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a1 - ASPECTOS HISTORICOS DE LA

VITAMINA D

Aunque el raquitismo era conocido desde la antiguedad y fue claramente
descrito en 1645 (1), no es hasta principios de este siglo cuando adquiere relevancia esta
enfermedad, ya que coincidiendo con la revolucién industrial, el raquitismo aparecid en
proporciones epidémicas en el norte de Europa, norte de Estados Unidos y norte de Asia. La
rdpida transformacion de una sociedad agraria en urbanizada con la reduccién de exposicion
solar que conllevaria y el aumento de la polucion atmosférica que limitaria la llegada de luz
ultravioleta a la piel humana, fueron los factores que probablemente precipitaron esta alta
incidencia de raquitismo (2). Ldgicamente esta interpretacion sélo pudo ser realizada afios
mds tarde una vez descubierta la vitamina D, su sintesis y su metabolismo.

En 1919, Huldshinsky demostré que nifios con raquitismo se curaban mediante
la exposicion a la luz solar o a la luz ultravioleta inducida artificialmente (3). Posteriormente,
Mc Collum y cols. (4) en un estudio realizado en ratas en crecimiento, demostraron que
mediante oxidacion del aceite de higado de bacalao, éste perdfa la actividad de la vitamina
A, permaneciendo el poder antirraquitico. Esta actividad antirraquitica fue atribuida a una
nueva vitamina que se denomind vitamina D.

El hecho de que el factor antirraquitico pudiera generarse en la piel tras la exposicién
a la luz solar, radiacion ultravioleta o ingerirse en la dieta, obligd a pensar que podia tratarse
de factores diferentes. Powers y cols. (5) realizaron un experimento en dos grupos de ratas
raquiticas a las que trataron con aceite de higado de bacalao o con radiacion ultravioleta, y

obtuvieron los mismos resultados en ambos.



Steenbock y Black (6) y Hess y Weinstock (7), demostraron que la irradiacion
de muchos alimentos con una ldmpara de cuarzo con vapor de mercurio, proporcionaba
propiedades antirraquiticas a los mismos.

La primera vitamina aislada por irradiacion del ergosterol se denoming
vitamina D,, identificdndose posteriormente como una mezcla de lumisterol y ergocalciferol.
Afos mds tarde se consiguid aislar la primera vitamina D conocida como ergocalciferol o
vitamina D,, que fue utilizada durante muchos afos como preparado sintético para la
prevencidn y curacién del raquitismo en el hombre. En 1935 Windaws y cols. (8) sintetizaron
quimicamente el 7-dehidrocolesterol o provitamina D,, y demostraron que su irradiacién con
luz ultravioleta daba origen a la vitamina D, o colecalciferol (Figura 1).

La vitamina D, es de 10 a 20 veces menos activa que la vitamina D, en pollos,
sin embargo en mamiferos, incluido el hombre, tienen el mismo potencial biologico y

metabolismo similar.
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2. METABOILISMO DE T.A VITAMINA D

La sintesis a nivel de la piel, es la via principal de obtencién de vitamina DD
para la mayoria de los individuos. Cuando la piel se expone a la luz solar o a ciertas luces
artificiales, la radiacion ultravioleta penetra en la epidermis y ocasiona diversas reacciones
fotoquimicas (9); una de ellas es la trasformacién del 7-dehidrocolesterol en vitamina D,. Las
radiaciones con longitud de onrda comprendida entre 290 y 315nm se absorven por los enlaces
conjugados dobles en posicién C, y C, del 7-dehidrocolesterol, fragmentando el anillo B entre
C, y C,, y produciendo 9,10-secosterol o previtamina D, (Figura 2).

La previtamina D, es bioldgicamente inerte pero termoldbil y sufre una
reorganizacion molecular espontdnea en funcién de la temperatura, transformandose en un
compuesto termoestable que es la vitamina D, A la temperatura corporal se tarda
aproximadamente tres dias en la conversion completa de la previtamina D, en vitamina D,.

A pesar de que la melanina de la piel compite con el 7-dehidrocolestero! por
los fotones ultravioleta, y por tanto, puede limitar la sintesis de previtamina D, la
isomerizacton fotoquimica de la previtamina D hacia dos productos bioldgicamente inertes
(lumisterol y taquisterol), constituye un mecanismo importante para impedir la produccién
exagerada de previtamina D durante las exposiciones prolongadas al sol (10). De los distintos
metabolitos formados en la piel, dnicamente la vitamina D, tiene alta afinidad para la proteina
plasmdtica de transporte de vitamina D por lo que pasa preferentemente a la circulacion.

La alimentacién es otra fuente de aporte de vitamina, pocos alimentos la

contienen de forma natural, a excepcion de el higado, yema de huevo y aceite de higado de
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pescado. Una vez que la vitamin D ha sido ingerida, sus componentes liposolubles se
incorporan a la fraccién de quilomicrones y son absorbidos por el conducto linfatico. A las
4 horas de la ingestion de 50.000 UI de vitamina D, se observa un incremento significativo
de la concentracion de vitamina D, que es mdximo a las 12 horas y va descenciendo a las 72
horas (11).

La vitamina D sintetizada en la piel o ingerida en la dieta junto con los
metabolitos, pasan a la circulacidn, y se unen a las proteinas ligadoras {DBP). El complejo
vitamina D-DBP es tranportado at higado donde la vitamina D se hidroxila en los hepatocitos
mediante la 25-hidroxilasa localizada en mitocondrias y microsomas del parénquima celular
hepdtico (12). El 25-hidroxicalciferol (25(OH)D) es uno de los metabolitos circulantes
principales de la vitamina D; su vida media es de 21 dias, y su concentracion plasmdtica es
un buen reflejo del aporte dietético de vitamina D y de la exposicion a la luz solar.

La vitamina D de la dieta se absorbe en el intestino y es rapidamente captada
por el higado. En contra, la vitamina D formada en la piel difunde lentamente hacia la
sangre, con lo que la captacion hepdtica y su conversion a 25(OH)D es también mds lenta.
El suministro gradual de vitamina D, al higado permite la produccidn continua y prolongada
de 25(OH)D, y de esta forma, la conversion plasmdtica del metabolito se mantiene aun
cuando la exposicién de la piel a luz solar ocurra sélo de manera intermitente.

Desde el punto de vista filogenético, los procesos de hidroxilacién hepdtica
tienen lugar en el periodo fetal y neonatal, y la eficacia de esta hidroxilacion se correlaciona
con la edad gestacional (13,14,15).

La conversion de vitamina D hacia 25(OH)D se altera en enfermedades
hepdticas colestdsicas 0 parenquimatosas severas, por reduccion de las reservas de 25-

hidroxilasa-vitamina D y por malabsorcién intestinal (16}.



Los pacientes con stndrome nefrGtico con una proteinuria mayor de 4 g/dia,
suelen presentar niveles reducidos de 25(OH)D, como consecuencia de la pérdida urinaria de
las proteinas ligadoras de vitamina D y de 25(OH)D, de un peso molecular similar al de la
albimina (17).

El 25(OH)D tiene actividad a concentraciones etevadas in vitro pero carece de
efectos bioldgicos in vivo a concentraciones fisiolégicas. Después de su formacidn en higado
el 25(OH)D se une a las proteinas transportadoras de vitamina D y es conducido hasta el
rifion donde sufre una hidroxilacidn estereoespecifica sobre C, y C,, (18). En la mayoria de
los mamiferos, el rifion desempedia un papel esencial en el metabolismo del 25(0OH)D y su
conversion hacia el metabolito biologicamente activo. Durante el embarazo la placenta juega
un papel importante en el mantenimiento de concentraciones adecuadas de 1,25-
dihidroxicalciferol (1,25(0H),D) (19).

La 25(OH)D-1q-hidroxilasa es una enpzima mitocondrial citocromo p450
dependiente. Para realizar esta hidroxilacidn necesita oxigeno molecular, que se incorpora en
el esteroide en posicion C, o C,,, y NADP reducido que puede obtenerse del succinato
mitocondrial o de la oxidacion de malato a isocitrato (20). Estudios realizados en
microsecciones de segmentos de nefronas confirman la presencia de dos formas diferentes de
la-hidroxilasa. Los enzimas del tubo contorneado proximal se activan por la hormona
paratiroidea a través del AMPc, los de la pars recta son estimulados por la calcitonina en un
proceso AMPc independiente; para algunos autores esto es importante durante la etapa fetal,
donde al estar suprimida la hormona paratiroidea, se necesitan otros mecanismos de

produccién de 1,25(0OH),D (21).



2.1 REGULACION DEL METABOLISMO DEL 25(OH)D

No se conoce con precision ¢l mecanismo por el que la hormona paratiroidea
influye sobre el metabolismo renal del 25(OH)D. La produccién renal de 1,25(0OH),D se
correlaciona con el efecto hipofosfatemizante de la hormona paratiroidea y probablemente,
con la concentracién intracelular de fosfato.

En estudios realizados en sujetos sanos, la restriccién de fosforo produce un
aumento de la concentracién de 1,25(0H),D un 80% por encima de los valores basales, y esto
se correlaciona con un aumento de la sintesis mds que con una disminucion del aclaramiento
(22). Estos datos sugieren que la regulacion del fosforo sérico es el factor mds importante
para estimular la actividad de la 1a-hidroxilasa.

Aungue se ha demostrado que la hipocalcemia estimula la 1 o-hidroxilasa renal,
parece que este efecto es secundario a la accion de la hormona paratiroidea (PTH) que
estimula la adenilciclasa del tubo contorneado proximal desencadenando toda la cascada que
conduce al aumento de la absorcion renal de calcio, secrecion tubular de fosfato y produccion
de 1,25(0OH),D (23).

La PTH es muy importante en la regulacion de la la-hidroxilasa renal, pero
en este proceso enzimdtico influyen otros factores (Figura 3). Durante el embarazo, la
lactancia y las fases de crecimiento esquelético rdpido, €l organismo se adapta al aumento de
las necesidades de calcic facilitando su absorcion intestinal, a través del aumento de la

produccién de 1,25(0H),D caracteristico de estas situaciones. Los estrégenos, la prolactina
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y la hormona de crecimiento aumentan la produccién renal de 1,25(0OH),D, de forma directa

e indirecta en modelos experimentales de animales in vivo e in vitro (24).

i1



2.2 METABOLISMO ALTERNATIVO DEL 25(0H)D Y 1,25(0H),D

El 24 25-dihidroxicalciferol (24,25(0OH),D) es un metabolito circulante del
25(OH)D que tiene una concentracién sérica de 0.5 a 5 ng/mL y es un buen reflejo de la
concentracion de 25(OH)D (12). Se produce fundamentalmente a nivel renal aungue hay otros
tejidos que poseen receptores nucleares para el 1,25(OH),D y enzimas para sintetizar este
metabolito (25). A concentraciones fisiolégicas, en estudios realizados en ratas anéfricas, se
ha demostrado que no auvmenta el transporte intestinal de calcio ni la movilizacién de calcio
Oseo (26).

El 24,25(0OH),D también sirve de sustrato a la 25(OH)D-1a-hidroxilasa renal,
y se transforma en !lo,24,25-trihidroxivitamina D. Aunque en cultivos celulares aumenta el
transporte de calcio, si bien con menor potencia que el 1,25(0OH),D, no se sabe si posee
alguna funcién fisiolégica en 12 homeostasis de este i6n (27).

En condiciones fisiologicas el 25(0OH)D se metaboliza en C,; para formar el
2358,26-dihidroxivitamina D, [25,26(0OH),D,]. La concentracidn sérica de este metabolito va
a reflejar también la situacién nutricional de 25(OH)D en el hombre. La hidroxilacion del
25(0H)D en C,, da lugar al 235,25-dihidroxivitamina D,, y este metabolito es precursor del
25-hidroxivitamina D,-23,26-factona.

Hasta este momento, se han identificado mds de 20 metabolitos de la vitamina
D, todos se originan a partir del 25(OH)D o 1,25(0H),D. La mayoria de los metabolitos son

productos de degradacion y sin actividad bioldgica significativa (28).
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3. FUNCITONES BIOLOGICAS DEL

1A ,25(0O0OH) D

Los estudios realizados en los dltimos afios, demuestran que la vitamina D
actia como una prohormona y el 1,25(OH),D como la verdadera hormona, que se vierte a
la sangre para alcanzar los érganos efectores, donde media las respuestas bioldgicas atribuidas
a la vitamina D. La respuesta biclégica mejor conocida de la vitamina D consiste en estimular
la absorcion intestinal de calcio.

La administracién de 1,25(0H),D, marcado radiactivamente permite comprobar
su localizacion, al cabo de cuatro horas, en el nicleo de las células del epitelio intestinal
después de haberse fijado a una fraccion proteica y soluble del citoplasma, denominada
receptor. Una vez que el 1,25(0OH),D, se encuentra unido a la cromatina, se detecta una
activacion de la sintesis de ARN y la produccién de una proteina transportadora de calcio
intracelular (CaBP). La cantidad formada de esta proteina es proporcional a la del
1,25(0OH),D, localizada en la mucosa intestinal, y se correlaciona con Ia actividad de 1a lo-
hidroxilasa renal y con el transporte intestinal de calcio mediado por la vitamina D. Existe
unanimidad en que las acciones celulares del 1,25(0OH),D se inician por interaccién de la
hormona con un receptor o proteina ligadora especifica (29). Los receptores son protefnas
intracelulares similares a las de las hormonas esteroideas. El receptor nuclear del 1,25(0H),D
descrito por Brumbaugh y Haussler (30) y por Kream y cols. (31), presenta alta afinidad y
alta selectividad para el 1,25(0OH),D en comparacién con otros esteroides y metabolitos de

la vitamina D (32).
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Tras la unidn de Ia hormona al receptor se produce una fosforilacién y aumenta
la afinidad del receptor para su unién al nicleo y al ADN (33). El complejo hormona-
receptor a nivel nuclear, va a regular la transcripcién de los ARN mensajeros especificos que
gobiernan la traslacion de las proteinas.

