcio, fosforo, calcio corregido con las proteinas, fosfatasa alcalina, proteinas totales,
osteocalcina, parathormona, -crosslaps, osteoprotegerina, y 25(OH)D.

La extraccion de sangre en el RN se hizo del cordon umbilical en el momento del parto
y en las madres de una vena periférica, en ayunas y a primera hora de la mafana,
durante el parto o en las primeras 12 horas tras el parto.

El suero fue separado inmediatamente por centrifugado a 3500 rpm durante 15 minutos

a 4° Cy congelado a -20° C hasta su procesamiento.
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Las determinaciones se realizaron en el Laboratorio del Departamento de Bioquimica

del Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla .

El calcio corregido con las proteinas, el fosforo, las proteinas totales y la fosfatasa
alcalina total, se midieron segun el método clinico de Bayer ® para el ADVIA 2400

Chemistry System Healthcare LLC.
Osteocalcina:

En la sangre se encuentran tanto la osteocalcina intacta (aminoacidos 1-49) asi como el
fragmento N-MID (aminoacidos 1-43), de gran tamafio. La osteocalcina intacta es
inestable debido al desdoblamiento proteasico entre los aminoacidos 43 y 44, mientras
que el fragmento N-MID resultante del desdoblamiento es mucho mas estable.
Nosotros determinamos el fragmento N-MID de la osteocalcina, para ello utilizamos el
test Elecsys N-MID osteocalcin que es un inmunoensayo por quimioluminiscencia
“ECLIA” utilizando el mddulo Elecsys MODULAR ANALYTICS E170 (Roche
Diagnostics ®). Este test emplea dos anticuerpos monoclonales dirigidos
especificamente a los epitopes del fragmento N-MID y del fragmento N-terminal,
detectando tanto el fragmento N-MID estable como la osteocalcina aun intacta.. El test
no depende del inestable fragmento C-terminal (aminoacidos 43-49) de la molécula de

osteocalcina, garantizando unos resultados de medicidon constantes.
El principio del test es una técnica sandwich con una duracion total de 18 minutos.

En una 1* incubacién se toman 20 ul de muestra, un anticuerpo biotinilado monoclonal
especifico anti-osteocalcina N-MID y anticuerpo especifico monoclonal anti-

osteocalcina N-MID marcado con quelato de rutenio formando un sandwich.

En una 2* incubacién: Después de la incorporacion de microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sélida por la interaccion entre

biotina y estreptavidina.

La mezcla de la reaccion es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo,

las micicroparticulas se fijan temporalmente a la superficie del electrodo. Al aplicar una
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corriente eléctrica definida se produce una reaccién quimioluminiscente cuya emision

de luz se mide directamente en un fotomultiplicador .

Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracién a dos puntos y una curva
principal incluida en el codigo de barras del reactivo. El intervalo de medicion esta
entre 0,500 y 300 ng/ml, definido como el limite de deteccion y el méximo de la curva

principal.

Los valores de normalidad para las mujeres en nuestro laboratorio estan por debajo

0,60 ng/ml. No estan establecidos para la mujer embarazada, ni para los recién nacidos.

La precision intraensayo tiene un CV de 0,7 % y una precision total con un CV de

1,6%.

Hormona paratiroidea intacta (PTH i): se midi6 por inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia “ECLIA” utilizando el modulo Elecsys MODULAR
ANALYTICS E170 (Roche Diagnostics ®). La PTH i estd compuesta por una unica
cadena de polipéptidos con 84 aminodacidos y tiene un peso molecular aproximado de
9500 daltons. El fragmento biologicamente activo N-terminal tiene una vida media de
pocos minutos. La medicion selectiva de la hormona mayormente intacta permite
determinar directamente la actividad secretora de la glandula paratiroide. El test
Elecsys para determinar la PTH i utiliza el principio de ensayo sandwich, en el que el
anticuerpo monoclonal biotinilado reacciona con el fragmento N-terminal (1-37) y el
anticuerpo monoclonal marcado con quelato de rutenio con el fragmento C-terminal

(38-84). Los epitopos reconocidos corresponden a los aminoacidos 26-32 y 55-64.
La técnica sandwich tiene una duracion total de 18 minutos.

La 1* incubacion: 50 pl de muestra, un anticuerpo monoclonal biotinilado especifico
anti-PTH y un anticuerpo monoclonal especifico anti-PTH marcado con un quelato de

rutenio reccionan para formar un complejo sandwich.

La 2* incubacion: Después de la incorporacion de microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sélida por la interaccion entre

biotina y estreptavidina.
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La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las
microparticulas se fijan temporalmente a la superficie del electrodo. Al aplicar una
corriente eléctrica definida se produce una reaccion quimioluminiscente cuya emision

de luz se mide directamente con un fotomultiplicador.

Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracidn realizada en el sistema a

partir de una calibracion a dos puntos y una curva principal.

El test no se ve afectado por ictericia, hemdlisis, ni lipemia. Los valores se expresan en
pg/ml. Los valores de normalidad para < 40 afios estan entre 15 y 80 pg/ml, no estando

establecidos para las mujeres embarazadas, ni los recién nacidos.

El intervalo de medicion estd entre 1.20 y 500 pg/ml, definido por el limite de

deteccion y el médximo de la curva principal.

25- hidroxivitamina D: Se determin6 por quimioluminiscencia Nichols Advantage®.
Nichols Institute Diagnostics utiliza la quimioluminiscencia con ésteres de acridina
como marcador en su sistema de quimioluminiscencia para técnicas especiales. Cuando
los ésteres de acridina se tratan con peroxido de hidrégeno y una solucidn alcalina,

emiten luz. Los valores se expresan en ng/ml.

El rango de medida se encuentra entre 7.0 ng/ml y 120 ng/ml. que puede registrarse sin
dilucién es el valor del punto maximo de la Curva Maestra. La Curva Maestra abarca
todo el intervalo de medidas del ensayo, siendo su punto superior el valor maximo que

puede registrarse en el ensayo.
La precision interensayo esta cercana a un CV del 20 % (sensibilidad funcional).

Los valores de referencia de normalidad de nuestro laboratorio se encuentra entre 10 y

70 ng/ml .

El Bcrosslaps en el suero se analizé en el MODULAR ANALYTICS E 170 (Roche
Diagnostics®) mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) con el
test Elecsys P-crossLaps /serum destinado especificamente para determinar los
fragmentos reticulados isomerizados de colageno tipo 1. La especificidad del test esta

garantizada por la aplicacion de dos anticuerpos monoclonales que reconocen los
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octapéptidos lineares B-8AA. El test por tanto cuantifica todos los fragmentos de la
degradacion del colageno tipo I segun una técnica sandwich con una duracion total de

18 minutos:

1* incubacion: Se incuban 50 microlitros de la muestra y un anticuerpo biotinilado
monoclonal anti-B-CrossLaps , liberandose de los componentes séricos el antigeno de

la muestra.

2% incubacion: Tras afiadir un anticuerpo especifico monoclonal anti-Beta-CrossLaps la
mezcla de la reaccion se traslada a la célula de lectura donde, por magnetismo, se fijan
a la superficie del electrodo. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una

reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz es medida con un fotomultiplicador.

El intervalo de medicion se encuentra entre 0.010-6.00 ng/ml, definido por el limite de

deteccion y el maximo de la curva principal.
La variabilidad intraindividual presenté un CV de 17,9 %.

Los valores séricos de osteoprotegerina (OPG) se midieron mediante la técnica
ELISA con un kit comercial HUMAN OSTEOPROTEGERINA ELISA (IMMUN
DIAGNOSTIK®) medido en TRITURUS (Grifols ®) . En este ensayo se utilizan dos
anticuerpos altamente especificos contra la OPG. El principio del test es una técnica

sandwich.

En un primer paso se incuba las muestras con un anticuerpo biotinilado contra OPG
que reacciona simultaneamente con un anticuerpo de la placa de microtitter. Se forma
un complejo sandwich sobre la placa. Se incuba toda la noche a 4°C. Posteriormente se

realiza un lavado para eliminar sustancias inespecificas no unidas al complejo.

En un segundo paso se afiaden estreptavidina — peroxidasa que reacciona con el
complejo. Se incuba una hora a temperatura ambiente (18-26 °C). Se realiza otro lavado
y posteriormente se afiade a la fase solida el sustrato TMB y se incuba durante 15-20
minutos a temperatura ambiente, reservado de la luz, cambiando el color azul a

amarillo. La intensidad del color amarillo es directamente proporcional a la
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concentracion de OPG en la muestra. Se determina la lectura por absorciometria a

450 nm .
La precision intraensayo es de un CV del 10% e interensayo <10 %.

Las concentraciones séricas de OPG fueron dadas en UI/L y sus valores obtenidos en

base a una curva realizada con muestras estandares determinadas por el fabricante.

No existen en la actualidad valores de normalidad para la mujer embarazada, ni los

recién nacidos.

3.3 ESTUDIO ESTADISTICO

El andlisis estadistico ha constado de los siguientes apartados:

a) Estadistica Descriptiva: se han calculado medias y desviaciones tipicas para las

variables numéricas y porcentajes para las variables cualitativas.

b) El estudio de la relacidn entre las variables numéricas se realizéo mediante el calculo
de los coeficientes de correlacion con su significacion estadistica y también de la

regresion lineal acompainiada de su coeficiente de determinacion (R cuadrado).

c) Las comparaciones de las variables cuantitativas entre los diferentes grupos de RN se
realizo mediante el ANOVA (Andlisis de la Varianza) y en caso de obtener diferencias

significativas se realizo el test de comparaciones multiples de Bonferroni.

d) Para la comparacion de las variables cuantitativas de los nifios con sus madres se

utilizo el test de la t de Student para datos apareados.

Todos los calculos se han realizado con el Programa SPSS version 14.0 para Windows.

El nivel de significacion seleccionado fue del 95 % (p< 0.05).
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Capitulo 4

RESULTADOS

La edad media de las madres estudiadas fue de 31,02 + 5,41 afios El rango de edad de

las madres estuvo comprendido entre 21 y 40 afios.

Se estudiaron 220 madres y sus respectivos recién nacidos, de los cuales 99
correspondieron al grupo control (C), 64 al grupo de hijos de madres con diabetes

gestacional (HMDG) y 57 al grupo de RN pretérminos (RNPT).

En la tabla 4.1 figuran las medias y desviaciones estandar (DE) de la edad gestacional,
peso, longitud, perimetro craneal y perimetro toracico al nacimiento de las 3

poblaciones estudiadas.
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Controles HMDG Pretérminos
n=299 n=64 n=>57

Media DE Media DE Media
Edad gestacional (semanas) 39,72 1,44 39,47 1,25 33,07
Peso (gramos) 3.307,15 424,33 3.311.91 453,36 1.893,02 598,56
Longitud (cm) 49,65 1,98 49,82 1,86 42,82
Perimetro craneal (cm) 34,42 1,26 34,44 1,21 29,87
Perimetro toracico (cm) 32,18 1,92 32,50 1,41 26,57

Tabla 4.1. Media y desviaciones estandar (DE) de la edad gestacional, peso,
longitud, perimetro craneal y perimetro toracico al nacimiento de las tres

poblaciones consideradas

La velocidad del ultrasonido dependiente de la amplitud (Ad-SOS) fue medida en todos
los recién nacidos. El coeficiente de variacion intraensayo calculado previamente al

estudio fue de 0,48 % y el error estandar de la media (EEM) de 2,20 m/sg.

En la tabla 4.2 se muestran los valores de Ad-SOS (media + DE) de las madres y RN

de los 3 grupos considerados.

La Ad-SOS medida en los 99 recién nacidos del grupo control fue de
1781 + 14,5 m/sg. Los 57 pretérminos y los 64 recién nacidos de madres con diabetes
gestacional presentaron unos valores de 1722,6 + 24,5 m/sg y 1753,7+ 19,9 m/sg

respectivamente.

Encontramos unos valores de Ad-SOS inferiores en el grupo de los pretérminos y de
los recién nacidos de madres con diabetes gestacional, a los del grupo de recién nacidos

a término, que fueron estadisticamente significativos (p<0,01) (tabla 4.2).
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Ad-SOS
madres
Media DE Media DE
Controles 2.073,99 45,59 1.781,41 14,51
HMDG 2.071,41 47,25 1.753,71 19,94*
Pretérminos 2.106,30 52,98 1.722,61 24,50*
*p <001

Tabla 4.2 Valores de Ad-SOS (Media+ DE) en las madres y RN de las 3

poblaciones estudiadas

En la tabla 4.3 se muestran los valores de Ad-SOS y los distintos parametros

bioquimicos estudiados del grupo control distribuidos por sexo.

SEXO N Media DE
M 46 1776,93 16,12*
Ad-SOS (m/s) vV 53 1785,30 11,77
M 76 11,25 0,65
Ca (mg/dl) v 53 11,11 0,83
M 46 5,87 0,94
P (mg/dl) v 53 6,03 0,89
M 46 372,58 114,82
FA (U/) v 53 330,20 106,34
M 46 6,07 1,62**
OPG (UI/) vV 53 518 2,14
M 16 44,12 23,80
OTC (ng/ml) v 53 43,21 23,42
M 46 34,54 15,73
25(OH)D(ng/ml) v 53 29,07 12,80
BEI frgiml) v 53 0,72 0,15
PTH (pg/m) " - - s
Vv 53 3,13 2,63

*p=0,004;**p = 0,048; V= varones; M= mujeres

Tabla 4.3 Diferencia entre sexos para los valores de Ad-SOS, Ca, P, FA, OPG,

OTC, 25 (OH) D, BCTX, y PTH en el grupo control .
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La Ad-SOS medida en el grupo control mostr6 valores mas elevados en nifios que en
nifias, estadisticamente significativos (p= 0,004). Entre los parametros bioquimicos la
OPG en suero presentd valores mas elevados en nifias que en nifios con significacion

estadistica (p= 0,048) Tabla 4.3.