Como respuesta a la interaccion entre la hormona y el receptor se forman una
serie de proteinas; en el hueso 1a osteocalcina, y en el intestino la proteina ligadora de calcio
(CaBP) descubierta por Wasserman y Taylor (34).

Es posible que la unién del 1,25(0OH),D, al receptor citosélico controle los
efectos no mediados por el micleo, mientras que ia unién de la hormona con los receptores
nucleares controle 1os efectos que requieren transcripcion génica. La poblacion de receptores
citoplasmdticos puede representar a aquellos que previamente estuvieron unidos al nicleo, y
que ya estdn en proceso de catabolizacion (35).

A nivel intestinal, el 1,25(0H),D estimula el transporte de caicio y fosforo desde la
luz del intestino delgado hacia la circulacién (36). El aumento de resorcion 6sea producido
por el 1,25(0OH},D probablemente ocurra de forma sinérgica con la PTH. Los osteoclastos
maduros no poseen receptores para la hormona paratiroidea ni para el 1,25(OH),D. Sin
embargo, existen pruebas que sugieren que ambas hormonas aumentan la actividad de
resorcion osea estimulando las células precursoras osteocldsticas. Estas células precursoras si
poseen receptores para dichas hormonas, y al ser estimuladas, podrian transformarse en
osteoclastos maduros y/o interaccionar con los osteoclastos, los cuales liberarfan citoquinas
y aumentarian la actividad de las células maduras (37). La funcién del 1,25(OH),D sobre la
regulacion renal del calcio y fosforo no se conoce con precision.

La accién de la vitamina D junto con la PTH, va a ser fundamental para

mantener los niveles plasmdticos de calcio y fosforo y garantizar una adecuada mineralizacion

14



Osea. Esta funcidn va a ser tanto mds importante, cuanto mds rdpida sea la velocidad de
crecimiento y desarrollo del nifio, por o que su actuacion durante el primer aifio de la vida
adquiere capital importancia. La ya comentada elevada incidencia de raquitismo a principios
de siglo, influyé para que los investigadores de la época estudiasen el por qué de esta
enfermedad, asi como posibles formas de prevenirla, entre las que inclufa la medida de

suplementar la leche y otros alimentos con vitamina D.
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4. HORMONA PARATIROTIDEA

La PTH es un péptido de 84 aminodcidos que se sintetiza a partir de dos
precursores, la pre-pro-PTH, y la pro-PTH. La sintesis de la pre-pro-PTH en las gldndulas
paratiroides se realiza en los ribosomas, dentro de la matriz celular. Cuando la cadena
peptidica tiene una longitud de 20-30 aminodcidos, el N-amino terminal emerge del ribosoma
y contimia creciendo, uniéndose a la membrana del reticulo endopldsmico. La pre-pro-PTH
tiene 115 aminodcidos y una estructura similar a la pro-PTH, mds un péptido de 25
aminodcidos en el extremo amino terminal. Su vida media es corta, pierde los 25 aminodcidos
para formar la pro-PTH y se incorpora al aparato de Golgi. La pro-PTH es un péptido de 90
aminodcidos de estructura similar a la PTH, pero con 6 aminodcidos mds en el extremo NH,-
terminal. La funcion de la pro-PTH es transportar el péptido hasta el aparato de Golgi donde
se pierden los 6 aminodcidos del estremo NH,-terminal para formar la PTH, que se acumula
en grdnulos secretorios, quedando almacenada para su posterior secrecion. La existencia de
esta ruta de sintesis mediante divisiones de un gran precursor, indica que estas fases son
reguladas y sirven de control para modificar la sintesis de PTH en funcidn de las demandas,
y ademds condiciona a este peptido como hormona de exportacion, es decir, de utilizacién

fuera de su lugar de sintesis (38).

4.1 MECANISMO DE REGULACION

El calcio plasmdtico es el principal regulador de la sinteis y secrecion de PTH;
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mientras la hipocalcemia estimula la secrecion de PTH, la hipercalcemia la disminuye. La
relacion entre la concentracién de PTH y de calcio es de tipo sigmoide, de tal forma, que la
respuesta de la PTH se produce en unos limites estrechos de la concentracion sérica de calcio
(9-10 mg/dL), y cambios de calcemia por encima o por debajo de dichos limites apenas
modifican la respuesta de la PTH.

El magnesio también puede modificar la secrecién de PTH, y se ha

comprobado que la hipomagnesemia estimula Ia liberacién de PTH.

4.2 METABOLISMO

El péptido segregado por las paratiroides, a nivel hepdtico se divide en dos
fragmentos: ¢l NH,-terminal y el COOH-terminal. El fragmento NH,terminal, de 34
aminodcidos es el que tiene actividad bioldgica, pero su vida media es corta y su
concentracidn sérica es baja; sin embargo, el fragmento COOH-terminal, que es inactivo,
tiene una vida media larga, y representa €l 80% del material inmunorreactivo que indica la
tasa de secrecién de PTH (39).

Los drganos que intervienen en el metabolismo periférico de 1a PTH son el
higado y el riiién (40,41). El higado capta la PTH intacta, pero no los fragmentos, rompe la
molécula y libera fragmentos COOH-terminales a la circulacion. El filtrado glomerular parece
ser la unica via de eliminacion de fragmentos COOH-terminales; los fragmentos pequefios se
filtran mientras que los grandes se reabsorben. En insuficiencia renal crénica los fragmentos

COOHR-terminales se degradan en el reticulo endopldsmico.
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4.3 MECANISMO DE ACCION

La accion principal de la PTH es mantener la calcemia de forma directa o
indirecta, actuando en los dérganos diana: rifion, intestino y hueso. En el rifién, aumenta la
excrecion de fésforo, sodio, bicarbonato y aminoscidos, y disminuye la de calcio y magnesio.
Por otra parte, activa la 1a-hidroxilasa renal, facilitando el paso de 25(OH)D a 1,25(0OH),D.
En el intestino, su accién fundamental es promover la absorcion de calcio. A nivel Gseo,
inicialmente, facilita la liberacion de calcio al liquido extracelular, sin aumentar la de
hidroxiprolina, lo que indica que hay una liberacién del contenido mineral, pero no una
destruccion de la matriz dsea. Sin embargo, el aumento prolongado de PTH moviliza el
contenido mineral de la matriz Gsea, aumenta la liberacién de hidroxiprolina y estimula la
formacion de nuevos osteoclastos, produciendo a largo plazo un aumento de la funcion
osteobldstica (42). Por tanto, la PTH a nivel de! hueso tiene un doble efecto, dependiendo
de su concentracion y del tiempo que ejerce su actuacion.

Estudios realizados sobre receptores especificos de PTH en células dseas, han
demostrado que el osteoblasto es la principal célula diana de esta hormona, y que algin
producto resultante de esta accion podria actuar como mensajero local modificando la
actividad osteocldstica (43). Se desconoce si el activador es una prostaglandina, interleukina
1, leucotrieno o la propia osteocalcina.

Recientemente, se han descubierto una serie de Péptidos refacionados con la
PTH (PrPTH), que tienen similitudes estructurales y funcionales con la PTH, aunque sus
acciones no son totalmente conocidas (44). Se codifican por un gen localizado en el brazo
corto del cromosoma 12, en posicién homdloga a 1a del gen que codifica la PTH en el

cromosoma 11, que puede sintetizar 3 tipos de moléculas de 139, 141 y 173 aminodcidos.
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Existe un fuerte homologia en los primeros 34 aminodcidos del extremo NH,-
terminal de la PTH y de los PrPTH, lo que hace que tengan efectos similares y que
interaccionen con los mismos receptores. Estos PrPTH parecen ser 1a PTH fetal, que se
sintetizan en queratinocitos y paratiroides. Se sabe que en el hueso achian sobre los
osteoblastos, aumentando la resorcidn dsea. En la placenta van a facilitar el transporte de
calcio y magnesio al feto.

Las gldndulas paratiroides del feto secretan PrPTH a una concentracién
plasmdtica de caicio un 30% superior a la del adulto; presumiblemente, el feto tiene un dintel
mds alto que el adulto para la inhibicién por el calcio, y asi, los PrPTH se inhiben con
concentraciones de calcio superiores que la PTH. Por todo ello, el feto va a tener niveles
séricos de calcio superiores al adulto, posiblemente porque necesite mayor cantidad de calcio
para la formacién rdpida de hueso. No se conoce con exactitud el momento en el que deja
de sintetizarse los péptidos y comienza a sintetizarse PTH; tal vez ocurra cerca del parto.
Tampoco se conocen los factores humorales o neuronales que actuan en el cromosoma 12

para dejar de sintetizar PrPTH, y en el cromosoma 11 para comenzar a sintetizar PTH.
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5. OSTEOCAITLCINA

La osteocalcina, también conocida como BGP (Bone-Gla-Protein), es una
proteina no coldgena dsea, cuya sintesis y liberacion por los osteoblastos se estimula por el
1,25(0OH),D. Esti presente en la matriz 6sea, donde constituye el 10-20% de las proteinas no
coldgenas (43).

Sus acciones fisioldgicas atin no estdn bien etablecidas. Sus niveles plasmadticos
estdn aumentados en situaciones donde hay un elevado remodelamiento Gseo, siendo a la vez
marcador de formacidn y resorcién de hueso (46,47,48). Cuando se produce resorcién ésea
los osteoclastos liberan osteocalcina al suero y es aclarada por el rifin.

En el proceso de osteosintesis se libera a la sangre principalmente la molécula
completa de osteocalcina, mientras que en situaciones de resorcién désea se liberan sobre todo
fragmentos de esta proteina. La mayoria de los métodos utilizados en el laboratorio detectan
los fragmentos de osteocalcina, por lo que los resultados en general van a ser mejor reflejo
de resorcién que de sinteis 0sea. No obstante, la heterogeneidad de la osteocalcina circulante
sugiere que existe un metabolismo periférico que dificulta la interpretacion de los resultados

49).
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&. VITAMINA D EN EI. NINO:
SUPLEMENTOS VITAMINICOS,

RADITACTON SOL.AR, O AMBOS

En 1928, Hess y Lewis estudiaron 1a prdctica de suplementar 1a leche con
vitamina D para prevenir el raquitismo en los nifios (50). Posteriores trabajos trataron de
delimitar la dosis recomendable de estos suplementos vitaminicos (51,52). En 1966, Fomon
y cols. (53) realizaron un estudio en tres grupos de nifios utilizando dosis diarias de 300 Ul,
350 a 550 Ul y 1380 a 2170 Ul de vitamina D, y no hubo diferencias en el peso, la talla ni
la concentracion sérica de calcio.

En 1973, la Academia Nacional de las Ciencias de Alimentacién y Nutricion
de los Estados Unidos, establecié la dosis recomendada de vitamina D para prevenir el
raquitismo en 400 Ul/dia (54).

Numerosos trabajos han demostrado que la concentracion plasmética de
25(0OH)D varia con la estacion, alcanzdndose valores mds elevados en verano y mds bajos en
invierno (55,56,57,58); este patrén estd relacionado con la intensidad de la radiacién
ultravioleta B solar de 290 a 320 nm en regiones geogrdficas templadas, y es independiente
del aporte de vitamina D por la dieta (59,60).

También hay diferentes estudios en adultos, privados de exposicién a la luz
ultravioleta solar, que recibieron 2,5 pg (100 Ul)/dfa de vitamina D en la dieta, en los que
se observd una disminucion significativa de los niveles plasmdticos de 25(OH)D (61,62,63).

Las alteraciones del metabolismo Oseo, osteopenia y raquitismo, han sido bien

documentadas en el nifio pretérmino (64,65,66,67). Durante el dltimo trimestre de vida
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intrauterina se produce una rdpida mineralizacion dsea, aumentando de forma exponencial la
velocidad de aposicion Osea de 1a 24 a 1a 36 semana de gestacion. De la 34 a 1a 36 semana
gestacional se produce un aporte al feto, mediante transporte activo a través de la placenta,
de 120 a 150 mg/Kg/dia de calcio y 75 mg/Kg/dfa de f6sforo (68). También se ha observado
que los niftos pretérmino tienen una capacidad limitada para sintetizar 25(OH)D (69). En
estudios realizados en ratas se ha visto que la vitamina D y el 25(OH)D atraviesan tdcilmente
la placenta (70), comprobdndose que la concentracién sérica de 25(OH)D del recién nacido
se correlaciona intensamente con la de la madre (71,72). Estos datos sugieren que los
requerimientos fetales de 25(OH)D van a obtenerse directamente de los depdsitos maternos.
Puede comprenderse, que si se interrumpe bruscamente este aporte de minerales y vitaminas
al feto entre la 24 y la 36 semana de gestacion, se altere seriamente su mineralizacion Osea
definitiva,

No obstante, los suplementos minerales no han reducido la incidendencia de
raquitismo en el prematuro, por lo que se piensa que algin factor relacionado con la leche
materna pueda jugar un papel importante en el raquitismo del prematuro, o bien que los
suplementos minerales de calcio y fésforo tal y como son adminstrados no se retengan (73).

En estudios previos se ha comprobado que nifios de muy bajo peso al nacer
alimentados con lactancia materna (74,75,76) o con férmulas fortificadas con 400 UV/L de
vitamina D (77,78,79), pueden desarroliar osteopenia 0 ragquitismo.

Rowe J.C. y cols. (80) en un trabajo de recién nacidos pretérminos de muy
bajo peso al nacimiento alimentados con una férmula especial, con un contenido de 1350
mg/L de calcio y 700 mg/L de fosforo, consiguen pardmetros de mineralizacion Osea
adecuados, pero evidencian una elevada excrecion de calcio y una alta reabsorcidn tubular de

tosfato con niveles normales de fosfatasa alcalina. Este patrén también ha sido observado por
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otros autores (81,82).

Gross S.J. (83) en tres grupos de nifios pretérmino sanos, de muy bajo peso
al nacimiento, alimentados con lactancia materna exclusiva, con lactancia materna con
suplementos minerales y con férmula adaptada, no observg diferencias entre los tres grupos
en las concentraciones de calcio sérico en ningin momento del estudio; los niveles séricos de
fosforo fueron mayores en los nifios alimentados con férmula y en los que recibieron lactancia
materna suplementada, y a las 44 semanas de edad postconcepcional no hubo diferencias de
contenido mineral, medido en mimero, ni entre los tres grupos ni comparando con nifios
nacidos a término. Sin embargo otros autores mantienen que los suplementos de minerales
y vitamina D son necesarios para prevenir raquitismo y/¢ fracturas en el recién nacido
pretérmino (84,85,86).

La prdctica de suplementar rutinariamente con vitamina D a todos los nifios ha
sido muy debatida en las dos ultimas décadas (87,88,89,90,91,92,93), sobre todo a raiz de
casos publicados de raquitismo nutricional (94,95,96,97,98,99). Si bien es cierto que estos
nifios no recibieron suplementos de vitamina D, también lo es que existian otros factores que
podrian haber jugado un papel importante en la etiologia de dichos casos de raquitismo.
Ademds se da la circunstancia de que en muchos de estos casos confluian varios factores: bajo
nivel socioecondmico, dieta vegetariana estricta (95,97,98) y todos los nifios eran de raza
negra (97,98,99). Por otro lado, también fue referida una elevada incidencia de raquitismo
en inmigrantes de India y Paquistdn en el Reino Unido (100).

Basdndose ¢n el trabajo de Adams y cols. {101), en el que se determinan los
valores circulantes y vida media de vitamina D tras una exposicion corporal total de luz
ultravioleta que causa moderado eritema ( 1 DME : 33-36 mJ/cm’ ), diferentes autores han

estudiado la influencia del factor racial en la sfatesis de vitamina D en la piel por la accidn
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de la luz ultravioleta (102,103,104). En estos y otros trabajos se demuestra que los individuos
de raza negra y los procedentes de Asia del Sur (india, Pakistdn) no tienen disminuida la
capacidad de producir vitamina D, en Ia piel (105,106), pero requieren una dosis de radiacién
ultravioleta mayor, sobre todo los individuos de raza negra, para conseguir unos niveles
circulantes de vitamina D similares a los individuos de raza caucdsica y naturales de Asia del
Este (China, Japon) (18).

También es bien conocida la mayor incidencia de raquitismo en paises de
latitud norte, durante o inmediatamente despues del invierno que en primavera o verano. Se
ha demostrado en Boston (42° N), que durante los meses de Noviembre a Marzo la sintesis
de vitamina D, es minima (107).

Los alimentos que en condiciones naturales contienen mayores cantidades de
vitamina D son las grasas y aceites de pescado, huevos, higado y leche. La leche de vaca
aporta por término medio 40 UI/L de vitamina D (108), y la leche humana contiene de 15
a 80 UVL de vitamina D (109,110). Lakdawala y cols., pensaban que ¢l contenido de
vitamina D de la leche humana era suficiente para prevenir el raquitismo en los nifios
alimentados al pecho (111), aunque ellos sugerfan que habia mayor cantidad en forma de
sulfato de vitamina D hidrosoluble, y en estudios posteriores no se ha corroborado dicha
afirmacion (112,113). También se han visto factores raciales a este respecto, ya que madres
de raza blanca tienen mayor actividad de vitamina D en la leche que madres de raza negra
(114).

Se ha establecido que las necesidades diarias para prevenir una deficiencia de
vitamina D son de 100 a 400 Ul/dfa (115), por lo que parece dificil pensar que l1a leche pueda
proporcionar dichos requerimientos. En trabajos experimentales ha podido comprobarse, que

una breve exposicion al sol de la cara, brazos y manos puede ser equivalente a la ingestion
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de 200 UI de vitamina D, y una exposicidn corporal total que cause minimo eritema puede
elevar la concentracién plasmitica de 25(0OH) tanto como la ingestién prolongada de 10000
UV/dia de vitamina D (116). Sin embargo, es habitual que en las primeras semanas de vida
los lactantes no sean expuestos a {a luz solar, por lo que sus necesidades de vitamina D no
serfan cubiertas ni por la dieta ni por la radiacion ultravioleta, y dependerian de su depésito
de reserva previo al nacimiento, que como ya comentamos anteriormente estd estrechamente
correlacionado con el depésito materno (21). También en este sentido se han demostrado
diferencias raciales, pues se ha documentado que madres de raza blanca tienen unos niveles
de 25-Hidroxivitamina D y D,, y sus metabolitos, significativamente mayores que madres
de raza negra (117).

La mayor incidencia de raquitismo en inmigrantes asidticos en el Reino Unido
se ha relacionado ademds, con una ingesta importante de cereales en la dieta (118,119). En
estudios realizados en pollos (120) y en vacas {121), se ha visto que una dieta rica en cereales
disminuye los niveles de vitamina D; y se piensa que puede ser debido a una alteracién del
metabolismo hepdtico de la vitamina D, ya que se ha demostrado que el cereal de la dieta es
capaz de modificar la lipogénesis hepdtica (122).

Se ha publicado un caso de sobredosificacién crénica de vitamina D por mal
uso de un preparado polivitaminico (123). Recientemente, Jacobus y cols. (124) han
publicado 8 casos de hipervitaminosis D por fortificacion excesiva de la leche con vitamina
D. Holick y cols. (125) han analizado el contenido de vitamina D de diferentes formulas
maternizadas y han demostrado que todas las muestras analizadas contienen mayor cantidad
de vitamina D que la que indicaban las tablas de composicion.

A pesar de lo expuesto, hay autores que basdndose en que las dosis fisiolégicas

recomendadas no revisten riesgos de efectos secundarios y que no se han publicado casos de
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raquitismo en nifios que recibian suplementos de vitamina D, son partidarios de suplementar
rutinariamente a todos los nifios (126,127,128). Otros opinan que podria limitarse a
determinadas zonas geogrificas (129,130), o durante el invierno (131,72); y existe un tercer
grupo que piensa que la suplementacion rutinaria quizds no fuese necesaria, y que la forma
natural de obtener las necesidades de vitamina D sea a través de la exposicion a la luz solar

(132,133).
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OBJETIVOS

El propdsito de este trabajo es valorar €l metabolismo Gseo en la infancia
durante el primer afio de vida.

Pretendemos investigar la influencia de la alimentacién, viendo si existen
diferencias en el metababolismo Gseo entre nifios que reciben lactancia materna exclusiva,
nifios alimentados con lactancia materna que reciben suplementos de vitamina D, y nifios con
lactancia artificial. Y ello, en orden a considerar la conveniencia o no, de suplementar
sistemdticamente la alimentacion de los lactantes con vitamina D.

Igualmente, pretendemos estudiar la posible influencia estacional sobre este
metabolismo 6seo. Pensamos realizar la valoracion de la mineralizacién dsea, estudiando los
metabolitos de la vitamina D, tanto el 25(OH)D como el 1,25(OH),D, asi como, los
principales pardmetros bioguimicos que influyen en el equilibrio mineral; entre los que
incluiremos la concentracidn sérica de calcio idnico, calcio total, fosforo y fosfatasa alcalina,
excrecion urinaria de calcio y fésforo, y la concentracion sérica de hormona paratiroidea y
de osteocalcina.

Por iltimo, pretendemos conocer la resultante final de todos estos factores,

valorando la masa dsea en el conjunto de nifios estudiados.
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MATERIAL
Y METODOS



i POBLACITON ESTUDIADA

Para realizar este trabajo se hizo un seguimiento clfnico, bioquimico y
valoracion de masa Osea, a un grupo de nifios desde el nacimiento hasta los diez meses y
medio de vida. Los nifios fueron seleccionados al azar en la Maternidad del Hospital "12 de
Octubre”, entre hijos de madre sana, con embarazo controlado sin complicaciones y parto a
t€rmino, asf como con peso adecuado para la edad gestacional.

Se eligieron 100 nifios en dos momentos diferentes, informando adecuadamente
a los padres y obteniendo su consentimiento para llevar a cabo el estudio. Se confeccionaron
dos grupos: 40 ninos nacidos en el mes de Julio de 1989 (Grupo I), y 60 nifios nacidos en
el mes de Diciembre de 1989 (Grupo II). Atendiendo al tipo de alimentacién, y si percibian
0 no suplementos vitaminicos, se realizaron tres subgrupos: lactancia materna exclusiva,
lactancia materna con suplementos de vitamina D y férmula adaptada.

Se perdieron 25 nifios de la muestra inicial; uno presentd hepatitis connatal,
otro fue remitido a estudio por vomitos de repeticion, diez abandonaron el estudio, y trece
fueron descartados por no cumplir adecuadamente el seguimiento.

De los 75 restantes, 29 pertenecfan al Grupo 1 y 46 al Grupo 11. El grupo de
nifios nacidos en verano (Grupo 1) quedé compuesto de 7 nifios que recibieron lactancia
materna exclusiva, 7 que recibieron lactancia materna con suplementos de vitamina D y 15
que recibieron férmula adaptada. Y el grupo de nifios nacidos en invierno (Grupo II), de 12
nifios alimentados con lactancia materna exclusiva, 16 con lactancia materna con suplementos

de vitamina D y 18 con f6rmula adaptada.
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La lactancia materna se mantuvo, exceptuando casos aislados gue recibfan
alguna toma en el quinto y sexto mes, hasta el cuarto mes.

Se uttlizé una férmula maternizada que contiene 400 UI/L de vitamina D (ver
composicion en Tabla 1 y Tabla II).

A los cuatro meses se introdujeron cereales, dos tomas al dia, empledndose un
preparado de cereales sin gluten, que contiene 250 Ul de vitamina D por cada 100 g. de
producto (ver composicion en Tabla II1 y Tabla I'V). A los seis meses, se dieron cereales con
gluten (ver composicion en Tabla III y Tabla V) y se introdujeron alimentos sélidos mediante
un preparado comercial de 200 g cuya composicidn detallada puede verse en la Tabla V y
Tabla VI. A los ocho meses, se pasé a otro alimento preparado de 250 g (ver composicién
en Tabla VII y Tabla VHI).

Para los nifios que recibieron suplementos de vitamina D se empled un
complejo polivitaminico que contenia 41.67 pg de vitamina D /cm®, recomenddndose una
dosis de 400 UI de vitamina D al dia desde el mes de vida; a partir de los cuatro meses, la
dosis se redujo a 200 Ul/dia, suspendiéndose todo suplemento a los seis meses, una vez
iniciada la diversificacion.

Los nifios fueron examinados clinicamente a las tres semanas, mes y medio,
tres meses, cuatro meses y medio, seis meses, siete meses y medio, nueve meses y diez meses
y medio; siempre por el mismo explorador, valordndose el desarrolio somdtico (talla, peso
y perimetro craneal) mediante un tallimetro y bdscula de precision manuales (SECA) y una
cinta métrica inextensible. En cada visita, se comprobé que el crecimiento era adecuado
mediante una tabla de percentiles (134) y se efectué un examen fisico completo con especial
énfasis en la bisqueda de posibles signos de raquitismo.

A las tres semanas, tres, seis y nueve meses, se realizé también una extraccion
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de sangre para determinar calcio idnico y niveles séricos de 25(OH)D, 1,25(0H),D, hormona
paratiroidea, osteocalcina, fosfatasa alcalina, calcio, fésforo, creatinina y proteinas totales,
asi como una muestra de orina para determinar calcio, fosforo y creatinina.