En los RN de madres con diabetes gestacional no se observaron diferencias por sexo

para ninguno de los parametros estudiados. (Tabla 4.4).

SEXO N Media DE
Ad-SOS (m/s) I\\;I gg 1;2(132‘21 ;g%
Ca (mg/d) v 23 1 1:8; g:ﬁ
P (mgld) y % o5 e
FA (U/l) v % 11,222 ?;2?421
OPG (UIf) v o gﬁ} 1:22
OTC (ng/ml) '\\f SS §8;§S ggig;
25(0H)D(ng/mi) v % 2012 1297
BCTX (ng/ml) '\\f gg 812; 3:13
PTH (pg/ml) y % gjgg 1:28

Tabla 4.4 Diferencia entre sexos para los valores de Ad-SOS, calcio,fésforo,
fosfatasa alcalina, osteoprotegerina, osteocalcina, 25-hidroxivitamina D, BCTX , y

parathormona en los RN de madres con diabetes gestacional .

La tabla 4.5 representa los valores de Ad-SOS y los parametros bioquimicos medidos
en el grupo de pretérminos. Los valores de Ad-SOS en este grupo fueron superiores en
nifios que en nifias, de forma no significativa. No hubo diferencias entre sexos para

ninguna de las variables medidas.
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SEXO N Media DE
M 32 1719,72 27,84
AdSOS (m/s) 25 1724.88 20,85
Ca (mg/dl) M £z 10,97 1,02
vV 25 10,73 0,82
M 32 5,95 1,40
P (mg/dl) Vv 25 6,41 1,22
M 32 406,68 215,59
FA (U/l) vV 25 428,35 127,73
M 32 6,76 1,71
OPG (UI/N) v 25 6,78 2,35
M 32 41,74 24,96
OTC (ng/ml) Vv 25 36,65 25,90
M 32 24,47 10,89
250HD (ng/ml) Vv 25 26.51 9,33
M 32 0,58 0,25
BCTX (ng/ml) v 25 0,52 0,18
M 32 12,89 20,08
PTH (pg/ml) vV 25 13,13 12,08

M= mujeres
V= varones

Tabla 4.5 Diferencia entre sexos para los valores de Ad-SOS, calcio, fosforo,
fosfatasa alcalina, osteoprotegerina, osteocalcina, 25-hidroxivitamina D, BCTX, y

parathormona en el grupo de pretérminos

Todos los recién nacidos y sus madres presentaron cifras de calcio y féosforo normales.
(Tabla 4.6).

Los valores de la calcemia fueron mas elevados en los recién nacidos que en sus
madres: 11,18 + 0,74 mg/dl vs 9,56 £+ 0,47 para RN del grupo control y sus respectivas
madres, 11,04 0,70 mg/dl vs 9,50 £+ 0,38 mg/dl para los HMDG vy sus madres, y 10,87
+ 0,95 mg/dl vs 9,31 £ 0,73 mg/dl para el grupo de los pretérminos y sus respectivas
madres. Esta diferencia entre madres y RN para la calcemia fue estadisticamente
significativa (p<0,005). Los niveles séricos de calcio fueron inferiores en el grupo de
RN pretérminos con respecto al grupo grupo control, pero no hubo diferencias entre las

3 poblaciones de RN consideradas en nuestro estudio.
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La fosforemia en las madres y los recién nacidos fueron: 3,55 £ 0,57 mg/dl y 6,07 +
1,68 mg/dl para el grupo control, 3,51 £ 0,58 mg/dl y 5,98 + 1,47 mg /dl para el grupo
con diabetes gestacional y 3,54 £ 0,88 mg/ dl y 6,15 £+ 1,36 mg/dl para el grupo de los
pretérminos. Estos valores fueron superiores en los RN de forma estadisticamente
significativa (p<0,005) con respecto a sus madres. Las fosforemias en el grupo de RN
pretérminos fueron superiores a las del grupo control, pero no se encontraron

diferencias significativas entre las 3 poblaciones de RN de nuestro estudio.

Control HMDG Pretérminos
n=99 n =64 n =57

madres RN madres RN madres RN

Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE Media DE

Ca (mg/dl) 9,56 0,47 11,18 0,74 950 0,38 11,04 0,70 931 0,73 1087 0,95
P (mg/dl) 3,55 0,57 6,07 1,68 351 058 598 147 354 088 6,15 1,36
FA (U/l) 349,90 112,40 393,76 119,84 336,34 104,06 387,53 266,51 296,89 116,16 416,19 182,66
OPG (UIN) 9,87 4,98 5,59 1,95 885 453 536 174 1044 705 6,77 2,01
OTC (ng/ml) 16,36 8,63 43,63 23,36 16,46 8,79 38,77 23,29 12,21 11,51 39,58 25,95

25(0OH)D (ng/ml) 19,28 9,06 31,61 14,35 18,37 8,19 32,37 12,53 17,55 7,79 25,36 10,29
BCTX (ng/ml) 0,50 0,25 0,70 0,17 044 022 066 015 052 0,24 055 0,22
PTH (pg/ml) 25,97 12,82 3,03 238 23,84 1450 2,87 1,94 2756 21,82 12,98 17,35

Tabla 4.6 Valores de calcio, fosforo, fosfatasa alcalina, osteoprotegerina,
osteocalcina, 25- hidroxivitamina D , BCTX y parathormona medidos en las

madres y RN de los 3 grupos estudiados.

Encontramos una correlacion positiva entre los valores de calcio (R = 0,23, p = 0,002)

y fésforo (R=0,29, p=0) de las madres y sus recién nacidos (figuras 4.1 y 4.2).
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Valores de Ca (mg/dl)

Madres

Figura 4.1 Correlacion entre madres y RN para los valores de calcio en sangre,

de los 3 grupos estudiados

Valores de P(mg/dl)

Madres

6 8 10
RN

Figura 4.2 Correlacion entre madres y RN para la fosforemia de los 3 grupos

estudiados
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Los valores de FA en las madres y sus RN fueron: 349,90 + 112,40 y 393,76 + 119,84
para el grupo control, 336,34 + 104,06 y 387,53 + 266,51 para el grupo de madres con
diabetes gestacional y 296,89 + 116,16 y 416,19 £ 182,66 para el grupo de
pretérminos. No hubo diferencias significativas entre los valores de madres y sus RN

(p = 0,078).

Los valores de FA medida en los RN pretérminos fue superior a la de los RN del grupo
control y los HMDG, pero sélo presentd significacion estadistica (p = 0,039) para el

grupo control.

No encontramos correlacion entre las madres y los RN para la FA

(R = 0,048, p = 0,48). Figura 4.3.
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Figura 4.3 Correlacion de los valores de fosfatasa alcalina entre madres y RN de

los 3 grupos estudiados

Los valores de OPG en las madres fueron mas elevados que en sus recién nacidos
(grupo control: 9,87 + 498 U/L y 5,59 £ 1,95 U/I; grupo de madres con diabetes
gestacional y sus RN: 8,85 + 4,53 U/l y 5,36 = 1,74 U/l; grupo de madres de
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pretérminos y sus RN: 10,44 + 7,05 U/l y 6,77 +2,01 U/l respectivamente). Figura
4.4.

Las cifras de OPG sérica en RN pretérminos fueron mas elevadas que en los RN del

grupo control, con significacion estadistica (p = 0,004).

Existieron diferencias significativas entre los valores de OPG de madres y RN para los

tres grupos estudiados.

Valores de OPG (UI/I)

20,0000

18,0000

Brn
B madres

16,0000

14,0000

12,0000

10,0000

8,0000

6,0000

4,0000 -

2,0000 -

0,0000 -
HMDG Pretérmino Control

Figura 4.4 Niveles séricos de OPG (UI/l) de los RN y sus madres
Existi6 una correlacion positiva entre madres y recién nacidos para los valores de

osteoprotegerina (R= 0,28, p = 0). Figura 4.5.
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Valores de OPG (Ul/l)
35

30

25 = HUDG ||

Madres

Figura 4.5 Correlacion entre los valores séricos de OPG de madres y RN de los

tres grupos estudiados

Todos los recién nacidos presentaron cifras mas elevadas que sus madres de
osteocalcina que fueron estadisticamente significativas (p = 0). Las madres y RN
presentaron los siguientes valores de OTC: grupo control: 16,36 + 8,63 'y
43,63 + 23,36 ng/ml; grupo de madres con diabetes gestacional y sus RN: 16,46 + 8,79
y 38,77 + 23,29 ng/ml; grupo de madres de pretérminos y sus RN: 12,21 + 11,51 y
39,58 + 25,95 ng/ml. Al estudiar los valores séricos de osteocalcina en los recién
nacidos del grupo control se hallaron valores méas elevados (43,63 + 23,36 ng/ml) que
en los pretérminos (39,58 + 25,95 ng/ml) y que en los HMDG (38,77 + 23,29 ng/ml),

que no fueron estadisticamente significativos (p= 0,472 y p= 0, 167 respectivamente)).

Existi6 una correlacion positiva de la osteocalcina medida en las madres y en los recién

nacidos (R=0,17, p=0,021). Figura 4.6.
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Valores de OTC (ng/ml)

70

e C
60 = HMDG
PT

50 2 J

40 &
g m ¢ . .
o .
) — . K [
= 30 - S

* *
.
.. an ¥ o * R?=0,0247

20

10 +———

0

0 20 40 60 80 100 120 140
RN

Figura 4.6 Correlacion de los valores de OTC entre madres y RN

Las madres del grupo control mostraron unos valores de 25(OH)D de 19,28 + 9,06
ng/ ml inferiores de forma significativa (p=0), respecto a sus neonatos que presentaron
una media de 31,61 +14,35 ng/dl. Trece de las madres (13,13 %), presentaron una
deficiencia de vitamina D, con valores por debajo de 10 ng/ml, pero s6lo 2 recién
nacidos de estas mujeres presentaron cifras por debajo de 10 ng/ml (2,02 %). Los once
recién nacidos restantes presentaron unos valores de 25(OH)D entre 11,9 y 30,6 ng/ml.
Ninguno de estos recién nacidos presentaron alteraciéon en los otros parametros
bioquimicos o antropométricos estudiados. Tampoco presentaron cifras inferiores de

Ad-SOS.

Las madres con diabetes gestacional presentaron unos valores de 25(OH)D de
18,37 + 8,19 ng/ml y sus recién nacidos de 32,37 £ 12,53 ng/ml, que mostré6 una
diferencia estadisticamente significativa (p = 0). Diez de las madres (15,38 %)
presentaron cifras de 25(OH)D inferiores a 10 ng/ml, pero s6lo un recién nacido (1,54

%) mostrd valores de 25(OH)D patoldgico, el resto presentaron un rango de 11,3 a

61



Resultados

38,4 ng/ml. Este recién nacido no mostrd diferencias significativas en los parametros

bioquimicos, ni antropométricos estudiados, ni alteracion en la Ad-SOS.

Los niveles séricos de 25(OH)D en las madres de los pretérminos y sus recién nacidos
fueron 17,55+ 7,79 ng/ml y 25,36+ 10,29 ng/ml respectivamente, que también
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0). Cinco de las madres
(8,77 %) presentaron valores por debajo de 10 ng/ml, pero un solo recién nacido

(1,75 %) present6 un valor por debajo de la normalidad.
Los valores de 25(OH)D en RN pretérminos fueron inferiores de forma significativa a
los niveles encontrados en los RN del grupo control y a los RN de madres con diabetes

gestacional (p = 0,012 y p=0,010).

Encontramos una fuerte correlacion positiva en la cifras de 25(OH)D entre madres y

recién nacidos (R= 0,70, p = 0) (Figura 4.7).

Valores de 250H vitamina D (ng/ml)

60
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RN

Figura 4.7 Correlacion entre los valores séricos de 25(OH)D de madres y RN
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Los valores de BCTX en las madres y sus RN presentaron los siguientes resultados:
grupo control 0,50+ 0,25 ng/ml y 0,70 £ 0,17 ng/ml; grupo de madres con diabetes
gestacional 0,44 + 0,22 ng/ml y 0,66 + 0,15 ng/ml; y el grupo de madres de pretérminos
y sus RN 0,52 + 0,24 ng/ml y 0,55+ 0,22 ng/ml respectivamente. Figura 4.8.

El grupo de RN pretérminos presentaron valores inferiores a los RN del grupo control y
a los RN de madres con diabetes gestacional que fueron estadisticamente significativos
(p =0y p=0,003 respectivamente). No hubo diferencias significativas en los valores

de BCTX entre los RN del grupo control y los HMDG.

No encontramos correlacion entre los valores de BCTX de madres y sus RN (R = 0,10,
p = 0,141). Figura 4.9. Existieron diferencias significativas entre los RN del grupo
control y los HMDG con sus respectivas madres, pero no entre los RN pretérminos y

sus madres.
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Figura 4.8 Niveles séricos de BCTX (ng/ml) en las madres y sus RN
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Valores de BCTX (ng/ml)
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Figura 4.9 Correlacion entre los valores séricos de BCTX de madres y recién

nacidos

Los valores de PTH en las madres y sus RN presentaron los siguientes resultados:
grupo control 25,97 £ 12,82 pg/ml y 3,03 + 2,38 pg/ml; grupo de madres con diabetes
gestacional y sus RN 23,84 + 14,50 pg/ml y 2,87 + 1,94 pg/ml; y el grupo de madres de
pretérminos y sus RN 27,56 + 21,82 pg/ml y 12,98 £ 17,35 pg/ml respectivamente.
Figura 4.10.