A los diez meses se practicé una radiografia de la mano izquierda, centrada

en el segundo metacarpiano, para determinacién de masa dsea.
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Tabla I. Composicién de las férmulas adaptadas NIDINA 1y NIDINA 2

CONTENIDO EN VITAMINAS Y ELEMENTOS MINERALES (100 g polvo)

NIDINA 1 NIDINA 2 NIDINA 1 NIDINA 2
Vitamina 4 (U.I.) 1520 1430 Sodio {ng) 120 240
Vitamina D (U.I.) 300 290 Potasio {ng) 460 720
Vitamina E (mg) 6 6 Cloro (mg) 320 540
Vitamina K {ag) 42 39 Calcio (ng) 310 570
Vitanina ¢ (ug) 41 39 Fésforo (ng) 158 440
Vitamina B, (kgq) 300 300 Magnesio (mg) 33 52
Vitamina B, (4q) 700 600 Rierro (ng) 6 9
Vitamina PP (nq) 3,8 3,6 Yodo (pg) 26 24
Vitamina B, (4g) 400 400 Cobre (ug) 300 300
Ac. PFélico (ug) 46 43 zinc (mg} 3,8 3,6
Ac. Pantoténice (mg) 2,3 2,1 Hanganeso {39) 36 34
Vitamina B, (4g) 1,1 1,1 Ca/P 2,0 1,3
Biotina {ug) 11 11 K/¥a 3,3 3,0
Colina (ug) 38 36 Carga renal {(m0sm) 72 108
Inositol (ng) 23 21 Osmolaridad (mOsm) - -
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Tabla II. Composicién de las férmulas adaptadas NIDINA 1 y NIDINA 2

LIPIDOGRAMA {g/100 g dcidos grasos)

NIDINA 1 NIDINA 2 KIDINA 1 NIDINA 2

Ac. Butirico 2,4 2,4 | Ac. Estedrico 9,9 9,9
Ac, Capréico 0,8 0,8 | Ac. Palmitoleico 3,6 3,6
Ac. Caprilico 0,8 0,8 | Ac. Oleico 32,2 32,2
Ac, Cdprico 2,4 2,4 { Ac. Linoleico 13,2 13,2
AC. Ldurico 1,6 1,6 | Ac. Linolénico 1,1 1,1
Ac. Miristico 8,3 8,3 | Ac. Araquidonico 0,8 0,8
Ac. Palmitico 22,9 22,9

AMINOGRAMA (g/100 g polve)

NIDINA 1 NIDINA 2 NIDINA 1 NIDINA 2

Histidina 0,29 0,41 | valipa 0,69 1,02
Isoleucina 0,70 0,91 | Arginina 0,42 0,53
Leucina 1,25 1,49 | Alanina 0,42 0,52
Lisina 1,09 1,32 | Ac. Aspértico 1,22 1,21
Hetionina 0,25 0,39 | Ac. Glutdmico 2,47 3,51
Cistina 0,23 0,14 | Glicocola 0,21 0,30
Fenilalanina 0,42 0,74 | Prolina 0,83 1,76
Tirosina 0,44 0,71 | Serina 0,61 0,85
Treonina 0,64 0,67 | Taurina 0,04

Triptéfano 0,21 0,25
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Tabla III. Compesicitn de las papillas NESTLE KESTUM {cereales sin gluten) y NESTLE CRECIMIENTO

CONTENIDO EN VITAMINAS Y ELEMENTOS MINERALES (100 g producto)

NESTUM CRECIMIENTO NESTUM CRECIMIENTO
Vitamina A {U.1.) 700 700 | Magnesio {mg) 40 60
Vitamina D {U.1.) 250 250 | Imositol (mg) 10 10
Vitarina E {ug) 5 5 | Sedio (ng) 35 30
Vitamina € {mg) €5 65 | Potasio (mg) 150 "0
Vitanina B, (mg) 0,5 0,5 | Cloro (mg) 75 90
Vitamina B, (mg) 0,2 0,2 | Calcio {mg} 110 180
Vitamina PP (ug) 8 8 | Fésforo (mg) 90 160
Vitamina B, (mg) 0,2 0,2 | Bierro (mg) 18,9 18,5
Ac. Félico (pg) 19 19 1 Yodo {ug) 10 10
Ac. Pantoténico (mg) 0,5 0,5 | Cobre {pg) 400 350
Vitamina B,. (pg) 0,01 0,01 | Zinc {ng) 0,5 1
Biotina {ug) 37 37 | Manganeso {ug) 1000 1000
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Tabla IV, Composicién de las papillas de cereales NESTLE NESTUM (cereales sin gluten) y WESTLE

CRECIMIENTQ
COMPOSICION DE HIDRATOS DE CARBONO (¢/100 g producto)
]
NESTUM CRECIMIENTO NESTUM CRECIMIENTO
Glucosa 19,5 10,9 | Lactesa 0 0
Fructosa 0,2 0,2 | Dextrinomaltosa 30,4 20,1
Sacarosa 0,6 15,3 | Almidén 33,2 31,9
Maltosa 2,8 1,5 { Total H. de C. 86,7 79,9
AMINOGRAMA (ng/100 g producto)
NESTUH CRECIMIENTO RESTUM CRECIMIENTO
Histidina 160 260 | Triptéfano 50 140
Isoleucina 290 §70 | Valina 400 570
Leucina 580 910 | Arginina 530 730
Lisina 250 500 | Alapina 400 560
Metionina 150 180 { Ac. Aspdrtico 670 1070
Cistina 100 170 | Ac. Glutdmico 1350 2000
Fenilalanina 340 520 | Glicocola 300 450
Tirosina 220 380 | Prolina 330 610
Treonina 230 400 | Serina 320 540
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Tabla V. Composicién de los TARRITOS NESTLE "JUNIOR" (200 g)

VITAMINAS Y ELEMENTOS MINERALES (tarro)

Pollo con arroz Menestra de Menestra de Postre de 6 frutas
cordero verduras
Vitamina A (U.1.) 700 600 1000 300
Vitamina D (L.I.) 0 20 20 40
Vitarina E (ng) 0,4 0,4 0,6 0,8
Vitamina € (mg) 2 4 4 60
Vitamina B, (ng) 0,02 0,02 0,04 0,04
Vitamina B, (mg) 0,2 0,2 0,4 0,4
Vitamina PP (mg) 0,8 1,6 1 0,6
Vitamina B, (mg) 0,1 0,1 0,1 0,2
Pantotenatoe (ng) 0,4 0,2 0,3 0,1
Vitamina B,, (ug) 0,8 0,6 8,2 0,8
Sodio (mg) 215 245 215 6%
Potasio (ng) 160 210 300 300
Cloro (mg) 660 670 700 40
Calcio (mg) 180 40 40 20
Fésforo (mg) 120 70 400 30
Magnesio (mg) 20 20 20 20
tierro (mg) 0,6 0,8 0,6 1,4
Cobre (pg) 220 100 130 140
Zinc {mg) 1,2 0,4 0,8 0,4
Manganeso {kg) 120 80 150 240
Fluor {mg) 40 30 100 120
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Tabla VI. Composicitn de los TARRITOS NESTLE ™JUNICR™ {200 ¢)

AMINOGRAMA (mg/tarro)

Pollo con arroz

Menestra de

Menestra de

Postre de 6 frutas

cordero verduras
Histidina 120 160 80 50
Isoleucina 240 280 150 50
Leucina 400 440 260 90
Lisina 320 410 240 70
Hetionina 120 120 40 30
Cistina 60 60 30 20
Fenilalanina 220 240 170 60
Tirosina 180 200 100 40
Treonina 180 260 140 50
Triptéfano 60 80 50 20
Valina 280 300 180 70
Arginina 260 400 240 90
Alanina 180 340 170 80
Ac. Aspdrtico 420 540 450 210
Ac. Glutamico 820 900 530 230
Glicocola 200 300 140 70
Prolina 230 300 140 70
Serina 220 260 180 60
HIDRATOS DE CARBONO (g/tarro)
Pollo con arrez Henestra de Henestra de Postre de 6 frutas
cordero verduras
Glucosa 0,4 0,2 1 8
Fructosa 0,2 - 1 10
Sacarosa 0,4 - 2 28
Lactosa 0,3 - - -
Polisacdridos 12,5 13,4 16,2 6,8
Total H. de C. 13,8 13,6 20,2 52,8




Tabla VII. Composicion de los TARRITOS NESTLE "JUNIOR" (250 g)

VITAMINAS Y ELEMENTOS MINERALES (tarro)

-

Pollo con verduras Ternera a la Menestra de Postre de 6 frutas
y arroz jardinera cordero

Vitamina 4 (0.I.) 825 1250 750 380
Vitamina D {0.1.) 50 50 25 50
Vitamina E (mg) 1,3 1,3 0,5 1

Vitamina C (ng) 2,5 6,3 5 75
Vitamina B, (mg) 0,05 0,05 0,03 0,05
Vitamina B, {mng) 1,3 0,2 0,2 0,5
Vitamina PP (mg) 1,3 1,% 2 0,8
Vitamina B, (mg) 0,06 0,2 0,2 0,3
Pantotenato (umg) 1,3 0,3 0,3 0,2
Vitamina B,, (ug) 0,3 1,3 0,8 1

Sodio {mg) 300 320 305 80
Potasio (mqg) 300 300 265 375
Cloro (mg) 225 800 840 50
Calcio (mg) 7% 40 50 25
Fésforo (ng) 50 125 50 40
Hagnesic (ug) 20 25 25 25
Hierro (mg) 0,8 1 1 1,8
Cobre (ug) 100 100 125 175
Iinc (mg) 2,5 1,8 0,5 0,5
Manganeso (ug) 200 100 100 300
Tluor (mg) 75 40 40 150
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Tabla VIII. Composiciér de los TARRITOS KESTLE "JUNIOR" (250 g)

AMINOGRAMA (mg/tarro)

Pollo con verduras Ternera a la Henestra de Postre de 6 frutas
y arroz jardinera cordero
Histidina 200 250 200 60
Isoleucina 430 370 350 60
Leucina 650 620 550 110
Lisina 580 620 550 90
Metionina 190 200 150 40
Cistina 80 100 70 30
Fenilalanina 380 350 300 80
Tirosina 310 270 250 50
Treonina 330 350 320 60
Triptéfano 80 100 100 30
Valina 450 400 370 %0
Arginina 440 470 500 110
Alanina 310 420 420 100
Ac. Aspdrtico 750 720 670 260
Ac. Glutédnmico 1250 1250 1120 290
Glicocola 380 320 370 90
Prolina 400 350 370 90
Serina 350 320 320 80
HIDRAPOS DE CARBONO (g/tarro)
Pollo con verduras Ternera a la Henestra de Postre de 6 frutas
y arroz jardinera cordero
Glucosa 0,3 0,8 0,3 10
Fructosa 0,3 0,8 - 12,5
Sacarosa 0,5 - - 35
Lactesa 1,5 - - -
Polisacdridos 17,4 13,7 16,7 4,7
Total H. de C. 20 15,3 17 62,2




=2 . DETERMINACITON DE

HORMONA PARATIROIDEA

Se ha realizado mediante radioinmunoandlisis (135). La técnica se basa en la
reaccion antigeno-anticuerpo, en la que dos antigenos (el presente en los sueros problema y
el marcado), compiten por los lugares de unicn al anticuerpo.

Ag + Ag' + Ac = Ag-Ac + Ag'-Ac

En este método se utilizan dos anticuerpos, uno procedente de cabra dirigido
contra el fragmento 44-68 de la hormona paratiroidea (C-terminal/media molécula) y otro de
equino unido a polietilenglicol como precipitante (NICHOLS INSTITUTE DIAGNOSTICS.
San Juan Capistrano, CA 92675 U.S.A.) (136,137,138,139). Los resultados se expresan en

pg/mL.
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3. DETERMINACITON DE

OSTEOCAILCINA

La determinacién de osteocalcina sérica se ha realizado mediante un
radioinmunoandlisis en fase homogénea, que utiliza un doble anticuerpo (Osteocalcina
OSCAtest. HENNING BERLIN GMBH) (140,141,142,143,144).

En este andlisis, la osteocalcina presente en el suero compite con un andlogo
marcado radiactivamente, por los sitios de union de un anticuerpo especifico. El complejo
antigeno-anticuerpo se¢ separa de la fraccion libre de trazador, mediante una solucidn de
polietilenglicol y un segundo anticuerpo dirigido contra el primero. Después de eliminar el

sobrenadante se mide la radiactividad del precipitado. Los resultados se expresan en ng/mlL.
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4. METODO DE DETERMINACION DE

25 (OH)D

Se ha llevado a cabo mediante un ensayo de fijacién competitiva que emplea
una proteina ligadora de vitamina D obtenida de suero humano, que presenta una gran
afinidad para el 25(OH)D (NICHOLS INSTITUTE DIAGNOSTICS. San Juan Capistrano,
CA 92675 U.S.A.) (145,146,147,148).

En este método se realiza una extraccion previa mediante alcohol
(Etanol:Metanol:Isopropanol 90:5:5) que facilita la separacion del 25(OH)D de sustancias
interferentes en la determinacidn (149). A diferencia de otros métodos, no necesita de la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para la extraccion (150,151,152).

Mediante carbon activo recubierto con dextrano se consigue la separacion del
25(0OH)D tritiado unmido a la proteina ligadora del 25(OH)D libre, determinando la

radiactividad en el sobrenadante en ng/mL frente a una curva de calibracion.
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5. METODO DE DETERMINACION DE

1,25 (0OH).D

La determinacion de 1,25(OH),D se ha realizado mediante una técnica de unién
competitiva que utiliza una protefna ligadora obtenida de timo de ternera (NICHOLS
INSTITUTE DIAGNOSTICS. San Juan Capistrano, CA 92675 U.S.A.) (145,153,154).