Los valores de PTH fueron superiores en las madres que en los RN para los 3 grupos

estudiados presentando significacion estadistica (p<0,001).

Encontramos diferencias significativas entre los RN pretérminos con los del grupo

control y los HMDG (p=0), pero no entre el grupo control y los HMDG (p=1).

No existio correlacion entre madres y RN para los valores de PTH

(R =0,002, p = 0,971).
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Valores de PTH (UI/I)

50,00

45,00

Brn
B madres

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00 +

15,00 +

10,00

5,00 -

0,00 -
HMDG pretermino control

Figura 4.10 Valores de PTH en madres y RN

Resumiendo:

Al comparar los valores obtenidos en los RN y sus madres para el calcio,
fosforo, fosfatasa alcalina, OPG, OTC, 25(OH)D, BCTX y PTH, encontramos
que todos los recién nacidos presentaron valores séricos superiores al de sus
madres de calcio, fosforo, osteocalcina, y 25(OH)D, que resultaron
estadisticamente significativos (p < 0,05). Las madres presentaron valores de
PTH sérica superiores a sus RN que también fueron estadisticamente
significativos. Encontramos que la fosfatasa alcalina estd mds elevada en RN
de madres con diabetes gestacional y en RN pretérminos, aunque solo hubo

diferencia significativa en éstos ultimos, con respecto al grupo control.

Hubo correlacion significativa entre madres y RN para los valores de OPG, el
25(0OH)D, la OTC, el calcio y el fosforo, pero no para el BCTX, la PTH, ni la

fosfatasa alcalina.
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e Los RN pretérminos presentaron cifras inferiores de 25(OH)D y de BCTX y
cifras superiores de OPG y PTH que el grupo control y que el grupo HMDG,

con significacion estadistica.

Al comparar la Ad-SOS con la edad gestacional, el peso, el perimetro craneal y la
longitud observamos una correlacion positiva con significacion estadistica, entre la
Ad-SOS y la edad gestacional (R = 0,74; p = 0), el peso (R = 0,58; p= 0), el
perimetro craneal (R =0,61; p = 0) y la longitud, (R = 0,59; p = 0) para los RN
estudiados (Fig 4.11 — 4.14). La mayor influencia sobre la Ad-SOS la ejercié la
edad gestacional (R = 0,74).
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Figura 4.11 Correlacion entre la Ad-SOS (m/sg) y la edad gestacional de los RN

estudiados
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Figura 4.12 Correlacion entre la Ad-SOS (m/sg) y el peso de los RN estudiados
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Figura 4.13 Correlacion entre la Ad-SOS (m/sg) y el perimetro craneal de los RN

estudiados
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ADSOS
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Figura 4.14 Correlacion entre la Ad-SOS (m/sg) y la longitud de los RN en los

RN estudiados

Posteriormente se investig6 la existencia de correlacion con la OPG y se observé una
correlacion negativa entre Ad-SOS y OPG (R=-0,22; p=0,001). (Figura 4.15)
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Figura 4.15 Correlacion entre Ad-SOS y OPG para los 3 grupos de RN

No encontramos correlacion entre la Ad-SOS y los marcadores de formacion osea,
fosfatasa alcalina (R = 0,16; NS) y osteocalcina (R = 0,04, p=0,53). (Figuras 4.16 y
4.17).

Si hemos encontrado una correlacion positiva entre la Ad-SOS y el marcador de

resorcion 6sea BCTX (R = 0,28; p = 0). (Figura 4.18).
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ADSOS (m/seg)

1840

1820

1800

1780

1760

1740

1720

1700

1680

1660

1640

1620
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

FA (U/l)

Figura 4.16 Correlacion entre Ad-SOS y la fosfatasa alcalina de los RN estudiados
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Figura 4.17 Correlacion entre Ad-SOS y OTC de los RN estudiados
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Figura 4.18 Correlacion entre Ad-SOS y BCTX de los RN estudiados

No encontramos correlacion entre la Ad-SOS con la fosforemia para los RN estudiados
(R=0,07; p=0,32), pero si una débil correlacion no significativa con la calcemia

(R=0, 10; p = 0,110). Figuras 4.19 y 4.20.

71



Resultados

ADSOS (m/seg)

ADSOS (m/sg)

1840

1820

1800

1780

1760

1740

1720

1700

1680

1660

1640

1620

P (mg/dI)

Figura 4.19 Correlacion entre Ad-SOS y fosforemia de los RN estudiados
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Figura 4.20 Correlacion entre Ad-SOS y calcemia de los RN estudiados
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Encontramos una débil correlacion negativa entre los valores de fosfatasa alcalina con
el peso (R = -0,21; p = 0,023), con la edad gestacional (R = -0,20; p= 0,037). No
encontramos correlacion entre la fosfatasa alcalina, con la calcemia (R = -0,10; NS), ni
con la fosforemia (R= 0,15; NS). Observamos una correlacién positiva con la PTH

(R=0,37; p=0) Figuras 4.21- 25.
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Figura 4.21 Correlacion entre los valores de FA y el peso de los RN
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Figura 4.22 Correlacion entre los valores de FA y la edad gestacional
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Figura 4.23 Correlacion entre la fosfatasa alcalina y la calcemia de los RN
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Figura 4.24 Correlacion entre la fosfatasa alcalina y la fosforemia de los RN

estudiados
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Figura 4.25 Correlacion entre los valores de FA y PTH en los RN estudiados
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A continuacion comparamos los niveles de OPG con la edad gestacional y el peso,
encontrando una correlacion negativa entre los valores de OPG y la edad gestacional

(R=-0,24; p=10,001) y el peso (R =-0,27; p=0). Figura 4.26 y 4.27.
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Figura 4.26 Correlacion entre OPG y la edad gestacional de los RN estudiados
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OPG (UINN)

2500 3000 3500 4000 4500 5000

0 500 1000 1500 2000
PESO (gramos)

Figura 4.27 Correlacion entre OPG y el peso al nacimiento de los RN estudiados

Se realizé posteriormente la correlacion entre los valores séricos de OPG y los

marcadores de formacion y resorcion estudiados.

Existi6 una correlacion negativa entre los valores de OPG y los de OTC en los RN

estudiados (R =-0,22; p = 0,001). Figura 4.28.
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Figura 4.28 Correlacion entre OPG (UI/l) y la OTC (ng/ml)

No existio correlacion entre la OPG y la FA (R=0, 11; p = 0,09), ni con la 25(OH)D
(R=0,03; p=0,658). Figuras 4.29 y 4.30
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Figura 4.29 Correlacion entre OPG y FA en los RN estudiados
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Figura 4.30 Correlacion entre OPG y la 25(OH)D en los RN estudiados

Encontramos una correlacion negativa estadisticamente significativa entre los niveles

de osteoprotegerina y el parametro de resorcion 6sea BPCTX (R=-0,248; p = 0). Figura
4.31.
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Figura 4.31 Correlacion entre la OPG y BCTX en las tres poblaciones estudiadas
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Al comparar el marcador de resorcion dsea BCTX con los distintos marcadores 0seos

nos encontramos con los siguientes resultados:

Encontramos correlacion positiva estadisticamente significativa entre BCTX y OTC

(R=0,45; p=0). Figura 4. 32
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Figura 4.32 Correlacion entre BCTX y OTC en las tres poblaciones estudiadas

En las figuras 4.33 y 4.34 se muestra la correlacion positiva entre BCTX con la edad

gestacional y el peso al nacimiento (R =0,31, p=0; R =0,32, p =0 respectivamente).
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Figura 4.33 Correlacion entre PCTX y la edad gestacional de los RN estudiados
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Figura 4.34 Correlacion entre BCTX y el peso al nacimiento de los RN estudiados
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Existio una correlacion positiva entre el BCTX y la calcemia (R = 0,223; p = 0,001).

Figura 4.35.
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Figura 4.35 Correlacion entre BCTX y Ca para las tres poblaciones de RN

estudiadas

Por ultimo correlacionamos los valores de OTC, 25(OH)D y PTH con la edad

gestacional y los datos antropométricos.

La OTC no se correlaciona con la edad gestacional, ni con el peso en los RN estudiados

(R=0,014, p=0,22; y R = 0,010, p = 0,88). Figuras 4.36 y 4.37.
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Figura 4.36 Correlacion entre OTC y la edad gestacional de los RN estudiados
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Figura 4.37 Correlacion entre OTC y el peso de los RN estudiados
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Encontramos valores mas bajos de 25(OH)D estadisticamente significativos en
pretérminos al compararlos con los RN del grupo control (p = 0,012). Existe una
correlaciéon positiva entre los valores de 25(OH)D y la edad gestacional

(R=0,25, p = 0,001) Figura 4.38.
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Figura 4.38 Correlacion entre 25(OH)D y edad gestacional de los RN

Observamos una correlacion positiva entre los niveles de 25(OH)D en los recién
nacidos con el peso y la longitud (R =0,11, p=0,087 yR=0,14, p = 0,034
respectivamente). Figuras 4.39 y 4.40.
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Figura 4.39 Correlacion entre 25 (OH) D y el peso de los RN
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Figura 4.40 Correlacion entre 25 (OH)D y la longitud de los RN estudiados
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Al valorar los resultados de los niveles séricos de PTH hubo una correlacion negativa
entre la PTH con el peso (R = -047, p = 0) y con la edad gestacional
(R=-0,43, p=0). Figuras 4.41 y 4.42.
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Figura 4.41 Correlacion de los niveles de PTH con el peso al nacimiento
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Figura 4.42 Correlacion de los niveles de PTH con la edad gestacional
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En la tabla 4.7 figuran el peso al nacimiento y los valores de Ad-SOS de los 2
subgrupos considerados en el grupo de HMDG. Del total de las 64 madres estudiadas,
veintitrés precisaron dieta e insulina para el control de su diabetes gestacional y
cuarenta y una solo precisaron dieta. No encontramos entre ambos grupos de RN

diferencias significativas en cuanto a los valores de Ad-SOS o peso al nacimiento.

HMDG1 HMDG2 HMDG
Dieta Insulina Total HMDG
n =41 n=23 n = 64
Media DE Media DE Media DE
Peso (gramos) 3219 406 3497 497 3307 422
ADSOS (m/seg) 1758 17 1747 24 1781 14

Tabla 4.7 Peso al nacimiento y Ad-SOS de los dos grupos de RN de madres con
diabetes gestacional (HMDG;=Madres tratadas con dieta; HMDG,= Madres

tratadas con dieta e insulina)

De todos los HMDG precisaron ingreso en la Unidad de Neonatologia, 9 recién
nacidos de los cuales 8, ingresaron por hipoglucemia (7 del grupo HMDG2 y 1 del
grupo HMDGT). El noveno ingreso fue por rechazo de las tomas, sin relacion con la

patologia materna.

Globalmente todos los HMDG presentaron valores de osteocalcina inferiores a los del
grupo control (38,77 + 23,29 ng/ml vs 43,63 + 23,36 ng/ml), pero no fueron
estadisticamente significativos (p = 0,65). No hubo diferencias significativas en los
valores de Ca, P, FA, OPG, OTC, 25(0OH) D3, BCTX y PTH medidos en ambos
subgrupos de HMDG, ni tampoco cuando se relacion6 con los valores de los RN del

grupo control. (Tabla 4.8).
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La osteocalcina de los hijos de de madres con diabetes gestacional que se trataron con
dieta e insulina presentaron valores mas bajos (37, 22 + 22,88 ng/ml) que los recién
nacidos del grupo control (43,63 + 23,36

ng/ml), pero tampoco presentaron

diferencias significativas (p = 0,56).

HMDG1 HMDG2 HMDG Controles

Dieta Dieta+Insulina Total Total

n =41 n=23 n =64 n =99

Media DE Media DE Media DE Media DE

Ca (mg/dl) 11,13 0,64 10,92 0,81 11,04 0,70 11,18 0,74
P (mg/dl) 5,93 1,47 6,10 1,54 5,98 1,47 6,07 1,68
FA (U/) 393,16 313,11 378,95 181,33 387,53 266,51 349,90 112,40
OPG (UI/) 5,18 1,44 5,65 2,26 5,36 1,74 5,59 1,95
OTC (ng/ml) 39,76 24,34 37,22 22,88 38,77 23,29 43,63 23,36
25(0OH)D (ng/ml) 32,90 13,70 31,81 12,18 32,37 12,53 31,61 14,35
BCTX (ng/ml) 0,67 0,13 0,66 0,19 0,66 0,15 0,70 0,17
PTH (pg/ml) 2,97 2,08 2,67 1,77 2,87 1,94 3,03 2,38

Tabla 4.8 Valores de calcio, fosforo, fosfatasa alcalina, osteoprotegerina,
osteocalcina, 25(OH)D, BCTX y PTH medidos en los subgrupos de madres con

diabetes gestacional y de los RN del grupo control

Los valores de calcio, fésforo, fosfatasa alcalina, osteoprotegerina, osteocalcina,
25-hidroxivitamina D, BCTX y PTH de los 2 grupos de pretérminos considerados
quedan reflejados en la tabla 4.9.

El grupo de pretérminos menores de 32 semanas presentaron unos valores de 25(OH)D
de 21,36 £ 8,82 ng/ml y de BCTX de 0,44+ 0,16 ng/ml que fueron significativamente
menores que los del grupo de recién nacidos pretérminos >32 semanas (p=0,012y p=0

respectivamente).
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El grupo de pretérminos menores de 32 semanas presentaron osteocalcina de 34,19 +
24,57 ng/ml vs 43,63 + 23,36 ng/ml en el grupo control, pero esta diferencia no tuvo

significacion estadistica (p=0,14).

Ambos grupos de pretérminos presentaron valores séricos de PTH (12,98 + 8,79 pg/ml)
y de OPG (6,82 £+ 2,51 UI/L) mas elevados que el grupo control (3,03 + 2,38 pg/ml y
5,59 + 1,95 UL respectivamente) que fueron estadisticamente significativos

(p=0,001).

Pretérminos Controles
232 semanas <32 semanas Total Total
n =41 n=16 n =57 n =99
Media DE Media DE Media DE Media DE
Ca (mgldl) 10,89 0,93 10,81 1,05 10,87 0,95 11,18 0,74
P (mgldl) 6,06 1,15 6,39 1,89 6,15 1,36 6,07 1,68
FA (UIll) 407,80 191,03 437,68 169,66 416,19 182,66 349,90 112,40
OPG (UlN) 6,74 1,85 6,82 2,51 6,77 2,01 5,59 1,95
OTC (ng/ml) 41,58 26,16 34,19 24,57 39,51 25,50 43,63 23,36
25(0OH)D (ng/ml) 26,93 10,62 21,36 8,82 25,36 10,29 31,61 14,35
BCTX (ng/ml) 0,60 0,23 0,44 0,16 0,55 0,22 0,70 0,17
PTH (pg/ml) 12,52 19,60 14,20 8,79 12,99 17,04 3,03 2,38

Tabla 4.9 Valores de calcio, fosforo, fosfatasa alcalina, osteoprotegerina,
osteocalcina, 25(OH)D, BCTX y PTH obtenidos en los dos grupos considerados de
RNPT (=32 semanas y < 32 semanas) y en los RN del grupo control

En la tabla 4.10 figuran los valores de Ad-SOS 1y el peso en ambos subgrupos de
pretérminos. Existi6 diferencias significativas para la Ad-SOS entre ambos grupos de

pretérminos y de éstos con el grupo control (p=0,002; p=0,01).
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1732,02 18,59 1698,50 21,44 1722,61 24,30

Tabla 4.10 Peso y Ad-SOS en ambos subgrupos de RN pretérminos
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Capitulo 5

DISCUSION

La osteoporosis es un estado patoldgico que se caracteriza por una masa Osea
insuficiente y un deterioro de la microarquitectura del tejido dseo, que supone en

conjunto una fragilidad 6sea patoldgica, con riesgo de fractura.

Durante el embarazo el feto recibe de la madre de 30 a 35 gramos de calcio, que
atraviesan la placenta por transporte activo. Aproximadamente el 80 % del mismo
se acumula en el esqueleto fetal durante el tercer trimestre, periodo en el que se
mineraliza rapidamente. Si bien la mayor demanda fetal ocurre tardiamente, las
adaptaciones en el organismo materno comienzan desde el inicio del embarazo. La
homeostasis del calcio en la madre se mantiene por el aumento en su absorcidén

intestinal, y la pérdida del mismo por parte del esqueleto materno (13, 63-67).

Tiene un gran interés en los ultimos afios, la medida de las propiedades del hueso y
la mineralizacion 6sea del RN, para poder detectar precozmente aquellos nifios con

riesgo de padecer osteopenia.
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El bajo peso o baja longitud al nacimiento se ha relacionado con una mayor
probabilidad en la vida adulta de presentar enfermedades como la hipertension,
resistencia insulinica, enfermedad coronaria o bien reduccion de la masa Osea o
muscular. La masa 6sea y especialmente el contenido mineral dseo estan altamente
asociados con el peso al nacimiento. También se ha propuesto una teoria que se

refiere a que la masa dsea del adulto estd programada desde la vida fetal (109-112).

Son muchos los factores que tienen impacto sobre el contenido mineral Oseo
(CMO) y el desarrollo 6seo fetal. Existe una inadecuada mineralizacion osea fetal en
madres con una extrema restriccion dietética o con déficit de vitamina D. También
influye sobre el CMO la estacion de nacimiento, el consumo materno de alcohol o
tabaco, la prematuridad o la diabetes mellitus tipo 1 en las madres, sobre todo, en

aquellas con un pobre control glucémico (68-76).

Por tanto, la etiologia de la osteopenia en recién nacidos es multifactorial. Parece
que durante el periodo fetal la adecuada mineralizacion 6sea depende mas de los
niveles maternos de vitamina D que de los de calcio, y tras el nacimiento juega un

mayor papel los aportes de calcio que los de vitamina D.

Entre los factores de riesgo para la osteopenia, la prematuridad es el mas importante.
Hay un estimulo de crecimiento cortical por los ejercicios de resistencia que realiza
el feto contra la pared uterina. Hay autores que han publicado en los nifios con muy
bajo peso al nacer, una reduccion fisiologica en la fuerza muscular en las primeras 8
semanas de vida. La falta de estimulo mecanico aumenta la resorcion dsea y la
pérdida de calcio urinario que contribuye al desarrollo de la osteopenia del

prematuro (16).

En el RN pretérmino existe una demanda adicional de minerales para el rapido
crecimiento 0seo tras el nacimiento, esto junto con unos aportes deficitarios los hace
mas propensos a la osteopenia. El aporte de calcio y fésforo por via enteral tras el
nacimiento puede ser inadecuado debido a intolerancia de la alimentacion enteral. El
requerimiento de nutricién parenteral prolongada que precisa un RN pretérmino es

también un factor de riesgo ya que la solubilidad del calcio y del fosforo en la
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nutricion parenteral limita la cantidad de minerales que puede ser suplementada (77-

79).

La utilizacion de medicacion como diuréticos, metilxantinas y corticosteroides,
como tratamiento habitual en pretérminos se han implicado también como causa de
osteopenia. Los diuréticos y metilxantinas (80) pueden aumentar la pérdida de
calcio urinario y las altas dosis de corticoides sistémicos suprimen la funcién del
osteoblasto y la sintesis de DNA in vitro. Se ha publicado una disminucién de la
fosfatasa alcalina Osea especifica y de la osteocalcina tras 3 semanas de tratamiento

con corticosteroides (81).

La osteopenia es reconocida como causa de fracturas patologicas en el recién nacido
pretérmino. Se correlaciona inversamente con el peso y la edad gestacional. Se han
publicado series en que la mineralizacion dsea inadecuada afecta hasta un 30 % de

los recién nacidos de bajo peso extremo al nacimiento (<1000g) (82, 83).

Podemos considerar que los recién nacidos a término poseen un mayor grado de
mineralizacion 6sea que los pretérminos y esto se ha podido comprobar tanto con

ultrasonidos como con DEXA (113-123).

Por esto el primer objetivo de nuestro trabajo fue establecer valores de normalidad
de la densidad mineral 6sea de los RN en nuestro medio, que se realizd mediante la
medicion de la Ad-SOS. La Ad-SOS aunque no es un pardmetro que mida
directamente la mineralizacidén 6sea, estd relacionada con la densidad 6sea y con
algunos aspectos de la resistencia dsea, y nos puede ayudar a distinguir los recién

nacidos normales de los patologicos.

La Ad-SOS en un medio depende de su densidad y caracteristicas estructurales, por
lo que en el hueso estd determinada por una gran cantidad de variables como la
densidad del propio tejido 6seo, la estructura y disposicion del tejido esponjoso, el

contenido mineral, los fluidos organicos y el tejido circundante.

Son muchas las publicaciones que refieren que los ultrasonidos miden las

propiedades cualitativas, como la mineralizacion o&sea, y las propiedades
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cuantitativas como el grosor cortical, la elasticidad y la microarquitectura, que dan

una informacion mas completa sobre la resistencia dsea que la DEXA (121- 125).

Al utilizar este método como cribado lo importante no son las velocidades absolutas,
sino que se puedan establecer diferencias entre un recién nacido normal y

patologico.

La técnica es tanto mas exacta cuanto mas se agrupen los resultados de un grupo de
poblacion en nuestro caso los recién nacidos, y el grado de precision se expresa
como el coeficiente de variacidon intraensayo, que en nuestro analisis previo fue de
0,48 % y el EEM de 2,20 m/sg que es inferior al descrito en otros trabajos (113-115,
119-123)

Al no utilizar radiaciones y ser de facil manejo, puede ser una herramienta util en el
seguimiento de nifios en riesgo, y ayudarnos a individualizar en qué nifos

utilizaremos otras técnicas radiologicas.

Hemos observado una diferencia significativa entre la Ad-SOS en los recién nacidos
a término y los pretérminos y los hijos de madre con diabetes gestacional, con
valores mas elevados en el grupo control, asi como wuna correlacién positiva
estadisticamente significativa con la edad gestacional, y con los pardmetros

antropométricos como en otros trabajos publicados (113,118,122, 123).

La correlacion en nuestro estudio ha sido mayor con la edad gestacional que con la
longitud, el peso o el perimetro craneal. En el grupo de los pretérminos esto estaria
relacionado con la falta de acrecion de minerales por el feto, que es mayor durante
las ultimas semanas de la gestacion y con la menor resistencia contra la pared

uterina como hemos relatado anteriormente.

En el grupo control hemos observado cifras mayores de Ad-SOS en nifios que en
nifas, con significacion estadistica. En los otros grupos los nifios presentaron cifras
mayores de Ad-SOS que las nifas, pero sin significacion estadistica. Pensamos que
esto sea por tener el grupo control un mayor tamafio muestral, que los otros grupos

estudiados.

96



Discusioén

Aunque en otros estudios la Ad-SOS fue mayor en varones, no se han publicado
diferencias estadisticamente significativas de la velocidad de los US entre ambos
sexos en RN, pero si en otras etapas de la vida. Existen publicaciones como las de
Gimeno y cols que realizo el estudio sobre nifios y nifias de 6 a 14 afios de edad,
encontrando valores superiores de Ad-SOS en nifias desde los 10 a los 14 afios de
edad o las de Baroncelli que estudid nifios de 3 a 21 afos encontrando valores

superiores de Ad-SOS en nifias desde los 9 a los 14 afios (125,124).

Son pocos los trabajos publicados sobre el efecto de la diabetes materna sobre la

mineralizacion Osea.

La insulina no cruza la placenta, por lo que el feto esta expuesto a la hiperglucemia
materna, a la que responde a partir de la 11-12 semanas con una secrecion de

insulina exagerada que promueve el crecimiento fetal y la consiguiente macrosomia.

Han sido publicados diversos trabajos en los que encuentran una masa Osea
disminuida en nifios y adultos con diabetes tipo 1, que podria estar relacionada con
el déficit de insulina. La hipocalcemia neonatal durante el primer dia de vida tiene
lugar mas a menudo en hijos de madres diabéticas que en RN normales, pero los

mecanismos por lo que esto ocurre no han sido del todo dilucidados (84).

Esta hipocalcemia sucede segun algunos autores en el 30 % de los hijos de madre
con diabetes insulinodependiente. La incidencia y severidad de la hipocalcemia esta
directamente relacionada con la severidad y el control glucémico de la diabetes
materna. Una explicacion seria que la diabetes en la madre produce hipomagnesemia
debida a la pérdida urinaria de magnesio, y esto causaria hipomagnesemia fetal, que

a suvez ocasionaria hipoparatiroidismo funcional e hipocalcemia (72, 84-88).

En hijos de madre diabética se ha visto un aumento del 1-25 (OH), D3, que tiene
una actividad resortiva sobre el hueso, lo que podria estar en relaciéon con una

disminucién del contenido mineral (88).

También se ha relacionado la menor masa 6sea con una menor movilidad
intrauterina por el mayor peso de estos nifios debido, sobre todo, a un pobre control

glucémico (75,89, 90).
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La mayoria de los estudios han sido realizados sobre mujeres con diabetes tipo 1 y
sus RN, pero son pocos los realizados sobre los RN de madres con diabetes

gestacional.

Segun los datos recogidos por el Grupo Espafiol de Diabetes y Embarazo (GEDE)
en 1995, entre el 3 y el 18% de las embarazadas espafnolas valoradas presentaban
una diabetes gestacional. Los hijos de madres con diabetes gestacional ademas de
tener mayores riesgos de macrosomia, de nacimientos distocicos, y de mayor
probabilidad de desarrollar al nacimiento hipoglucemia, hipocalcemia,
hiperbilirrubinemia, distres respiratorio y policitemia, también presentan mayor
riesgo de obesidad y de diabetes en la edad adulta. Algunos trabajos publicados

apuntan que también pudiera afectar la mineralizacion dsea (75).

Nosotros hemos encontrado que los hijos de madre con diabetes gestacional
presentan valores mas bajos de Ad-SOS, en los dos subgrupos estudiados, que

fueron controlados con dieta (HMDG) o con dieta e insulina (HMDG)).