La técnica consta de tres ctapas (Figura 4):

1. Extraccidn. Facilita la eliminacidon de proteinas y lipidos interferentes.

2. Purificacién. Mediante cartuchos de Sep-pak C, ., permite separar el
1,25(0OH),D del resto de metabolitos de la vitamina D.

3. Ensayo de \ﬁjacién. Basado en la union reversible y no covalente de un
ligando con una proteina de unidn especifica.

Ligando + Proteina de union = Ligando - proteina de union

Tras un periodo de incubacién de los estdndares de 1,25(0OH}),D no marcados
y las muestras con la proteina ligadora, se afiade el ligando marcado [’H-25,26-1,25(0OH),D].
La separacién del *H-25,26-1,25(0H),D fijado, y el libre, se realiza mediante carbdn
recubierto con dextrano y centrifugacion. La concentracién de 1,25(OH),D del suero se
determina por comparacion de las desintegraciones por minuto del suero del paciente, en
relacion a la curva estdndar. Los resultados se expresan en pg/mL de suero, después de hacer
las correcciones del factor de concentracién de la muestra y de la recuperacién obtenida a

través de la columna de cromatograffa.
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SUERO + ACETONITRILO '

Centrifugar

SOBRENADANTE l

CROMATOGRAFTA EN Ciy_on

AGUA ULTRAPURA

Eluido {desechar)

METANOL/AGUA (70:30) |

Eluido (desechar)

CLORURO MEFILENO/HEXANO (10:90) l

Eluido (desechar)

ISOPROPANOL/HEXANC {1:99) |

Eluido (desechar)

TSOPROPANOL /HEXANO (5:95) ‘

ELUIDO

1,25(0H),D + >H-25,26-1,25(0H),D + PROTEINA LIGADORA

Incubar

CARBON DEXTRANO

Centrifugar
CONTAR RADIACTIVIDAD

Fig, 4.- Método de determinacién de 1,25(0H).D
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Este método ticne la ventaja de precisar un volumen de muestra relativamente
pequeno (1mL), en comparacién con los métodos que utilizan la HPLC para el proceso de
purificacidn y/o cuantificacion del 1,25(OH),D (155,156). Por ello, Ia cuantificacidn de este
metabolito mediante protefnas ligadoras, puede ser un método idoneo para el estudio del
1,25(0OH),D en la poblacion infantil (145).

Las determinaciones de PTH, osteocalcina, 25(OH)D, 1,25(0OH),D, se
realizaron en el Laboratorio de Bioquimica. Seccién Hormonas (Dra. L. Larrodera). Hospital

"12 de Octubre".
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S . OTRAS DETERMINACIONES

ANATL.TTITCAS

La determinacion de creatinina, proteinas totales y actividad de fosfatasa
alcalina en plasma, y la creatinina en orina, se realizaron automdticameante en un anatizador
multicanal SMAC System (TECHNICON).

La concentracion de calcio y fésforo en plasma y orina se determiné en un
autoanalizador GENESIS 21 (IZASA).

La determinacién de calcio i6nico se realizé sobre una muestra de sangre total,
recogida en condiciones anaerdbicas, en un aparato de electrodo selectivo [CA2
(RADIOMETER).

Todas las determinaciones se efectuaron el mismo dia de la recogida de las

muestras, en el Laboratorio de Urgencias del Hospital "12 de Octubre”.
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7 e VALORACTON DE MASA OSEA

Para determinar la masa Osea, a los 10 meses de edad, utilizamos la
radiogrametria. En una radiografia de la mano centrada en el segundo metacarpiano, se mide
la longitud entre ambas epifisis y se halla el punto medio del metacarpiano. Mediante una
lupa milimetrada se mide la cortical, y se determina el didmetro diafisario externo (D), y el
didmetro diafisario interno (d), calculdndose posteriormente el indice de masa Osea del
metacarpiano. ( IMO = [ (D*- d) / D? 1) (157,158,159).

Se realizaron cuatro mediciones para cada didmetro, por el mismo examinador,
en cuatro dias diferentes, siendo D y d, la media resultante de las cuatro medidas efectuadas.

Se utiliz6 una lupa de siete aumentos, con una regla milimetrada adaptada

(Eschenbach Optik. Germany), con un poder de resolucidn de 1/10 mm (Figura 5)
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Fig. 5.- Lupa milimetrada de 7 aumentos (Eschenbach Optik)



8. METODO ESTADISTITCO

Para definir la muestra se utilizé la media y la desviacion tipica. La estimacién
de la poblacién a partir de la muestra se efectué mediante el error estdndar y posterior
correccion con la ¢ de Student. Para valorar la homogeneidad de las muestras se realizé el
Andlisis de la Varianza y posterior comparacion mediante la F de Snedecor. Los datos fueron
analizados con el programa estadistico RSIGMA BASE DE DATOS BIOESTADISTICA.

HORUS HARDWARE S.A., en un ordenador personal (Tandom 386™/25 MHz).
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RESULTADOS



a1 - DESARROLILO SOMATICO

No hubo diferencia de peso, talla o perfmetro craneal al nacimiento, entre el
grupo de mifios nacidos en verano y el grupo de nifios nacidos en invierno. (Tablas
IX, XI,XII)

La tasa de crecimiento de peso, talla y perimetro craneal también fue similar
en los nifios nacidos en verano (Grupo I) y en los nifios nacidos en invierno {(Grupo II)

(Tablas IX,X1,XIIl), y no se observaron diferencias respecto a la alimentacion (Tablas

X, XI1XIV).

Tabla IX.- Evolucidén del peso en los nifios nacidos en verano (Grupo I} y en los nifios nacidos em invierno
{Grupo II) (qr)

GRUPO I GRUPO 11
1=29 n=46 ANOVA

Recién nacido 3258 + 311 3296 + 328 NS
3 semanas 3906 + 347 3941 + 407 NS
1172 ges 1808 + 344 4852 t 448 S
3 meses 6144 + 552 6076 t 578 NS
41/7 seses 7135 + 709 7085 + 659 NS
6 meses 8002 t 865 7795 + 750 NS
71/2 peses 8726 + 956 8389 t 815 NS
9 meses 9328 + 1140 8979 + 808 §S
101/% meses 9849 + 1151 9533 t 835 NS
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Tabla X.- Evolucién del peso en los nifios con lactancia materna, lactancia materna con suplementos de
vitamina D y férmula adaptada (qr)

MATERNA MAT + D FORMULA
n=19 =23 1=33 ANOVA

Recién nacido 3352 £ 300 3288 + 307 3236 1 340 NS
3 semanas 3997 1 429 3974 + 348 3855 t 377 NS
112 pes 4877 + 441 1902 + 452 4764 + 357 NS
3 meses 6070 + 613 6107 £ 615 §118 + 515 NS
4112 neses 7093 + 743 069 + 713 7136 + 624 NS
6 weses 7906 + 912 7802 + 776 7907 t 762 NS
7Y% geses 8563 + 1143 8370 + 772 8598 + 793 NS
9 meses 9191 + 1234 8897 + 734 9220 + 920 NS

10172 weses 9675 + 1264 9451 + 753 9786 + 926 NS




Tabla XI.~ Evolucién de la talla en los nifios nacidos en verano (grupo I) y en los nifios nacidos en invierno

(Grupo II) (cm)

GRUPO I GRUPO 1T
= 29 n=46 AHOVA

Recién nacido 49,6 1,4 19,4 + 1,2 NS
3 semanas 52,9t 1,9 52,1t1,5 NS
1172 yes 56,3 * 1,5 55,8 £ 1,5 NS
3 meses 60,7 1,5 59,9 + 1,6 NS
1177 weges 63,9+ 1,4 63,8 1,6 NS
6 meses 67,1 21,6 67,1+ 1,8 NS
/2 peses 69,6 + 1,8 69,3 t 2 NS
9 xeses 72,1121 1,6 t2,1 NS
1042 woses 4,4 £ 2,2 73,7 2,1 ¥S

Tabla XII.- Evolucién de ia talla en los nifios con lactancia materna, lactancia materna con suplementos de

vitamina D y férmula adaptada (cm)

HATERNA MAT + D FORMULA
n=19 n=23 n=33 ANOVA

Recién nacido 49,4 7 0,9 49,4 + 1,3 49,3114 NS
3 semanas b2, 7t1,2 52,7t 1,7 52,2t1,8 NS
172 wes 56,2 t 0,9 56,2 t 1,8 55,8 + 1,5 NS
3 meses 60,1 + 1,4 0,418 60,1+ 1,6 ¥S
/7 yeses 63,7 £ 1,3 64,1+ 1,8 63,81 1,4 NS
& neses 67,3 ¢ 1,8 67,1 £ 2 67,1 £ 1,7 NS
/2 peses 69,4 + 1,9 69,5 + 2,1 69,5+ 1,8 NS
9 meses 71,5412 71,8t 2,3 72,1 %2 NS
104? seses 73,6 t 2 74,1 t 2,4 74,2 + 2 NS
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Tabla XIII.- Evolucidn del perimetro craneal en los nifios nacidos en verano (Grupo I) y en los nifios nacides
en invierno (Grupo II) (cm)

GRUPO 1 GRUPO II
n=29 n=46 ANOVA
Recién nacido 34,7+ 0,8 4,7 10,8 NS
3 semanas 36,511 36,71 0,8 NS
1172 yeses 38,6 1 6,8 18,7 £ 0,8 NS
3 meses 41,1+ 0,9 41,1+ 0,9 NS
4172 goses 42,74 0,9 42,7 + 0,9 NS
6 meses YRR 13,9 + 0,8 NS
72 peses 15,1 ¢ 1 44,9 0,8 NS
9 meses 45,9 0,9 45,71 0,8 NS
1072 neses 16,5 + 1 46,5 + 0,9 NS

Tabla XIV.- Evolucién del perimetro craneal en los nifios con lactancia materna, lactancia materna con

suplementos de vitamina D y férmula adaptada (cm)

MATERNA MAT + D FORMULA
n=1% n=23 n=33 ANOVA

Recién nacido 34,9 0,7 34,8 £ 0,8 34,5 0,8 NS
3 Semanas 36,8 + 0,6 36,8 + 0,8 36,4 + 1,1 NS
112 ges 38,7 £ 0,6 38,8 £ 0,8 38,5 + 0,9 NS
3 peses 40,8 £ 0,7 41,2 +0,8 41,1 =1 NS
£/2 geses 42,5 1 0,6 $8,1¢1 42,6 + 0,8 NS
6 meses 13,7 40,7 44,3 40,9 43,9 + 0,9 NS
7U/% peses 44,7 £ 0,8 15,3 +1 14,9 0,9 NS
9 meses 45,5 0,7 46,1 % 0,9 15,7 £ 0,9 NS
1042 weses 4,2 0,8 1,8 + 1 16,4 + 0,8 NS
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2. NIVEIL. SANGCGUINEO

DE CAT.CTO TONICO

A las 3 semanas, los nifios nacidos en verano (Grupo I) tuvieron unos niveles
sanguineos de calcio idnico inferiores a los nifios nacidos en invierno (Grupo II); sin
embargo, a los 9 meses, la concentracién de calcio idnico en sangre en el grupo de nifios
nacidos en verano, fue superior a la del grupo de nifios nacidos en invierno (p<0,01) (Tabla
XV).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
calcio i0nico en sangre, entre los nifios alimentados con lactancia materna exclusiva, los nifios
alimentados con lactancia materna con suplementos de vitamina D, y los nifios alimentados
con formula adaptada, a los 3, 6 y 9 meses; pero a las 3 semanas, los nifios que recibian
formula adaptada tuvieron unos niveles sanguineos de calcio idnico menores que los nifios que

recibian lactancia materna (Tabla XVI).
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Tabla XV.- Nivel sanquineo de calcio idnico en los nifios nacidos en verano (Grupo I) y en los nifies nacides
en invierno (GrupoIl) (mmol/L)

GRUPO I GRUPO II
n=29 n=46 ANOVA
3 semanas 1,28 + 0,05 1.31 + 0,04 p<0,01
3 weses 1,30 £ 0,02 1,30 £ 0,02 NS
6 meses 1,30 £ 0,04 1,30 £ 0,04 NS
9 meses 1,30 + 6,03 1,24 £ 0,03 p<0,01

Tabla XVI.- Nivel sanquineo de calcio iénico en los nifies con lactancia materna, lactancia materna con
suplementos de vitamina D y férmula adaptada (mmol/L)

MATERNA MAT + D FORHULA
n=19 _ n=23 n=33 ANOVA
3 semanas 1,31 + 0,03 1,31 £ 0,03 1,29 £ 0,04 1 p<o,01
3 meses 1,31 + 0,03 1,30 1 0,02 1,30 £ 0,02 NS
6 meses 1,29 + 0,04 1,29 + 0,03 1,32 40,04 NS
9 meses 1,25 + 0,04 1,25 + 0,05 1,28 + 0,04 NS
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3. CONCENTRACITON SERICA

DE CAT.CTO

Los niveles séricos de calcio fueron significativamente menores en el grupo de

nifios nacidos en verano, que en ¢l grupo de nifnos nacidos en invierno a las 3 semanas, 6

meses y 9 meses (p<0,01) (Tabla XVII).