S6lo hemos encontrado un estudio realizado en hijos de madre con diabetes
gestacional que ha sido publicado recientemente por Regev y cols (75). Estudiaron
18 recién nacidos de mujeres con diabetes gestacional y 18 recién nacidos sin
patologia, que utilizaron como grupo control. Utilizando ultrasonidos (US) para la
medicion de la mineralizacidn dsea, publicaron valores inferiores de la velocidad del
US en los hijos de madres con diabetes gestacional al compararlas con los valores
de los RN del grupo control y menores aun en los nifios de mayor peso, que fueron
los hijos de madres tratadas s6lo con dieta, pero no encontraron diferencias
significativas en cuanto al peso de los RN. Estas diferencias en la velocidad del US
fueron estadisticamente significativas en el subgrupo de 12 diabéticas gestacionales
tratadas s6lo con dieta. Una de las razones por la que explican estos resultados es
porque los nifios de mayor peso tienen una menor movilidad intrautero, pues segiin
hemos ido comentando el ejercicio fisico estimula la producciéon de hueso y su
mineralizacion (16). Sin embargo en el  subgrupo de RN de 7 madres que
precisaron dieta e insulina para su control glucémico, presentaron una velocidad de

US similar a los RN del grupo control. Globalmente concluyen que el grupo
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estudiado de 19 recién nacidos hijos de madres con diabetes gestacional presentaron

valores significativamente menores de Ad-SOS, que el grupo control.

Encontraron una correlacion inversa entre el peso al nacimiento y los valores de Ad-
SOS de los recién nacidos. Esto no coincide con lo encontrado en nuestro trabajo, en
el que los RN de mayor peso fueron los hijos de madres tratadas con insulina y
dieta, aunque no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos. En nuestro
estudio como en los otros grupos estudiados los valores de Ad-SOS en los HMDG

presentaron una correlacion positiva con el peso al nacimiento.

Mimouni y cols (72) publicaron en 1988 una disminucién del contenido mineral
6seo medido por SPA en recién nacidos de madres con diabetes tipo 1, que fue

correlacionado con un pobre control glucémico.

Sélo hemos encontrado un estudio realizado por Lapillone y cols (74) publicado en
1997 en el que encontraron que la diabetes materna no altera la densidad mineral
Osea en los recién nacidos. La medida del contenido mineral 6seo fue realizada
mediante DEXA. Esta fue una investigacion realizada sobre 40 mujeres y sus RN
que fueron distribuidas en 4 grupos segun la primitiva clasificacion de White, que
incluye diabéticas pregestacionales y gestacionales. Encontraron mayor masa 6sea y
contenido graso en los hijos de madre diabética que en los controles. Esto lo
explican porque la insulina incrementa la produccion de IGF-1 en el higado que
aumenta a su vez la sintesis de la matriz y el colageno dseos, asi como estimula la
replicacion de las células osteoblasticas. Concluyen que el contenido mineral 6seo
no esté correlacionado con la edad gestacional, aunque si con el peso y también con
el porcentaje de grasa corporal. Sobre estos datos no influyd el tipo de diabetes de

las madres.

Podemos concluir a la luz de nuestros resultados que la diabetes gestacional afecta a
la mineralizacion o6sea del recién nacido, a pesar del correcto diagnéstico y
tratamiento de la misma aunque en nuestra opinion habrd que profundizar en los

mecanismos fisiopatoldgicos que nos expliquen este hecho.

Por tanto, la medida de la Ad-SOS en nuestro estudio, ha demostrado ser un buen

método de evaluacion, rapido, no invasivo, reproductible y fiable para evaluar
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recién nacidos tanto normales como con riesgo de presentar osteopenia al
nacimiento, como ocurre en los RN pretérminos y los RN de madres con diabetes
gestacional, coincidiendo con lo que ha sido ya publicado por otros autores (72,
75,113-117,119-123). Fruto de nuestro trabajo hemos obtenido unas tablas de

normalidad que podemos aplicar en futuras investigaciones.
e Elsistema RANK/RANKL/OPG

El sistema RANK/RANKL/OPG representa una triada de nuevas citoquinas con
efectos sobre el metabolismo Oseo, el sistema inmune y el sistema endocrino. Su
accion en la biologia del osteoclasto ha abierto un nuevo camino en el estudio y
conocimiento de la patogénesis y el tratamiento de las enfermedades metabodlicas
Oseas. La OPG es un factor inhibidor de la osteoclastogénesis, y es una molécula
basica para la morfogénesis y el remodelamiento del hueso. Un gran ntimero de
estudios ha confirmado su importancia sobre el sistema esquelético, sobre todo

cuando ocurren cambios hormonales como en el embarazo. (32, 34, 126-129).

Este sistema estd implicado en muchas enfermedades dseas y  autoinmunes
caracterizadas por aumento de la resorcidon O0sea y pérdida de masa 6sea, como por
ejemplo la osteoporosis (postmenopausica, inducida por glucocorticoides, anorexia
nerviosa o la osteoporosis senil), las metéstasis dseas, la enfermedad periodontal, y la

artritis reumatoide (43, 44).

Un aumento de los niveles séricos de OPG se han demostrado en varias enfermedades
como artritis, osteoporosis de la menopausia o la inducida por esteroides, mieloma,

diabetes mellitus tipo 1 o anorexia nerviosa (130-133).

Una relativa deficiencia de OPG ha sido asociada también con osteoporosis en varios
modelos animales y la administracion parenteral de OPG a 52 mujeres
postmenopausicas (3mg/Kg por via subcutdnea) en un estudio randomizado, doble
ciego, y controlado por placebo causoé un rapido beneficio. La administracion de OPG
redujo los marcadores de resorcion 6sea en un 80 % y los de formacidon dsea en un

20 %, indicando una potencial supresion prolongada de la remodelacidn 6sea (45).
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Esto demuestra la importancia del sistema RANKL/OPG que ayuda a comprender la
patogénesis de las enfermedades metabolicas 6seas y otorga a la administracion de
OPG una prometedora opcion terapeutica en la prevencion y en el tratamiento de

determinadas enfermedades Oseas.

Son muchos los trabajos que proliferaron desde su descubrimiento, pero la mayoria de
ellos se han realizado en adultos, y en enfermedades en las cuales se suponia estaba
implicado el sistema de la OPG. Hay varios estudios que ha intentado evaluar la
relevancia clinica y la aplicacion potencial de la medida de la OPG en el suero de

humanos

Yano y cols (131) fueron los primeros en evaluar sistematicamente los niveles de OPG
sérica en mujeres postmenopausicas con osteoporosis y observaron una correlacion
positiva entre los niveles séricos de OPG y los marcadores de formacion dsea (OTC,
fosfatasa alcalina 6sea y desoxipiridinolina). Encontraron una correlacion negativa
entre los niveles de OPG con la densidad mineral dsea medida por DEXA en diferentes
lugares del cuerpo (espina lumbar, cuello del fémur). En vista de estos sorprendentes

resultados adjudicaron a la OPG un efecto protector de la pérdida osea.

Szulc y cols (134) estudiaron la OPG sérica en una cohorte de varones estratificados
por edad y observaron una correlacion positiva entre los niveles séricos de OPG y los
de estrogenos y testosterona libre, y negativa con los niveles de PTH y los de
deoxipiridinolina urinaria. No hubo correlacion sin embargo con los marcadores de
formacion 6sea, el 25(OH)D, ni con el contenido mineral 6seo, medido por DEXA en
distintos puntos del esqueleto. Si observaron una correlacion positiva con la edad,
sobre todo en mayores de 40 afios cuando se llega al pico de masa 6sea, y comienza la

pérdida de hueso dependiente de la edad.

Rogers et al (127) observaron en mujeres postmenopausicas una correlacion positiva
estadisticamente significativa entre los niveles séricos de OPG y los de estrogenos, asi
como con el contenido mineral 6seo medido por DEXA. Concluyen que la OPG podria

ser un mediador de la accion estrogénica sobre el hueso.

La regulacion hormonal de la OPG ha sido descrita in vitro, lo que ha conducido a la

hipdtesis que la mayoria de las hormonas y citoquinas que regulan la resorcion 6sea lo
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hacen a través de su accion sobre RANKL, OPG o ambas. Otros estudios evidencian
que los niveles séricos de OPG se incrementan con la edad, sobre todo en mujeres
postmenopausicas que son quienes tienen una mayor pérdida de masa 6sea, sugiriendo
que se trata de una respuesta compensatoria al incremento de resorcion Osea en estas

edades (127).

Pero existe controversia si los niveles de OPG estan aumentados o disminuidos en la

osteoporosis postmenopausica.

Vazquez y cols (135) estudiaron 80 mujeres estratificadas por edad, presencia o
ausencia de menopausia, densidad mineral 6sea y existencia de fracturas. Encontraron
unos niveles séricos de OPG aumentados en relaciéon directa con la edad. Sin embargo
encontraron unos niveles séricos de OPG significativamente inferiores en mujeres con
osteoporosis postmenopausica respecto a mujeres sanas de la misma edad. Dado que
uno de los mecanismos responsables de la osteoporosis en la postmenopausia es una
mayor actividad del remodelado 6seo, estos hallazgos podrian indicar que las mujeres
que llegan a padecer osteoporosis tienen una mayor tasa de resorcion Osea, que no es
compensada suficientemente por los niveles de OPG, y la medicion en suero de la
misma ayudaria a predecir el grupo de mujeres postmenopausicas con riesgo de

padecer la enfermedad.

Por otro lado encontraron en las mujeres osteopordticas con fracturas que estudiaron,
unos niveles séricos de OPG superiores a los de las mujeres osteopordticas que no
presentaban fracturas. Esto lo explican como un mecanismo homeostatico para evitar
la pérdida dsea. Sefialan que posiblemente el riesgo de fractura sea porque estas
mujeres presentan una alta actividad de remodelado dseo, y por esta razon la OPG
aumenta, para proteger al hueso de una mayor pérdida 6sea. Estos niveles de OPG se

correlacionan de forma débil con una baja masa osea (135).

Ueland y cols (136) estudiaron los niveles séricos de OPG en pacientes con
enfermedades endocrinas e inmunes como el sindrome de Cushing, acromegalia,
déficit de GH, infeccién VIH e inmunodeficiencia variable comun y observaron como
¢stos estaban elevados. En los grupos de enfermedad inmune se encontré una

correlacidn positiva con los niveles de TNFa, que es un estimulante de la producciéon
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de OPG. La interpretacion de este aumento de OPG en los pacientes con sindrome de
Cushing, es que el aumento de OPG ejerce un efecto protector sobre el hueso, como
hemos visto coinciden el resto de las publicaciones analizadas. Observaron también

como la OPG resultaba inhibida tras la administracion de PTH o glucocorticoides.

De todas las investigaciones publicadas se desprende que habra que realizar estudios
en todas las edades de la vida y estandarizar valores de normalidad segtn la edad, sexo
o raza. Es por todo esto que encontramos necesaria el disefio de estudios en RN con
riesgo de osteopenia u de osteoporosis, si como hemos visto es tan importante la
consecucion de un pico adecuado de masa dsea, con vista a prevenir la osteoporosis

del adulto.

En nifios nos encontramos el trabajo de Gajewska y cols (137) que han publicado
recientemente los niveles séricos de OPG en nifios desde los 6 a los 24 afos.
Observaron que los niveles plasmaticos de OPG eran mayores en los nifios en la etapa
prepuberal. Con la edad los valores iban disminuyendo equiparandose a los adultos.
También encontraron una significativa correlacion positiva con los niveles séricos de

BCTX.

Vazquez et cols (96) estudiaron la OPG y el RANKL en 57 nifios y 62 nifias con
edades comprendidas entre 4.3-13.9 afios, y no observaron diferencias por edad o sexo
de los niveles séricos de OPG. Encontraron valores de OPG superiores en invierno en
relacion a los medidos en verano, y una correlacion negativa estadisticamente

significativa entre el cociente OPG/RANKL y el 25(OH)D durante el invierno.

Buzzi y cols (138) estudiaron nifios sanos de 1 a 14 afios, niflos con artritis reumatoide
y nifias con el sindrome de Turner, y publicaron valores séricos de OPG mas elevados
en nifios de 1 a 4 afios que en ninos de 4 a 14 afios, siendo los valores a estas edades
similares a los publicados en adultos jovenes. No observaron diferencias entre ambos

SEXO0S.

En nifios con artritis reumatoide se encontraron niveles superiores a los controles; sin
embargo en nifias con el sindrome de Turner los niveles séricos de OPG fueron

inferiores a los nifios sin patologia (138).
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S6lo hemos encontrado 3 grupos de trabajo que hayan realizado mediciones de la
OPG a lo largo del embarazo, y en dos de ellos se realizaron mediciones a los

recién nacidos.

El embarazo esta asociado a grandes cambios del metabolismo del calcio, teniendo
la mujer embarazada, que proveer al esqueleto fetal de aproximadamente 30 gramos
de calcio, que son mayoritariamente depositados en el dltimo trimestre. Esto junto
al descubrimiento de la OPG como factor esencial en el remodelamiento 6seo, los
llevaron a investigar si existian cambios en los niveles séricos de la OPG a lo largo
del embarazo y compararon los valores encontrados con los valores en suero de

mujeres no embarazadas.

En primer lugar Uemura y cols (139) estudiaron los niveles séricos de OPG en 40
mujeres durante el embarazo (a las 8-11 semanas, a las 22-30 semanas, a las 35-36
semanas e inmediatamente antes del parto) y la lactancia (a los 4 dias y al mes del
parto). Observaron que los niveles de OPG en las madres aumentaban con la edad
gestacional, y disminuian nuevamente tras el parto. No encontraron correlacion
entre la OPG y los marcadores de resorcion (BCTX), o los de formacion (fosfatasa
alcalina 6sea, osteocalcina), ni con la calcemia, fosforemia, 1,25(OH),D, o los
niveles séricos de PTHi. Los niveles séricos de osteocalcina y los de BCTX fueron
inferiores a los de las mujeres no embarazadas. Esto lo explican porque pudiera
existir una destruccion de ambos por un mecanismo placentario, pues después del
parto experimentan una elevacion. Es por lo que piensan que no son buenos
marcadores 0seos durante el embarazo, que como hemos comentado es una etapa de
turnover 6seo muy elevado. Sin embargo si encontraron un aumento proporcional a
la edad gestacional de los niveles séricos de la fosfatasa alcalina dsea. La PTHi

permanece invariable durante todo el embarazo.

Intentaron explicar que el descenso de OPG tras el parto pudiera estar relacionado
con el aumento de resorcion dsea, como indica la elevacion del BCTX tras el

mismo (139).

Naylor y cols (128), realizdo un estudio en 17 mujeres que planeaban quedarse

embarazadas realizando medidas de la OPG en suero antes del embarazo, y a las 16,
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26, 36 semanas de gestacion y durante el parto. También midieron los niveles de
OPG en sangre de corddon de 22 neonatos prematuros (32+ 2 semanas de
gestacion), observando valores mucho mas bajos, que en el suero de sus respectivas
madres, y ligeramente inferiores a los de las mujeres no embarazadas, resultado que
coincide con el obtenido en nuestra investigacion. Demostraron una elevacion
progresiva de los niveles séricos de OPG a lo largo del embarazo, de los marcadores
de formacion 6sea como la fosfatasa alcalina 6sea, y una elevacion del BCTX, que
fue el parametro de resorcion dsea estudiado. La OPG medida en las madres, no
presentd correlacion con los marcadores del turnover 6seo, ni con la densidad
mineral 6sea medida por DEXA que fue medida antes del embarazo y 2 semanas
postparto, no sabiendo explicar la importancia de la elevacion fisioldgica de la OPG
en el suero durante el embarazo. En este trabajo no se estudiaron marcadores 0seos,
ni la densidad mineral dsea en los RN, y s6lo se obtuvieron muestras de sangre de
cordon en 22 RN pretérminos por lo que los resultados del estudio de los recién

nacidos no son de utilidad para comparar con nuestro trabajo.

Recientemente Hong y cols (129) hicieron un estudio transversal en el que
participaron 433 mujeres, 40 mujeres en edad reproductiva pero no embarazadas, y
393 mujeres que fueron distribuidas segun su edad gestacional en 4 grupos: grupo 1:
11-14 semanas (n= 100); grupo 2: 15-18 semanas (n= 99); grupo 3: 27-30 semanas
(n= 100); y grupo 4: 37-42 semanas (n= 94). Encontraron valores mayores en el
tercer trimestre del embarazo que en el primero, lo que les hizo concluir que la OPG
esta envuelta en la regulacidon del turnover 6seo durante el embarazo y que pudiera

tener un papel protector sobre el esqueleto materno de la excesiva pérdida osea.

Los valores séricos de OPG mas elevados en la sangre materna, podrian explicarse
porque existiera una fuente placentaria. La placenta es generalmente impermeable a
las proteinas , y la mayoria de las proteinas sintetizadas o sustancias derivadas de
proteina como la OPG, la fosfatasa alcalina placentaria o la gonadotropina corionica

humana, pasan a los compartimentos maternos, pero no a los del feto.

No hemos encontrado ninguna publicacién que compare los niveles de OPG entre
RN normales y patologicos, ni tampoco que correlacione los niveles de OPG en

suero con otros marcadores 0seos de formacion o de resorcion.
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En nuestro estudio, los RN pretérminos muestran valores séricos mas elevados de
OPG respecto a las otras dos poblaciones de recién nacidos estudiadas. Hemos
encontrado una correlacidon negativa de los niveles séricos de la OPG con la edad
gestacional y con el peso que fueron estadisticamente significativos, lo que significa
que cuanto menor es la edad gestacional y el peso, mayores son los niveles séricos
de OPG y que este aumento se pudiera relacionar con un mayor grado de osteopenia,

que hemos demostrado por la medida de la Ad-SOS.

Al comparar los niveles séricos de OPG con los de osteocalcina como marcador de
la formacion dsea, hemos hallado una correlacion negativa entre ambas. También
hemos visto una correlacién negativa con los niveles séricos de BCTX, considerado
como un buen marcador de resorcion désea. En ambos casos hubo significacion

estadistica.

Partiendo de la base que la OTC es un buen marcador de la formacién 6sea y que el
BCTX lo es de la resorcion Osea, pensamos que en las situaciones que el
remodelamiento Oseo esté enlentecido, como suponemos puede ocurrir en el
pretérmino, en el que hemos visto que hay una disminucion de los niveles séricos
tanto de BCTX como de osteocalcina (al compararlos con el grupo control), la
existencia de un aumento de la OPG sea un intento de proteger un hueso que

presenta una mineralizacion insuficiente.

Cuando correlacionamos los niveles séricos de OPG con los de Ad-SOS,
encontramos también wuna correlacion negativa que fue estadisticamente

significativa.

Los RN pretérminos son los que presentan valores mas bajos de OTC, de BCTX y
de Ad-SOS es por lo que pensamos que la medicion de la OPG puede orientarnos a
seleccionar los RN en riesgo de padecer osteopenia. Precisariamos estudios
longitudinales mas amplios para valorar la evolucion de estos valores de OPG en los
primeros meses de la vida y ver si sufren alguna modificacion con el tratamiento de

la osteoporosis del RN pretérmino, igual que ocurre en pacientes adultos.

Al encontrarse niveles mucho mas elevados en leche materna hasta 200 veces mas

que en suero, segin lo publicado por Naylor y cols (128) podriamos pensar que no

106



Discusioén

estd lejano el dia que esta sustancia que se encuentra de forma natural en la leche
materna, pueda utilizarse en un futuro como tratamiento en la osteopenia del
prematuro o de otras enfermedades del hueso en la que estd demostrada por diversos

estudios la implicacion de la OPG.

En resumen nuestros resultados muestran unos niveles de OPG que estan
aumentados en los RNPT, que son los que presentan menor resorcion y formacion
osea, como queda reflejado por una disminucion de BCTX y de osteocalcina si se
compara con los RN a término. Estos RNPT presentan valores de Ad-SOS inferiores
a los RN del grupo control, lo que demuestra una resistencia y mineralizacion 6sea
menor, posiblemente por no haberse completado el paso placentario del calcio.
Estos niveles séricos de OPG se correlacionan negativamente de forma

estadisticamente significativa con los niveles de OTC, BCTX y Ad-SOS.

De cualquier forma los niveles de OPG medidos son en suero y no reflejan la
actividad de esta proteina dentro del microambiente 6seo. Ademds la OPG que
medimos en suero, es la suma de la que sintetizan el hueso y otros tejidos, y es
regulada por un gran nimero de sustancias, citocinas y hormonas, por lo que aun no
podemos explicar completamente el significado de la elevacion de OPG en el

pretérmino.
e PBCTX

El BCTX es uno de los marcadores de la resorcion dsea que se libera a la
circulacion sanguinea como resultado de la degradacion del colageno tipo I por los
osteoclastos. Se encuentra aumentado en personas con osteoporosis, ya sea en
relacion con la edad, con el tratamiento con corticosteroides o con enfermedades que
afectan el metabolismo 6seo, y se ha visto su utilidad en la monitorizacién del
tratamiento, presentando una disminucion de los niveles séricos de BCTX a

valores normales tras el mismo.

La mayoria de las enfermedades metabolicas oOseas del nifio y del adulto se
caracterizan por disturbios en la resorcidbn Osea, por lo que los marcadores
bioquimicos que conciernen a este proceso son de especial interés. Sin embargo la

mayoria de los marcadores de resorcion 6sea se miden en orina, lo que en nifios y
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especialmente en recién nacidos es de gran complejidad por varias razones. La
recogida de orina es dificultosa en los nifios y hay una gran variacién
intraindividual, bien por presentar el marcador un ritmo circadiano, o por la
necesidad de expresarse en relacion con la creatinina que sufre cambios con edad, o
con el incremento de masa muscular. Es por esto que la medida de CTX en suero

es un prometedor marcador dseo que ya ha demostrado su utilidad en adultos (140).

Su aplicacion clinica en nifios se ve dificultada por no haber informacion suficiente
sobre los valores de referencia en relacion con la edad, la raza o el sexo. Son pocos
los estudios realizados en recién nacidos y no hemos encontrado trabajos publicados

en hijos de madres con diabetes gestacional o en pretérminos.

Crofton y cols en 1999 (60) fueron los primeros en publicar valores séricos de
BCTX de referencia por sexos, desde 0 a 19 afios. Los neonatos menores de un mes
(n = 19) presentaron los valores mas elevados y no se observaron diferencias entre
ambos sexos. Posteriormente los niveles de PCTX van disminuyendo hasta la
pubertad en la que vuelve a haber otro pico que es mds temprano en las nifas (11-13

afios) que en los nifos (14-17 afios).

Gajewska et al (137) han estudiado recientemente 102 nifios y adolescentes
distribuidos en tres grupos: prepuberal, puberal y postpuberal, encontrando una
disminucién de BCTX en el suero de los nifios con respecto al adulto, excepto en el
periodo puberal. En todos los grupos se observo una correlacion positiva con los

valores séricos de OPG.

La BCTX ha resultado util como parametro para el diagndstico de osteopenia y

seguimiento del tratamiento en nifios severamente desnutridos (14).

Sélo existe un trabajo realizado por Yamaga y cols (141) que compara los
marcadores del metabolismo 6seo de madres y recién nacidos a término (n=41),
concluyendo que el metabolismo mineral del RN esta mas acelerado que el materno
y que es independiente del mismo. Estudiaron los niveles de osteocalcina y de
fosfatasa alcalina 6sea como marcadores de formacion dsea y BCTX como marcador
de resorcion Osea, tanto en sangre de cordon como en sangre materna en el momento

del parto. Encontraron que tanto los marcadores de formacion como los de
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resorcion dsea, tenian valores mas elevados en sangre de cordon que en la sangre de
la mujer en el parto. No encontraron correlacion significativa entre los valores

maternos y los del RN.

Nosotros coincidimos al encontrar en RN a término cifras mas elevadas de CTX en
sangre de cordén que en sangre materna (p=0). Sin embargo en el grupo de los
pretérminos no encontramos diferencias significativas entre los valores medidos en
las madres y sus RN. Los niveles de BCTX en pretérminos fueron inferiores de
forma estadisticamente significativa con respecto al grupo control. Encontramos mas
correlaciéon del Berosslaps con el peso que con la edad gestacional, no encontrando
correlacion entre los valores de madres y recién nacidos, aunque si una significativa
correlacion positiva con la Ad-SOS. En nuestro trabajo existe una fuerte correlacion
positiva de BPCTX con la osteocalcina y con el calcio. Podemos pensar que el
turnover 6seo en el RN a término estd mas acelerado que en el pretérmino y esto
repercute en una deficiente mineralizaciéon o6sea como hemos medido por

ultrasonidos, en este ultimo grupo.
e (alcio, fosforo y fosfatasa alcalina

El metabolismo del calcio en la mujer embarazada y su RN, representa un complejo
proceso, en el que estan envueltos cambios en los marcadores 6seos y en las
hormonas calciotrdpicas. El valor de la calcemia del RN es superior a la de la madre
en el parto, tanto en los RN normales como en los hijos de madre con diabetes
gestacional y en pretérminos. Nuestros resultados en relacion con la calcemia son
similares a los publicados recientemente por Casanova y cols y Del Toro y cols
(64,65). Esto confirma que existe un gradiente transplacentario fetomaterno.
Siddhart et al (91) describieron un sistema de transporte activo de calcio en las
microvellosidades del sincitiotrofoblasto. En este mecanismo algunos autores como
Care (92) y Pike (142) han asignado a la vitamina D un importante papel como

mediadora del transporte del calcio a través de la placenta.

Hemos encontrado cifras significativamente mas altas de fosforo, en todos los recién
nacidos, con respecto a sus madres y mas aun en los de menor edad gestacional. El

fosforo, igual que el calcio, parece que posee también un transporte activo. En
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experimentacién animal se ha comprobado que altas concentraciones de fosfato se
relacionan con aceleracion de la formacidon Osea, observandose que el fosfato

estimula la produccidn de hueso y de matriz 6sea y limita la resorcion Osea.

Encontramos menores niveles de calcio y mayores de fosforo en RN pretérminos
que en el grupo control, pero estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas, al contrario de lo publicado por otros autores (51). Tal vez la
normalidad de las calcemias en nuestro trabajo, sean debidas a que estan corregidas

con las proteinas.

Al estudiar las calcemias de los HMDG no encontramos ningiin RN que presentara
hipocalcemia al nacimiento resultado que coincide con las investigaciones realizadas
por Regev y cols en RN de mujeres con diabetes gestacional (75). Sin embargo
Mimouni y cols encontraron hipocalcemia hasta en un 30 % de los RN de madres

con diabetes tipo 1 (72).