En relacion con la alimentacion, no observamos diferencias signtficativas en

ninguno de los tres grupos (Tabla XVIII).

Tabla ¥VII.- Concentracién sérica de calcio en los nifios nacidos en verano (Grupo I} y en los nifies nacidos

en invierno {Grupo II) {(mmol/L)

GRUPO I GRUPO II
n=29 n=46 ANOVA
3 semanas 2,57 0,15 2,70 + 0,12 p<0,01
3 meses 2,55 1 0,07 2,57 £ 0,15 NS
6 meses 2,55 ¢ 0,12 2,72 £ 0,12 p<0,01
9 meses 2,57 10,12 2,70 £ 0,12 p<0,01
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Tabla XVIII.- Concentracién sérica de calcio en los nifios alimentados con lactancia materma, lactancia
materna con suplementos de vitamina D y férmula adaptada (mmol/L)

MATERKA MAT + D FORMULA
n=19 n=23 n=33 ANOVA
3 semanas 2,67 10,17 2,65 0,12 2,65 £ 0,17 N
3 meses 2,52 0,12 2,55 10,12 2,60 £ 0,15 NS
6 neses 2,67 10,15 2,70 £ 0,15 2,62 1 0,12 NS
9 neses 2,67 10,10 2,62 10,12 2,65 0,12 NS
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a4 . CONCENTRACTON SERICA

DE FOSFORO

A las 3 semanas, los niveles séricos de fosforo en los nifios nacidos en verano

(Grupo I) fueron superiores que los de los nifios nacidos en invierno (Grupo II) (p<0,01),

no observidndose diferencias significativas a los 3, 6 y 9 meses (Tabla XIX).

Respecto a la alimentacién, los nifios alimentados con lactancia materna

exclusiva, tuvieron una concentracion sérica de fésforo, menor que los nifios alimentados con

lactancia materna con suplementos de vitamina D y los nifios alimentados con férmula

adaptada a los 3 meses (<0,05), y a los 6 meses (p<0,01) (Tabla XX).

Tabla XIX.- Concentracidn sérica de fésforo en los nifios nacidos en verano {Grupo I) y en los nifios nacidos

en invierno {Grupo II) {mmeol/L)

GRUPO I GRUPO II
n=29 n=46 ANOVA
3 semanas 2,45 10,13 2,29 £ 0,13 p<0,01
3 meses 2,16 t 0,16 2,09 t 0,13 NS
6 meses 1,97 £ 0,13 1,97 £ 0,13 NS
9 meses 1,90 0,13 1,93 t 0,16 NS
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Tabla XX.- Concentracién sérica de fésforo en los nifios alimentados con lactancia materna, lactancia materna
con suplementos de vitamina D y férmula adaptada (mmol/L}

MATERNA MAT + D FORMULA

n=19 n=23 n=33 ANOVA
3 semanas 2,32 £ 0,19 2,35 £ 0,16 2,35 £ 0,10 NS
3 neses 2,00 + 0,16" 2,13 + 0,16 2,13 + 0,13 H peo,05
6 neses 1,9 t 0,13% 2,00 + 0,13} 2,00 + 0,10* ¥ pco,01
9 meses 1,9 £ 0,16 1,93 £ 0,13 1,93 0,13 NS
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5. CONCENTRACTON SERTCA DE

FOSFATASA AT.CAT.TNA

No hubo diferencias significativas en los niveles de fosfatasa alcalina, entre los
niftos nacidos en verano (Grupo I) y los niflos nacidos en invierno (Grupo II) (Tabla XX1).
La concentracion sérica de fosfatasa alcalina fue similar en los nifios
alimentados con lactancia materna exclusiva, los nifios alimentados con lactancia materna con

suplementos de vitamina D y los nifios alimentados con formula adaptada (Tabla XXII).

Tabla XXI.- Concentracién sérica de fosfatasa alcalina en los nifios nacidos en verano (Grupo I) y en los
nifles nacidos en invierno {Grupo IT) (U/L)

GRUPO I GRUPO II
=29 n=46 ANOVA
3 semanas 3B31+71 313 1 90 NS
3 meses 325 + 80 3517 NS
6 Eeses 312+ 70 2751 9 NS
9 meses 282 t 78 318 + §7 NS
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Tabla X¥II.- Concentracidn sérica de fosfatasa alcalina en los nifios alimentados con lactancia materna,
lactancia materna con suplementos de vitamina D y férmula adaptada (U/L)

MATERNA MAT + D FORMULA
n=19 n=23 n=33 ANOVA
3 semanas 323272 320 t 84 319 t 91 NS
3 meses 33318 299 £ 73 328t 75 NS
b Beses 279 114 273+ 9% 307 1 61 NS
9 meses 303 £ 109 312 ¢ 94 300 t 66 NS

La actividad enzimdtica de la fosfatasa alcalina en Ia poblacién total tiende a
disminuir de las 3 semanas a los 9 meses, objetivindose un descenso significativo de los 3

a los 6 meses (p <0,05) (Figura 6).
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Fig, 6.- Evolucién de la concentracién sérica de la fosfatasa alcalina en la poblacién total de las
3 semanas a los 9 meses

63



| S CATLCTO /CREATININA EN ORINA

El cociente calcio/creatinia en orina fue similar entre el grupo de nifios nacidos
en verano y el grupo de nifios nacidos en invierno (Tabla XXIII).
No hubo diferencias significativas en el cociente de caicio/creatinina en orina,

respecto a la alimentacion, en ninguno de los tres grupos (Tabla XX1V).

Tabla XXII.- Calcio/creatinina en orina en los nifios nacidos en verano (Grupo I) y en los nifies nacidos
en invierno (Grupo II)

GRUPO I GRUPO II
n=29 n=46 ANOVA
3 semanas 0,46 + 0,27 0,44 # 0,32 N3
3 meses 0,43 £ 0,26 0,48 + 0,28 NS
6 meses 0,31 £ 0,16 0,31 £ 0,21 NS
9 weses 0,15 0,11 0,11 + 0,08 NS
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Tabla XXIV.- Calcio/creatinina en orina en los nifios alimentados con lactancia materna, lactancia materna
con suplementos de vitamina D y férmula adaptada

MATERNA MAT + D FORMULA
n=19 n=23 n=33 ANOVA
3 semanas 0,40 + 0,34 0,40 * 0,31 0,51 £ 0,27 NS
3 meses 0,40 + 0,27 0,47 £ 0,27 0,49 t 0,29 NS
6 meses 0,30 + 0,18 0,33 t 0,23 0,30 + 0,17 NS
9 meses 0,12 £ 0,11 0,13 £ 0,07 0,13 t0,11 NS
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7 - FOSFORO /CREATININA EN ORINA

El cociente fosforo/creatinina en orina fue significativamente menor en los
nifios nacidos en mvierno (Grupo Ii) a las 3 semanas (p <0,01), 3 meses (p<0,01) y 6 meses
(p<0,01) (Tabla XXV).

Los nifios alimentados con lactancia materna exclusiva y los nifios alimentados
con lactancia materna con suplementos de vitamina D, tuvieron a las 3 semanas, un cociente
fdsforo/creatinina en orina menor que los nifios alimentados con formula adaptada (p<0,01)
{Tabla XXVI).

A los 3 meses, en los nifios alimentados con lactancia materna exclusiva, el
cociente fosforo/creatinina en orina fue inferior que en los que tomaban suplementos de
vitamina D y {6rmula adaptada (p <0,01); también observamos diferencias significativas entre
los alimentados con lactancia materna que recibian suplementos de vitamina D y los que
tomaban formula adaptada (p<0,01) (Tabla XXVI).

A los 6 meses, el cociente fésforo/creatinina en orina fue significativamente
menor en los nifios alimentados con lactancia materna exclusiva, que en los que recibian
lactancia materna mds suplementos de vitamina D y férmula adaptada (p<0,01) (Tabla

XXVI).
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Tabla XXV.- Fésforo/creatinina en orina en los nifios

invierno (Grupo II)

nacidos en verano (Grupo I) y en los nifios nacidos en

GRUPO I GROPO 11
n=29 n=46 ANOVA
1 semanas 1,08 £ 4,77 0,57 £ 0,56 p<0,01
3 meses 0,84 £ 0,67 0,48 £ 0,35 p<o,01
6 meses 0,47 £ 0,33 0,34 £ 0,18 p<0,01
9 geses 0,37 £ 0,15 0,38 £ 0,25 NS

Tabla XYVI.- Fésforo/creatinina en orina en los nifios alimentados con lactancia materna, lactancia materna

con suplemento de vitamina b y férmula adaptada

MATERNA MAT + D FORMULA
n=19 n=23 n=33 ANOVA
3 semanas 0,53 + 0,51* 0,53 + 0,511 1,10 + 0,73" Yp<o,01
3 meses 0,32 + 0,30" 0,53 + 0,67 0,88 + 0,42 *8p<0,01
6 meses 0,29 + 0,15 0,42 * 0,30° 0,42 ¢ 0,26 00,01
9 meses 0,42 ¢ 0,21 0,39 + 0,27 0,34 + 0,17 NS

En la poblacién global, la relacion fosforo/creatinina en orina disminuye

paulatinamente de las 3 semanas a los 9 meses, siendo significativo este descenso de los 3 a

los 6 meses (p<0,001) (Figura 7).
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Fig. 7.- Evolucién de la relacién fésforo/creatinina en orina en la poblacién total de las 3 semanas a los

9 meses

68



8 . CONCENTRACTION SERITCA DE

HORMONA PARATIROITIDEA

Los nifios nacidos en verano (Grupo 1), tuvieron una concentracion sérica de
hormona paratiroidea superior a la de los nifios nacidos en invierno (Grupo 1II), a las 3
semanas (p<{Q,01), y a los 6 meses (p<0,01) (Tabla XXVII).

La concentracion sérica de hormona paratiroidea a los 9 meses, fue menor en
los nifios alimentados con férmula adaptada que en los nifios alimentados con lactancia
materna exclusiva y en los nifios alimentados con lactancia materna con suplementos de
vitamina D (p<0,01); as{ mismo, dicha concentracién fue significativamente menor, en los
nifios que tomaban lactancia materna exclusiva, respecto a los nifios que tomaban lactancia

materna con suplementos de vitamina D (p <0,05) (Tabla XXVIII)
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Tabla XXVII.- Concentracidn sérica de hormona paratiroidea en los nifos nacidos en verano (Grupo I) y en
los nifios nacidos en invierno (Grupo II) (pg/ul)

GRUPO I GRUPO IT
n=29 n=46 ANOVA
3 Semanas 212,5 + 47,1 173,4 + 57,2 1<0,01
3 meses 163,6 * 32,3 177,31 39,3 NS
6 meses 181,8 * 47,7 156,7 + 25,1 p<0,01
9 meses 152,9 * 36,5 147,5 + 41,3 NS

Tabla XXVIII.- Concentracidn sérica de hormona paratiroidea en los nifios alimentados con lactancia materna,

lactancia materna con suplementos de vitamina D y foérmula adaptada (pg/uL)

MATERNA MAT + D FORHULA
n=19 n=23 =33 ANOVA
3 semanas 175,8 + 48,9 202,4 + 75,3 186,5 + 43,1 §S
3 weses 184,8 + 47,1 168,6 + 35,3 167,1 + 30,9 NS
6 meses 154,2 + 27,6 171,5 t 33,3 170,2 * 44,1 NS
9 meses 154,2 + 39,1% 164,4 + 38,9% 137,4 £ 36,90 0,05 tpeo, 01

Los niveles séricos de PTH en el total de la poblacion estudiada, disminuyen

progresivamente de las 3 semanas a los 9 meses; siendo significativo este descenso entre las

3 semanas y los 3 meses (p<0,05) y entre los 6 y 9 meses de vida (p<0,01) (Figura 8).
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Fig. 8.~ Evolucién de la concentracién sérica de hormona paratiroidea en la poblacién total de las 3 semanas
a los 9 meses
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o . CONCENTRACTON SERITICA DR

OSTEOCAILCINA

Observamos diferencias significativas a las 3 semanas y a los 9 meses
(p<0,01) entre el Grupo I y el Grupo II (Tabla XXIX).

Dependiendo del tipo de alimentacion hubo diferencias significativas entre los
nifios alimentados con lactancia materna exclusiva respecto a los que recibieron lactancia

materna mds suplementos de vitamina D y los alimentados con férmula adaptada (p <0,01)

(Tabla XXX).

Tabla XXIX.- Niveles séricos de osteocalcina en los nifios nacidos en verano {(Grupo I} y los nifios nacidos
en invierno (Grupo II)(ng/uL)

GRUPO I GRUPG II
n=29 n=46 ANOVA
3 selanas 15,4 £ 4,6 23,8 £ 11,3 p<0,01
3 meses 28,6 * 12,8 33,4 15,8 NS
6 meses 28,819 28,1189 NS
9 neses 26,6 11,2 20,2194 p<o,01
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Tabla XXX.- Niveles séricos de osteocalcina en los nifios alimentados con lactancia materma, lactancia
materna con suplementos de vitamina D y férmula adaptada {ng/mlL)

HATERNA AT + D FORMULA
n=19 1=23 =33 ANOVA
3 semanas 20,1 3,6 21,3 + 14,2 20,6 £ 9,7 NS
3 eses 38,8 + 20,48 30,2 + 14,4 28,4 1 9,50 %<0,01
6 meses 28,1 t 10,3 27,3 £ 8,4 29,4 £ 8,4 NS
9 weses 22,2 10,4 19,6 + 8,8 24,9 + 11,4 ¥S

La concentracion sérica de osteocalcina en la poblacién global estudiada,

muestra un incremento significativo de las 3 semanas a los 3 meses (p <0,001), asi como un

descenso, también significativo, de los 6 a los 9 mese de edad (p<0,001) (Figura 9).
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Fig. 9.- Evolucién de la concentracién sérica de osteocalcina en la poblacion total de las 3 semanas a los

9 meses
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120 . CONCENTRACITON SERICA DE

25 (OH)D

La concentracion sérica de 25(OH)D a las 3 semanas fue significativamente
mayor en 10s nifios nacidos en verano (Grupo I) que en los nifios nacidos en invierno (Grupo
) (p<0,01); sin embargo, a los 6 y 9 meses los niveles séricos de 25(OH)D de los ninos
del Grupo I, fueron menores que los de los mifios del Grupo II (p<0,01). No hubo
diferencias significativas a los 3 meses (Tabla XXXI).

A las 3 semanas, los nifios alimentados con lactancia materna exclusiva y los
alimentados con lactancia materna mds suplementos de vitamina D, tuvieron una
concentracién sérica de 25(OH)D menor que los nifios alimentados con férmula adaptada
(p<0,01) (Tabla XXXII).

A los 3 meses, los niveles séricos de 25(OH)D de los nifios con lactancia
materna exclusiva, fueron inferiores que los de los nifios con lactancia materna mads
suplementos de vitamina D y férmula adaptada (p <0,01); sin embargo a los 6 y 9 meses no

observamos diferencias significativas (Tabla XXXII).
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Tabla XXXI.- Niveles séricos de 25(0H)D en los nifios nacidos en verano (Grupo I) y en los nifios nacidos en

invierno (Grupo II)

GRUPO I GRUPO II
=29 n=46 ANOVA
3 semanas 30,2 £ 11,5 17,1t 8.0 p<0,01
3 meses 33,9 £ 11 32,2 + 10,4 NS
6 weses 32,8 1 10,1 52,8 16,3 p<0,01
9 meses 33,2+t 10,1 49,4 1 13,8 p<0,01

Tabla X¥XII.- Niveles séricos de 25(0H)D en los nifis alimentados con lactancia materna, lactancia materna
mds suplementos de vitamina D y férmula adaptada

MATERNA MAT + D FORMULA

n=19 n=23 n=33 ANOVA
3 semanas 17,3 t 8,6 17,5 + 9,18 2,5 t 12,44 0,01
1 weses 24,9 + 8,9 36,4 + 11,7* 35,0 + 10,0 #p<o,01
6 meses 10,3 £ 16,7 19,0 £ 17,1 15,2 + 17,3 NS
9 meses 17,7+ 14,3 11,0 + 13,0 42,0 + 15,9 NS

En el grupo de nifios nacidos en invierno, encontramos un incremento

significativo de la concentracién sérica de 25(OH)D de las 3 semanas a los 3 meses

(p<0,001), y de los 3 meses a los 6 meses (p<0,001); no hubo diferencias de los 6 a los

9 meses. Por el contrario, los nifios nacidos en verano, tuvieron unos niveles séricos de

25(OH)D similares en todas las determinciones (Figura 10)
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Fig. 10.- Evolucién de la concentracidén sérica de 25(0H)D en los nifios nacidos en verano (Grupo I} y en los
nifios nacidos en invierno (Grupo IT)
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aa . CONCENTRACTION SERICA DE

1,25 (0OH).D

No hubo diferencias significativas en los niveles séricos de 1,25(0OH),D a las
3 semanas, ni a los 3 meses, entre los nifios nacidos en verano (Grupo 1) y los nifios nacidos
en 1nvierno (Grupo Ii); sin embargo a los 6 y 9 meses, los nifios del Grupo Il tuvieron
niveles séricos de 1,25(0OH),D mayores que los del Grupo 1 (p<0,01) (Tabla XXXIII).

La concentracidn sérica de 1,25(0H),D a las 3 semanas, 3 meses, 6 meses y
9 meses fue similar en los nifios con lactancia materna exclusiva, lactancia materna con

suplementos de vitamina D y formula adaptada (Tabla XXXIV).

Tabla XXXITI.- Niveles séricos de 1,25(CR),D en los nifios nacidos en verano {Grupo I) y en los nifios nacidos
en invierno {(Grupo II)

GRUPO I GRUPO IT
n=29 n=44 ANOVA
3 sesanas 43,3 £ 17,5 43,0 + 14,8 s
3 meses 58,6 + 10,8 61,8 £ 14,2 N
6 meses 58,4 1 15,4 72,2 £ 16,8 pe0,01
9 meses 54,5 + 10,9 79,4 £ 15,6 p<o,01
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Tabla XXXIV.- Niveles séricos de 1,25(0H),D en los nifies alimentados con lactancia materna, lactancia
materna mds suplementos de vitamina D y férmula adaptada

MATERNA AT + D FORMULA
n=19 =23 n=33 ANOVA
3 semanas 42,1 16,4 41,8 £ 15,8 44,6 15,7 NS
3 meses 56,0 + 14,7 62,4 £ 14,0 61,9 * 16,0 NS
6 Heses 64,8 £ 17,8 69,4 1 16,2 66,3 + 18,6 NS
9 meses 75,2 £ 17,3 68,9 * 17,6 67,3 + 19,6 NS

Hemos observado un incremento significativo de los niveles séricos de
1,25(0OH),D, en los nifios nacidos en invierno (Grupo II), de las 3 semanas a los 3 meses
(p<0,001), de los 3 a los 6 meses (p<0,001), y de los 6 a los 9 meses (p<0,001); sin
embargo en el grupo de nifios nacidos en verano sélo hubo diferencias estadisticamente
significativas de las 3 semanas a los 3 meses, manteniéndose estable la concentracion sérica

de 1,25(0H),D de los 3 a los 9 meses. (Figura 11).
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Fig. 11.- Niveles séricos de 1,25(0H),D en los nifios nacidos en verano {Grupo I) y en los nifios nacidos en
invierno (Grupo II)
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12. MASA OSEA

No hubo diferencias de masa dsea entre los nifios nacidos en verano (Grupo

I) y los nacidos en invierno (Grupo IT) (Tabla XXXV), ni tampoco entre los nifios

alimentados con lactancia materna exclusiva, los nifios alimentados con lactancia materna con

suplementos de vitamina D y los nifios alimentados con férmula adaptada (Tabla XXXVI).

Tabla XXXV.- Indice de masa dsea en los nifios nacidos en verano (Grupo I) y en los nifios nacidos en invierno

(Grupo II) [IMO = (D* - d%) / D* ]

GRUPO 1 GRUPO II ANOVA
n=29 n=46
0,448 t 0,062 0,450 + 0,057 NS

Tabla XXXVI.- Indice de masa dsea en los nifios alimentados con lactancia materna exclusiva, lactancia
materna con suplementos de vitamina D y férmula adaptada [INO = (D* - 4%} / D* ]

MAT HAT + D FORMULA ANOVA
n=19 n=23 n=33
0,441 £ 0,048 0,449 + 0,049 0,453 £ 0,070 NS
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DISCUSION



. DESARROILILO SOMATICO

Al igual que en otros trabajos publicados al respecto (88,90), no hemos visto
diferencias en la evolucion del peso, la talla o el perimetro craneal entre los nifios alimentados
con lactancia materna exclusiva, lactancia materna con suplementos de vitamina D y {6rmula
adaptada (Tablas X, X1I, XIV), ni tampoco respecto a la estacion en que nacieron dichos

nifios {Tablas IX, X1, XII).



2 . NIVEIL SANGUINEO DE

CAI.CTO TONICO

Aunque en otros trabajos no se han demostrado diferencias estacionales en la
concentracion de calcio ionico (89,160), nosotros hemos observado, que los nifios nacidos en
invierno (Grupo I1), tienen unos niveles séricos de calcio idnico a las 3 semanas de edad, mds
altos que los nifios nacidos en verano (Grupo I) (p <0,01) (Tabla XV). Estos niveles podrian
estar en relacidn con la concentracion de calcio total que presentan ambos grupos (Tabla
XVID).

Tambien hemos visto, que a los 9 meses, los nifios nacidos en invierno tienen
unos niveles séricos menores que los nifios nacidos en verano (p<0,01) (Tabla XV).
Pensamos que este descenso de la concentracion sérica de calcio ionico, podria ser una
respuesta al aumento mantenido de la concentracion de calcio total que presentan los nifos
del Grupo II (Tabla XVII), en relacion con la elevacion progresiva de los niveles de
1,25(0OH),D (Figura 11).

Ademds, si observamos la Tabla XXIX, podemos ver como los nifios nacidos
en invierno (Grupo 1), a los 9 meses de edad tienen unos niveles séricos de osteocalcina
menores que los nifios nacidos en verano (Grupo I) (p <0,01), lo que estarfa indicando que
estos nifios del Grupo Il tienen una menor remodelacién dsea y apoyaria el hecho
anteriormente comentado.

En relacidn con la alimentacidn, hemos visto que a las 3 semanas de vida, los
nifios con formula adaptada tienen una concentracién sérica de calcio idnico menor que los
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nifios con lactancia materna (Tabla XVI). Este hallazgo corrobora la observacién de otros
autores (161), que piensan que este hecho podria ser un factor desencadenante de

hipocalcemia neonatal tardfa.
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3 . CONCENTRACION SERICA

DE CAT.CTO

En otros trabajos no se refieren diferencias con la estacion ni con la
alimentacion en la concentracidon sérica de calcio (130,162), nosotros tampoco hemos
observado diferencias respecto a la alimentacion, pero si estacionales.

Los nifos nacidos en invierno (Grupo 11), a las 3 semanas de vida, tienen unos
niveles séricos de calcio significativamente mds altos que los nifios nacidos en verano (Grupo
I) (p<0,01), que se correlaciona con que tambien presentan una concentracion sérica de
fosforo mads baja (Tabla XIX).

Pensamos que la diferente concentracién sérica de calcio obervada a las 3
semanas entre los nifios del Grupo Iy los nifios del Grupo II (Tabla XVII), pudiera estar
relacionada, como comentaremos posteriormente, con la presencia plasmdtica de Péptidos
relacionados con la PTH (PrPTH) en los nifios nacidos en invierno.

En cambio, el incremento de la concentracion sérica de calcio en Ios nifios
nacidos en invierno, respecto a los nifios nacidos en verano, a los 6 y 9 meses de vida
(p<0,01), creemos que podria deberse a los mayores niveles séricos de [,25(0OH),D que

presentan los nifios del Grupo IT a estas edades (Tabla XXIII).
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a . CONCENTRACTON SERICA

DE FOSFORO

Al igual que otros autores (160), hemos observado que los niftos alimentados
con formula adaptada, y con lactancia materna que reciben suplementos de vitamina D,
mantienen una concentracion sérica de fésforo mds alta que los nifios alimentados con
lactancia materna exclusiva a los 3 y 6 meses de vida (Tabla XX).

Tambien hemos encontrado otra diferencia, y es que los nifios nacidos en
invierno (Grupo II}, a las 3 semanas de vida, tienen unos niveles plasmadticos de fésforo
significativamente mds bajos que los nifios nacidos en verano (Grupo I) {(p <0,01) (Tabla
XIX).

Pensamos que esta "hipofosforemia relativa”, desplazaria la relacion 25(OH)D
- 1,25(0OH),D, estimulando la 1¢-hidroxilasa renal, cuya actividad aumenta cuanto mds baja
sea la concentracion sérica de fasforo, consiguiendo que los nifios nacidos en invierno, a las
3 semanas de vida, mantengan unos niveles séricos de 1,25(0QH),D similares a los nifios

nacidos en verano.
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5. CONCENTRACTON SERICA DE

FOSTFATASA ATL.CAT.TNA

No hemos observado diferencias significativas en los niveles séricos de
fosfatasa alcalina, respecto a la estacion en que nacieron los nifios, ni en relacién con la
alimentacion (Tablas XXI, XXII), hecho que concuerda con la opinién de otros autores
(89,162).

Valorando la concentracién sérica de fosfatasa alcalina de todo el grupo
estudiado (Figura 6), podemos ver como ésta va disminuyendo de las 3 semanas a los 9 meses
de vida, siendo significativo este descenso de los 3 meses a 1os 6 meses. Este hecho sugeriria,

que los nifios no se encontraron evolutivamente en situacion de ostopenia bioquimica.
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S . CAT.CTO /CREATININA EN ORINA

No hemos encontrado diferencias significativas en la excrecion de calcio por
la orina, entre los niftos con lactancia materna exclusiva, lactancia materna con suplementos
de vitamina D y férmula adaptada, ni tampoco respecto a la estacion (Tablas XXIII, XXIV).

Sin embargo, Hillman y cols. refieren que los nifios con lactancia materna con
suplementos de vitamina D tienen una mayor excrecion urinaria de calcio que los nifios con

férmula adaptada, que la atribuyen a la mejor absorcidn del calcio de la leche materna (162).
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7 - FOSFORO /CREATININA EN ORINA

Hemos observado que los niftos nacidos en invierno (Grupo IT) tienen una
eliminacion de fdsforo por orina menor que los nifios nacidos en verano (Grupo I).