Varios marcadores bioquimicos séricos, incluyendo calcio, fosforo, fosfatasa
alcalina y osteocalcina han sido usados para la deteccion precoz de la osteopenia de
la prematuridad. La calcemia no es util como cribado para la deficiencia nutricional
u osteopenia del pretérmino, pues el cuerpo humano mantiene un nivel de calcemia a
expensas de la pérdida del calcio 6seo. Puede estar también elevada en casos de
deplecion de fosforo con hipofosfatemia. En contraste la fosforemia es un buen
marcador de la suficiencia de fosforo. Niveles persistentemente bajos reflejan un
aporte de fosforo inadecuado y pueden indicar una probabilidad creciente de
desarrollar osteopenia. Asi la monitorizacion de los niveles de fosforo puede

prevenir la osteopenia por deficiencia de fosfato (97).

La fosfatasa alcalina total es un marcador de recambio 6seo que se ha usado
frecuentemente como screning de la osteopenia. Un nivel de fosfatasa alcalina total
mayor de 750 UI/L puede encontrarse asociado segun algunos autores con
osteopenia severa y puede preceder a la evidencia radiologica de raquitismo en
prematuros. Sin embargo se han publicado correlaciones pobres entre niveles

elevados de fosfatasa alcalina total y el grado de mineralizacion (97).
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Hay discordancia en los estudios publicados, en cuanto a la utilidad de la fosfatasa

alcalina para predecir el riesgo de osteopenia.

Kovar et al (143) introdujeron el uso de la fosfatasa alcalina sérica como screening
para predecir el riesgo de osteopenia en RN pretérminos. Asi encontraron que
cuando la fosfatasa alcalina se elevaba cinco veces el limite superior de la
normalidad existian cambios raquiticos radiograficos en algunos de los pretérminos

que estudiaron.

Narbona y cols midieron el contenido mineral 6seo (CMO) y la densidad mineral
o0sea (DMO) mediante densitometria de rayos X de doble energia, en el fémur
izquierdo de 27 recién nacidos a término y 44 prematuros apropiados para la edad de
gestacion. Evaluaron la antropometria y los valores séricos de calcio, fosforo y
fosfatasa alcalina. Observaron que los prematuros presentaron valores mas bajos de
calcio y fosforo (p<0.05) y mas altos de fosfatasa alcalina (p<0.01). Los prematuros
presentaron valores mas bajos de CMO y DMO (p<0.01) que los nacidos a término.
El CMO se correlacionod con la fosforemia (r=0.23), las fosfatasa alcalina (r=-0.23),
la edad gestacional (r=0.78), el peso (=0.81) y la longitud (r=0.77). La DMO se
correlacioné con la edad gestacional (r=0.64), el peso (r=0.61) y la longitud
(r=0.59). Interpretaron los resultados como que la mineralizacion 6sea depende

directamente de la madurez fetal (51).

Recientemente Ashmeade y cols (144), como anteriormente habia apuntado
Narbona, han encontrado en recién nacidos pretérminos, una correlacion negativa
entre los valores de SOS y los valores séricos de fosfatasa alcalina y positiva entre
los valores de SOS y los niveles en suero de fésforo. Por esto han concluido que la
medida combinada con ultrasonidos a través del hueso y la medida en suero de
fosforo y fosfatasa alcalina puedan identificar a los nifios en riesgo de desarrollar la
osteopenia de la prematuridad. El estudio fue prospectivo sobre 3 grupos de
pretérminos: grupo 1: 24-26 semanas(n=8); Grupo 2: 27-29 semanas (n=9) y grupo
3: 30-32 (n=12). Las mediciones de SOS realizadas en la tibia fueron realizadas a lo
largo de 8 semanas (grupo 1), 5 semanas (grupo 2) y 4 semanas de vida (grupo 3),

durante su hopitalizacion.
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Faerk y cols (52) no consideran de utilidad la medida de la FA y el fosfato sérico
para predecir los RN en riesgo de osteopenia. No encontraron correlacion entre el
contenido mineral 6seo, en este estudio medido por DEXA, con los niveles de
fosforo y de fosfatasa alcalina, por lo que concluyen que estos pardmetros no pueden

predecir una deficiente mineralizacion dsea.

Nuestros resultados nos orientan mas a la escasa utilidad de la medida de la FA y de

la fosforemia tal y como concluye Faerk.

Nosotros hemos encontrado niveles séricos de fosfatasa alcalina mas elevados en
los pretérminos que en el grupo control, que fueron estadisticamente significativos
(p= 0,039). Hubo una correlacion negativa estadisticamente significativa entre la
fosfatasa alcalina y el peso (R = -0,14), y entre la FA y la edad gestacional
(R =-0,12) y positiva entre la FA y los niveles de PTH (R = 0,28). No encontramos
correlacion entre la Ad-SOS y los niveles de fosfatasa alcalina (R= 0,09), ni con los
de osteocalcina (R= 0,04). No hubo correlacion entre los valores de FA maternos y

del RN.

Por otro lado los valores de normalidad de fosfatasa alcalina en el recién nacido son
dificiles de establecer, presentando los pretérminos al nacimiento cifras mas
elevadas reflejo del aumento fisioldgico de la actividad osteoblastica. Por tanto
cifras superiores a 700 UI/L podrian considerarse normales sin pensar en la
existencia de enfermedad metabolica 6sea, y parece que cifras por encima de 2000

podrian reflejar enfermedad metabolica 6sea (97).

Pensamos que la medida de la fosfatasa alcalina de forma aislada no parece ser un

pardmetro util para hablar de enfermedad metabdlica dsea en un recién nacido.
e Osteocalcina

Otro de los marcadores de formacion désea estudiado en sangre de cordon, es la
osteocalcina y parece ser un parametro util en el estudio de la mineralizacion fetal

tanto en recién nacidos normales como patoldgicos (94).

La OTC es la responsable de la aposicion del calcio en la matriz 6sea, presentando

cifras de dos a tres veces mayor en nifios que en adultos, y como han demostrado
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algunos autores incrementa sus valores durante los periodos de crecimiento
acelerado pudiendo indicar un crecimiento linear de los huesos largos, asi como un

desarrollo general del cuerpo (145).

Diversos autores afirman en sus trabajos (141,146-148) como la calcificacion de los
huesos es directamente proporcional a la edad gestacional, asi como a la
concentracion de osteocalcina en sangre de cordon, que puede ser util como indice
de la normal calcificacion del esqueleto, ejerciendo su influencia sobre el peso del

feto que es reflejo de un correcto desarrollo intrauterino.

Furmaga-Jablonska y cols (145) estudiaron 64 RN entre 27 y 42 semanas de edad
gestacional y encontraron una correlacion estadisticamente significativa entre el
peso al nacimiento, los parametros antropométricos y los niveles de osteocalcina en

sangre de cordon.

Yamaga y cols (141) estudiaron marcadores de formacidon Osea (fosfatasa alcalina
Osea y osteocalcina intacta) y de resorcion osea (BCTX) en 41 madres y sus RN
encontrando valores mayores estadisticamente significativos en sangre de corddn,
que en sus respectivas madres. No encontraron correlacion entre los valores de las
madres y los RN, y concluyeron que el turnover dseo es marcadamente mayor en el
recién nacido que en la madre y ademas es independiente del metabolismo mineral
Oseo de ésta, en la vida fetal tardia. Estos datos son igualmente concordantes con lo
encontrado en nuestro trabajo. Nosotros ademas aportamos una nueva observacion
tras el estudio de RN pretérminos en los que encontramos niveles séricos de OTC y
de BCTX inferiores a los RN a término. Esto revela que a medida que avanza la
gestacion aumenta tanto la formacion como la resorcion dsea, y el hecho que no
encontremos correlacion de los valores de FA, OTC y BCTX entre madres y RN,
podria indicar que el metabolismo mineral del RN es independiente del materno, tal

como afirma Yamaga.

Yasumizu (1996) y Yamaga (1999) encontraron valores de OTC mucho mayores en

RN que en sus madres (146, 141).
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Seki (1993) y Alatas (1995) refieren que la alta concentracion de OTC en sangre
de cordon sugiere que la placenta, pueda ser una fuente de OTC en la vida fetal

tardia, y también podria expresar la neoformacion 6sea del RN (147,148).

Pittard et al (53) hicieron un estudio prospectivo sobre recién nacidos pretérminos
desde el nacimiento hasta las 16 semanas de vida observando un aumento de OTC
durante la primera semana posparto correlacionado positivamente con los valores de
1,25(0OH),D, pero no con los valores de PTH, ni con la concentracidon de calcio y
fosforo. También encontraron una consistente correlacion negativa con la fosfatasa
alcalina total y 6sea, que no se explica bien al ser dos marcadores de formacion

Osea, que son indices de la actividad osteoblastica.

Sin embargo no encontraron correlacion entre el contenido mineral 6seo medido en
las primeras 16 semanas de vida con los valores de OTC o con los de la fosfatasa
alcalina total o la ¢sea. Ellos concluyen que la medicion de la OTC o de la fosfatasa
alcalina en el recién nacido pretérmino no expresa adecuadamente, los cambios de

contenido mineral 6seo durante los 4 primeros meses de la vida.

Aunque todos los datos de nuestro estudio son fruto de un estudio transversal, en el
momento del nacimiento, no hemos encontrado correlacién entre la Ad-SOS y la
fosfatasa alcalina o la osteocalcina. La OTC present6 una correlacion negativa con la
OPG vy positiva con la edad gestacional. Encontramos que los niveles séricos de
OTC fueron inferiores en RNPT aunque no presentaron significacion estadistica y
esto podria significar que la formacion dsea, en los dos primeros trimestres del
embarazo no se encuentra bien representada por las cifras séricas de OTC o bien que
la produccion de OTC se intensifica al final del embarazo cuando ocurre la acrecion
maxima de calcio a través de la placenta. También podriamos pensar que estos
valores mas bajos de OTC en los pretérminos pueden ser el reflejo de una menor

formacion 6sea. De cualquier modo seria necesario ampliar estudios en este sentido.

Martinez et al (95) estudiaron los niveles de OTC y PTH en madres diabéticas y sus
RN, encontrando cifras mas bajas de OTC que en las embarazadas del grupo control.

Esto habia sido estudiado en pacientes con diabetes, pero no en embarazadas. Los
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RN presentaron cifras significativamente mas elevadas que sus madres, pero sin

diferencia con RN normales.

Esto concuerda con lo encontrado en nuestro trabajo, con la diferencia que las
madres con diabetes gestacional no presentaron diferencias significativas en los
valores de OTC con las madres del grupo control, lo que nos orienta a la conclusion
que la diabetes gestacional en las madres no altera su metabolismo dseo, al

contrario de lo publicado en madres con diabetes mellitus insulindependiente.
e PTH

La parathormona es una hormona polipeptidica sintetizada en la glandula
paratiroides. Es un péptido de 84 aminodcidos que circula, al menos, en cuatro
formas moleculares. En individuos normales la parathormona completa, intacta
(aminodacidos 1 a 84) tiene una vida media de, aproximadamente, cinco minutos. La
parathormona intacta (PTHi) es la que tiene el mayor grado de actividad. La PTHi es
medida directa de la funcion de la glandula paratiroides y es independiente de la

funcion renal (20,21).

La hipocalcemia estimula su secrecion. La PTH estimula la sintesis renal de la
vitamina 1,25(OH),D3, que promueve la resorcién renal de calcio y la excrecion de
fosfato. La parathormona aumenta la reabsorciéon renal de calcio y magnesio,
disminuye la reabsorcion renal de fosfato. También estimula la absorcion intestinal
del calcio y la resorcidon osteoclastica en el hueso, aumentando la salida de calcio

desde el hueso hacia el liquido extracelular (19-21).

Los métodos que determinan la hormona intacta parecen producir resultados mas
relacionados con su actividad bioldgica que la valoracién de sus fragmentos. De
todos los marcadores 6seos estudiados sélo la PTH y la fosfatasa alcalina han
mostrado una correlacion negativa estadisticamente significativa con la edad
gestacional. Las calcemias de los RN pretérminos fueron normales, por lo que el
aumento de la PTH en los RN de menor edad gestacional pudiera ser para mantener
las calcemias en los limites normales, en nifios en los que aun no se ha completado

el paso transplacentario de calcio.
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Este resultado en RNPT no coincide con el de otros estudios que determinaron otras
fracciones de PTH distintas a la de nuestra investigacidon o bien fueron medidas con

otras técnicas distintas.

Con nuestra investigacion demostramos la existencia de un cierto grado de
hiperparatiroidismo en RN pretérminos en relacion con el grupo control, en el que la
funcion paratiroidea aparece practicamente abolida, resultado concordante con el

estado de hipercalcemia que presenta el RN a término.

La PTH tiene un efecto destructor 0seo, cuando su elevacion sérica es mantenida,
pero también tiene un efecto formador de hueso cuando se administra de forma
intermitente, siendo aceptado su uso en mujeres osteoporoticas postmenopausicas

con alto riesgo de fractura (20, 21).

Dado que la PTH ha mostrado ser un inhibidor in vitro de la OPG, no podemos
explicar si existe relacion entre la elevacion de PTH y la de OPG en los RN

pretérminos (43).
e Vitamina D

Si analizamos el papel de la vitamina D sabemos que es esencial para la salud de las
mujeres embarazadas y sus hijos, asi como para el normal crecimiento y

mineralizacion Osea.

Una insuficiencia o deficiencia de vitamina D durante el embarazo puede provocar
una escasa ganancia ponderal en la madre y trastornos en el esqueleto del feto, que
en situaciones extremas reduce la mineralizacion 6sea, con evidencia radiologica de
raquitismo y mayor riesgo de fracturas. A corto plazo el déficit de vitamina D o la
falta de suplementacion con vitamina D en la infancia conduce a disturbios
bioquimicos, mineralizacion dsea reducida, enlentecimiento del crecimiento, o
mayor posibilidad de presentar fracturas o raquitismo en casos extremos. A largo
plazo la falta de suplementacion con vitamina D puede reducir la masa 6sea y la

talla final y aumentar el riesgo de diabetes mellitus tipo 1 (149).
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La definicion de deficiencia, insuficiencia y normalidad de vitamina D es
complicada y estd basada en los valores séricos de 25(OH)D, particularmente en

relacidn con la asociacion a cambios en los niveles séricos de PTH.

Bodnar y cols consideran insuficiencia valores < 5 ng/ml (12 nmol/L), y que los
valores de deficiencia serian mas dificiles de establecer y presentarian un rango

entre 8,3 ng/ml (20 nmol/L) y 33ng/ml (80 nmol/L) (149).

Clasicamente se ha considerado que los niveles de vitamina D durante el embarazo

reflejan la homeostasis del calcio en la madre y en el recién nacido.

En los casos que los depositos de vitamina D son escasos el crecimiento fetal se
puede retardar y la acreciéon mineral puede reducirse asi como el crecimiento linear y
la ganancia ponderal del feto. Esto hara igualmente que sea mas frecuente encontrar

una hipocalcemia neonatal (150)

Las concentraciones séricas del 1,25(OH),D son entre un 50-100 % superiores
durante el 2° trimestre de embarazo, y el 100% superiores en el ultimo trimestre al
compararlos con la mujer no embarazada. El mecanismo por el que esto ocurre no
estd del todo aclarado. La PTH es usualmente considerada un estimulo para la
hidroxilacion renal del 25(OH)D, pero no esta aumentada durante el embarazo por

lo que la fuente de 1,25(OH),D en sangre materna puede tener un origen placentario.

Nosotros hemos encontrado valores mas elevados de 25(OH)D en sangre de cordon
que en sus respectivas madres, lo que coincide con lo publicado recientemente por

Nicolaidou y cols (151), pero no con otras publicaciones (64,65).

Igual que otros autores hemos encontrado una correlacion positiva entre los valores
maternos y del recién nacido, pero el hecho que en éstos sean los niveles mas
elevados y que en la mayoria de los hijos de mujeres con un déficit aislado de
25(0OH)D, sus recién nacidos mantienen valores dentro de la normalidad, nos hace
pensar que existe una fuente de 25(OH)D que pudiera ser placentaria, y que otorga
cierta independencia, de los valores maternos, o bien un paso transplacentario como

han argumentado otros autores (64,65,152-155).
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Delvin y cols han publicado la existencia de una correlacién entre las cifras de
25(0OH)D en sangre materna y sangre de cordon que sugiere una difusion pasiva a

través de la placenta (152).

Lo que si es cierto que el feto parece tener una situacion privilegiada durante el
embarazo, porque en el caso del calcio, la acrecion ocurre ain con la consecuente

descalcificacion del esqueleto materno y otro tanto podria ocurrir con la vitamina D.

Otro punto de interés ha sido el hallazgo en nuestro medio, de un déficit de vitamina
D (<10 ng/ml) en casi un 13 % de las embarazadas, aunque solo dos recién nacidos
presentaron niveles por debajo de 10 ng/ml. No presentaron insuficiencia ninguna de

las madres o RN estudiados, segun los criterios de Bodnar (149).

En diversos estudios realizados sobre mujeres embarazadas y sus RN se ha visto
unos niveles séricos de 25(OH)D inferiores en mujeres de raza negra que en las de
raza blanca, ademas en el estudio de Pawley observaron que un 71 % de los RN

presentaban valores de 25(OH)D inferiores a 8,3 ng/ml en sangre de cordon (150).

Marya y cols (155) estudiaron 120 multiparas indias de las que 75 no recibieron
suplementos de vitamina D o calcio, 25 recibieron 1200 UI de vitamina D y 375 mg
de calcio durante el tercer trimestre y 20 recibieron 2 dosis de 600000UI de vitamina

D oral en los meses 7° y 8° del embarazo.

En las madres que se administré vitamina D en el altimo trimestre del embarazo
disminuy6 de forma significativa los niveles de fosfatasa alcalina, tanto en sangre
materna como en la sangre del cordén, ademas el peso de sus RN fue mayor que en
el grupo que no recibid suplemento de vitamina D. Tanto el descenso de FA y el
aumento de peso de los RN, fue mayor en el grupo en el que se administré 600000

Ul en el 7° y 8° meses del embarazo.

Maxwell y cols (156) realizaron un estudio sobre mujeres asiaticas y sus RN
residentes en Londres, observando que al suplementar con vitamina D, en este caso,
1000 UI diarias en el altimo trimestre, redujeron los niveles de FA en las madres en
el momento del parto y en sangre de cordon con respecto al grupo que solo recibid

placebo.
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Weiler et al (156) en un estudio realizado en Canadd, encontraron que un 46 % de
madres estudiadas y un 36 % de sus recién nacidos presentaban un déficit de
25(OH)D, que fue asociado a un mayor peso y longitud al nacimiento, pero a una
menor masa 0sea en relacion con el peso. La persistencia del déficit de 25(OH) D en
estas madres, a pesar de recibir una adecuada ingesta de vitamina D (>200 Ul/dia),
no ha podido ser bien explicada, tal vez las mujeres del estudio estaban poco
expuestas a la luz solar y precisarian mayores aportes de vitamina D durante el

embarazo y la lactancia.

Otros estudios han asociado el déficit de vitamina D a la raza o a las costumbres de
paises como Turquia donde las mujeres van mas cubiertas, o bien a la estacion del

afo en que tiene lugar el nacimiento (151).

El déficit de vitamina D de nuestro estudio es en resumen, mucho menor al
publicado por otros autores, que han publicado los siguientes porcentajes de déficit
en mujeres embarazadas: Maghbooli y cols (2007): 66,8 % y 93,3 % en las madres
y sus RN respectivamente; Nicolaidou y cols (2006): 19,5% y 8,1% en las madres y
sus RN respectivamente; Sachan y cols (2005): 42,5 % de las mujeres y un
porcentaje similar de sus RN (153, 151, 154). Estas diferencias de resultados pueden

ser debidas a la mayor radiacion solar de nuestra latitud.

Bodnar y cols (2007) estudiaron un grupo de 200 mujeres blancas y 200 de raza
negra de Pittsburg y encontraron una deficiencia (<37 nmol/L) en el 29,2 % vy
45,6 % en las mujeres negras y sus RN respectivamente y 5% y 9,7 % en las madres
blancas y sus RN respectivamente). A tener en cuenta en este estudio que un 90 %

de las madres recibieron un suplemento con vitamina D (149).

Segun Pawley y cols el déficit de vitamina D durante el embarazo puede producir
alteraciones en la homeostasis dsea del nifio y en situaciones extremas una reduccion
de la mineralizacion 6sea, una alteracion del crecimiento lineal, un crecimiento fetal
retardado, un raquitismo evidenciado radioldégicamente, fracturas, asi como riesgo

de hipocalcemia neonatal (150).

El déficit de vitamina D en utero o tras el nacimiento, se ha relacionado con

problemas esqueléticos, diabetes tipo 1 o esquizofrenia en la vida adulta (148).
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La diabetes parece aumentar el riesgo de hipovitaminosis D. Asi Martinez y cols
(158) han descrito cifras inferiores de 25(OH)D en madres diabéticas lo cual puede

influir sobre la presentacion de hipocalcemia neonatal.

Delmas y cols no encontraron diferencia en los niveles de 25(OH)D en sangre de
cordon de RNPT y el grupo control. Como en otros estudios encontraron cifras

mayores en las madres que en sangre de cordon (159).

Cockburn y cols (159) han observado una relacion inversa entre los niveles maternos
de 25(OH)D vy la incidencia de hipocalcemia neonatal que no ha podido ser bien

explicada.

Nosotros hemos encontrado una correlacion positiva estadisticamente significativa
entre los niveles del RN y sus madres, asi como unos niveles de 25(OH)D
significativamente mas altos en la sangre de cordon que en la sangre materna, lo que
que no concuerda con la mayoria de los trabajos publicados anteriormente (64,65),

pero si con una reciente publicacion de Nicolaidou y cols (151).

En trece de las madres pertenecientes al grupo control encontramos cifras inferiores
a 10 ng/ml y aun asi sus recién nacidos presentaron cifras normales en suero de
calcio y PTH. Esto nos hace suponer que existe algin factor que actiie en la
produccion fetal de vitamina Ds;, ademas de la transferencia pasiva, quizas podria
tratarse de una produccion placentaria . En estos nifios no encontramos menor peso,

ni longitud y los valores de Ad-SOS medidos fueron normales.

En los pretérminos hemos encontrado cifras menores de vitamina D que en el grupo

control, que tuvieron significacion estadistica.

No hemos encontrado diferencias en los niveles séricos de 25(OH)D en madres con
diabetes gestacional, bien tratadas sélo con dieta o con dieta e insulina, respecto a

madres normales, ni tampoco en sus RN con respecto a los controles sanos.

En nuestro medio no se contempla la suplementacion con vitamina D a las
embarazadas, dada la exposicion solar de nuestra latitud. Son cada vez mas las
investigaciones que reflejan un déficit de vitamina D tanto en las madres como en

sus recién nacidos, que generalmente estarian asociados a los estilos de vida, a la
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raza, la estacidon en la que ocurre el parto, o a la latitud. A pesar de todo esto no
encontramos en nuestro estudio ningun recién nacido a término de madre con
déficit de vitamina D que tenga hipocalcemia, aumento de la PTH o de la fosfatasa

alcalina.

Quizas a la vista de estos resultados habria que prestar mas atencidn a los niveles de
25 (OH)D en sangre materna con vistas a suplementar en las madres que presenten
niveles mas bajos, pues aunque en los RN estudiados no hemos encontrados
alteraciones bioquimicas de la mineralizacion ésea, ni menor Ad-SOS no sabemos lo
que ocurrira con estos RN evolutivamente al ser nuestro trabajo, un estudio

transversal.

También pensamos que esto adquiere mayor importancia en los RN pretérminos en
los que si presentan niveles significativamente mas bajos que el grupo de RN
control. Podriamos preguntarnos, si seria adecuado hacer un cribado al nacimiento
en todos los RN, midiendo los niveles de 25(OH)D en sangre de cordéon o medir los

niveles séricos de 25(OH)D a lo largo del embarazo.

Segtin hemos ido viendo la mineralizacidon 6sea es un complicado mecanismo en el
que actian maultiples factores, por un lado los genéticos sobre los que ain no
podemos actuar y por otro los hormonales, paracrinos, y autocrinos que son
numerosos y de los que ninguno por separado nos da idea de lo que ocurre en un
lugar concreto del esqueleto. Pero seleccionando algunos de ellos conjuntamente
con pruebas como los ultrasonidos en el RN, y en casos seleccionados con DEXA,
sean herramientas utiles para la deteccidon precoz y seguimiento de nifios en riesgo
de osteopenia. Desgraciadamente la OPG so6lo es una citoquina de las muchas que
actuan en el complicado sistema 0seo, pero que ira adquiriendo relevancia segun
vayamos ampliando investigaciones, tanto para monitorizacion como para el

tratamiento de la osteoporosis utilizada ya con éxito en adultos.

Una limitacion en todos los resultados que obtenemos en nuestro estudio es que al
ser un estudio transversal, no sabemos evolutivamente lo que ocurrird

posteriormente a lo largo de los primeros afos de la vida de los RN estudiados, lo
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que abre nuevos caminos a investigaciones futuras que encontramos de primordial

importancia en la prevencion de la osteoporosis en las proéximas generaciones.
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Capitulo 6

CONCLUSIONES

1. La medida de la ADSOS ha demostrado ser un buen método de evaluacion,
rapido, no invasivo, reproductible y fiable para valorar recién nacidos tanto
normales como en riesgo de osteopenia, como ocurre en los RN pretérminos y

los RN de madres con diabetes gestacional.

2. Los valores de ADSOS en RN pretérminos e HMDG fueron inferiores a los de
los RN a término con diferencia estadisticamente significativa, lo que revelan

probablemente un menor grado de mineralizacion 6sea.

3. En RN a término la ADSOS es mayor en varones con una significacion

estadistica.

4. Los niveles de calcio, fosforo, osteocalcina, Pcrosslaps y 25(OH)D estudiados
en sangre de cordon fueron mas elevados que en sangre materna, lo que
podria indicar que el recambio 6seo fetal es marcadamente mas acelerado e

independiente del metabolismo mineral materno al final del embarazo.

5. Los RN pretérminos son lo que presentan valores mas bajos de OTC, de BCTX

y de AdSOS y niveles mas elevados de OPG y de PTH.
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6. La presencia de un incremento en la concentraciéon sérica de OPG en RN
pretérminos, podria indicar un efecto protector sobre el hueso, y su medicion

puede orientar el riesgo de osteopenia en los mismos.

7. El aumento de PTHi encontrado en los RN pretérminos pudiera deberse a un
intento de mantener las calcemias en rango normal, en una etapa en la que atin

no se ha completado el paso transplacentario de calcio.

8. La medida del Bcrosslaps , la fosfatasa alcalina y la OPG en suero podrian ser
utiles en el diagnodstico y en la valoracion de la respuesta al tratamiento de la
osteopenia del RN, siendo necesario para confirmar esta hipdtesis, estudios

longitudinales mas amplios.
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