No podemos comparar nuestros resultados cun otros trabajos de la literatura,
ya que no hemos encontrado ningin estudio que haya realizado grupos estacionales para
valorar la excrecion de fosforo en orina. Sin embargo, creemos que esta menor excrecion de
fosforo, podria estar relacionada con que los nifios de! Grupo 11, tienen una concentracién
sérica de PTH menor que los nifios del Grupo I globalmente (Tabla XX VII), y por tanto una
mayor reabsorcicn de fosfatos a nivel del fibulo proximal.

Por otro fado, al igual que otros autores (162), hemos visto que los nifios
alimentados con férmula adaptada, tienen una excrecion de fésforo por la orina mayor que
los nifios con lactancia materna (Tabla XXVI), que estd relacionado en parte, con los niveles
séricos de fosforo que presentan los tres grupos de alimentacion (Tabla XX). Los nifios que
tienen una mayor concentracion sérica de fésforo, son los que tienen una excrecion del mismo

mads alta.
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8. CONCENTRACTON SERICA DE

HORMONA PARATIROIDEA

Aunque en otros trabajos no han observado cambios en la concentracién de
PTH (89,160,162), nosotros hemos encontrado diferencias estacionales y en relacion con la
alimentacion.

Creemos que el descenso de los niveles de PTH observado en los nifios nacidos
en invierno (Grupo II), respecto a los nifios nacidos en verano {Grupo [), a las 3 semanas y
6 meses de vida (Tabla XXVII), podria estar relacionado con una mayor y prolongada
presencia plasmadtica de Péptidos relacionados con la PTH (PrPTH). Se ha visto que estos
PrPTH requieren niveles séricos de calcio mds altos para ser frenados, por lo que se
desprende que su misién principal pudiera ser mantener una calcemia mds alta, y
secundariamente podrian originar un descenso de los niveles plasmdticos de PTH, ya que
como es conocido la elevacion de la concentracion sérica de calcio disminuye la liberacion
de PTH.

No obstente, esta interpretacion no es mds que una hipdtesis tedrica, ya que
la técnica empleada en nuestro estudio para determinar la PTH no permite medir estos
PrPTH, pero valorando nuestros resultados, puede verse que los nifios de Grupo II a las 3
semanas y 6 meses tienen unos niveles plasmdticos de PTH mds bajos (Tabla XXVII), y de
calcio sérico mds altos (Tabla XXVII), que los nifios del Grupo 1. Esta hipétesis, nos
ayudaria a entender por qu€ este grupo de nifios nacidos en invierno, que tienen unas reservas
menores de vitamina D, son capaces de mantener unos mniveles séricos de 1,25(0H),D

similares a los nifios nacidos en verano. La presencia de estos PrPTH permitirfa "aprovechar®
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mejor estas menores reservas, ya que como hemos comentado anteriormente, producirian una
sobrelevacion de los niveles séricos de calcio y secundariamente originarian una dismincién
del fosforo sérico para mantener constante el producto iénico. Este descenso de la
concentracion sérica de fdosforo estimularia la 1a-hidroxilasa renal con lo que aumentaria ia
concentracidn plasmitica de 1,25(OH),D.

LLos nifos que recibieron férmula adaptada han mantenido fosfaturias mds altas
que los nifios alimentados con lactancia materna a las 3 semanas y a los 3 meses (Tabla
XXVI), pero manteniendo una concentracion sérica de fosforo similar a los alimentados con
lactancia materna con suplementos de vitamina D, lo que sugiere que han recibido un mayor
aporte de fosforo. A los 6 meses, cuando se han introducido alimentos sélidos, la excrecién
de fosforo en los nifios con lactancia materna suplementados con vitamina D y los nifios con
formula adaptada, se igualan. Pensamos que el descenso de ta PTH a los 9 meses, en los
nifios alimentados con férmula adaptada respecto a los alimentados con lactancia materna
exclusiva y con suplementos de vitamina D (Tabla XXVIII), podria ser una respuesta
"excesiva" a la disminucion del aporte de fdsforo, como si estos nifios hubieran pasado a
encontrarse en una situacion de "hipofosforemia” transitoria. Al disminuir la PTH, que inhibe
la reabsorcion de fosforo en el nibulo proximal, aumentaria la concentracion de sérica
tfosforo.

Por otro lado, al observar la concentracidn sérica de PTH globalmente (Figura
8), vemos que dicha concentracién disminuye progresivamente de las 3 semanas a los 9

meses, de forma similar a lo que ocurre con la excrecién de fosforo por la orina (Figura 7).
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> S CONCENTRACTON SERICA

DE OSTEFOCAITL.CINA

Los niveles séricos de osteocalcina van a ser reflejo por un lado de la sintesis
Gsea por los osteobalstos, y por otro de la resorcion dsea. Cuando aumenta la sintesis dsea
por los osteoblastos, 1a osteocalcina es liberada a la sangre fundamentalmente como molécula
intacta, mientras que cuando aumenta la resorcion ésea, lo que se libera a la sangre son sobre
todo fragmentos de osteocalcina.

L.a metodologia utilizada por nosotros no permite diferenciar molécula intacta
de fragmentos de osteocalcina, por lo que los niveles determinados van a ser el resultado
giobal de la remodelacion dsea que se haya producido, si bien van a ser mejor reflejo de
resorcion que de sintesis dsea, ya que con la técnica utilizada en nuestro trabajo medimos
principalmente fragmentos de osteocalcina.

No podemos comparar nuestros resultados con otros trabajos publicados, ya
que no han utilizado este marcador de metabolismo dseo; sin embargo, las diferencias
observadas en la concentracion sérica de osteocalcina, creemos que apoyan la influencia
estacional y de la alimentacién que estamos discutiendo en nuestro estudio.

Pensamos que la diferencia observada a las 3 semanas de vida entre los nifios
nacidos en invierno (Grupo 1) y los nacidos en verano {(Grupo I} (Tabla XXIX), es el reflgjo
del incremento de remodelacion Gsea que presentan los nifios del Grupo 1 para mantener unos
niveles de calcio sérico mds elevados que los nifios del grupo I (p<0,01) (Tabla XVII).

Como discutiremos mds adelante, en los nifios nacidos en invierno, se produce
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un aumento progresivo de la concentracidn de 25(OH)D, probablemente como respuesta a las
menores reservas que estos presentan al nacimiento en relacién con los nifios nacitdos en
verano. En estos nifios del Grupo II, se observa un incremento significativo en la
concentracion de 25(OH)D de las 3 semanas a los 3 meses (p<0,01), y de los 3 a los 6
meses de vida (p <0,01), estabilizdndose a los 9 meses (Figura 10). Este hecho podria estar
indicdndonos, que a partir de los 6 meses tal vez se hubiese llegado a una situacion de
estabilizacion de las reservas de vitamina D, con lo que disminuirfa la remodelacidn dsea, y
por tanto, la liberacion de osteocalcina. Esta hipdtesis nos llevaria a pensar, que los nifios
nacidos en invierno, han estado sometidos a una mayor remodelacion dsea de las 3 semanas
a los 6 meses de vida que los nifios nacidos en verano, 1o que se confirma con sus niveles
plasmadticos de osteocalcina, ya que globalmente son mds altos en este periodo (Tabla XXIX),
y pudiera ser que una vez que se han "estabilizado las reservas”, hubiese un descenso
significativo de remodelacion dsea. Esta circunstancia permitiria explicar por qué los nifios
que nacieron en invierno (Grupo II), a los 9 meses de vida, tienen unos niveles séricos de
osteocalcina menores que los nifios que nacieron en verano (Grupo 1) (p<0,01) (Tabla
XXIX).

Respecto a la alimentacién hemos objetivado que los nifios con lactancia
materna exclusiva, tienen unos niveles séricos de osteocalcina significativamente mayores que
los nifios con lactancia materna mds suplementos de vitamina D y los nifios con férmula
adaptada. Esta observacion guarda relacion inversa con la concentracién de 25(OH)D, ya que
este grupo de nifios alimentados con lactancia materna exclusiva, tiene unos niveles séricos
de 25(0OH)D significativamente menores (p<0,01), que los otros dos grupos a los 3 meses
de vida (Tabla XXXII), y podria indicarnos que en estos nifios hay un aumento de

remodelacidn Gsea para mantener los niveles plasmdticos adecuados de calcio y fésforo.
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Por otro lado, las diferencias observadas en el total de 1a muestra estudiada,
guardan relacion con el periodo de mdximo crecimiento de los nifios, entre los 0 y los 6
meses, en el que se produce un amumento del 100% de la masa corporal. Como vemos en
la Figura 9, los niveles de osteocalcina aumentan significativamente de las 3 semanas a los
3 meses (p<0,001), se mantienen estables hasta los 6 meses de vida, y disminuyen

significativamente de los 6 a los 9 meses (p <0,001).
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10. CONCENTRACTON SERICA

DE 25 (0OH)D

Los niveles séricos de 25(OH)D se han mantenido dentro del rango considerado
normal en el adulto, en todos los nifios y en todas las determinaciones (143), excepto en
algunos nifios nacidos durante el invierno en la determinacion de las 3 semanas.

Respecto a la estacién hemos encontrado claras diferencias. L.a concentracion
sérica de 25(OH)D observada durante la época estival ha sido mayor que la observada durante
¢l invierno.

Asi, a las 3 semanas de vida, los nifios nacidos en verano (Grupo I), presentan
niveles de 25(OH)D significativamente mayores que los nifios nacidos en invierno (Grupo 1)
(p <0,01). Esta concentracion sérica de 25(OH)D a las 3 semanas no sélo nos indica las
diferentes reservas de vitamina D de los nifios que nacen en verano y en invierno, sino que
por su proximidad al nacimiento, también van a ser un reflejo de los niveles séricos y los
depdsitos de vitamina D de sus madres. Como ellas no recibieron suplementos de vitamina
D durante el embarazo, la diferencia observada en la concentracion de 25(OH)D a las 3
semanas seria reflejo dnica y exclusivamente de la diferente exposicién materna a la luz solar.

A medida que los nifios crecen, naturalmente van cambiando de estacion, de
modo que a los 6 meses de edad, los nifios que nacieron en verano (Grupo 1), se encuentran
en invierno, mientras que los nacidos en invierno {Grupo 1I), viven en verano. Asi pues,
respecto a la estacion, la situacion de los grupos se ha invertido, y por ello los nifios del

Grupo I tienen unos niveles séricos de 25(OH)D significativamente mds bajos que los del
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Grupo H {p<0,01). Estos datos son concordantes con la opinién generalizada de que los
niveles séricos de 25(OH)D siguen un claro patron estacional, objetivdndose niveles mds altos
en verano y mds bajos en invierno (163,164,165,166).

Por otra parte, en nuestra serie llama la atencién el comportamiento diferente,
a lo largo del estudio, que sigue la evolucién de la concentracién de 25(OH)D segiin la
estactén de nacimiento (Figura 10), similar a lo observado por Lichtenstein y cols. (167). De
este modo, podemos ver, que mientras la concentracidn sérica de 25(OH)D de los nifios
nacidos en verano (Grupo I) se mantiene estable de las 3 semanas a los 9 meses, en los nifios
que nacieron en invierno (Grupo II) se produce un incremento significativo de las 3 semanas
a los 3 meses (p <0,001) y de los 3 a los 6 meses (p <0,001) estabilizdndose de los 6 a los
9 meses. Creemos que este incremento en la concentracion de 25(OH)D podria estar
relacionado con una mayor actividad de la 25-hidroxilasa-vitamina D hepdtica. En efecto, se
ha visto, que la eficacia de esta enzima es mayor cuando las reservas de vitamina D estin
depleccionadas (168,169), y ésta precisamente, podria ser la situacion en que se encuentran
los nifios nacidos durante el invierno (Grupo II). Por otra parte, también se ha comprobado
que su actividad va disminuyendo a medida que se incrementan los suplementos de sustrato,
colecalciferol o ergocalciferol (20,170,171), lo que explicaria la estabilizacién de la
concentracién sérica de 25(OH)D de los 6 a los 9 meses. Estos datos son corroborados con
estudios experimentales, donde se ha observado que el homogenado hepdtico de animales
deficientes de vitamina D presenta actividad de 25-hidroxilasa-vitamina D hepdtica, no
apareciendo dicha actividad en homogenado hepdtico de animales con niveles séricos normales
de vitamina D (172).

Otro aspecto que llama la atencion | es la evolucidn tan estable de los niveles

séricos de 25(OH)D en los nifios nacidos durante el verano (Grupo I), y que no desciendan
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al Hegar el invierno, como seria de esperar. Pensamos que este hecho quizds no ha ocurrido,
por que cuando dichos nifios llegan al periodo invernal han estado recibiendo aportes
extraordinarios de vitamina D, bien con la férmula adaptada, bien con los suplementos de
vitamina D del complejo polivitaminico o con la alimentacién complementaria.

Las diferencias observadas segiin la alimentacion de los nifios, a las 3 semanas
y 3 meses, son concordantes con los resultados de otros trabajos (87,88,89,90).

A las 3 semanas, {os nifios que han estado recibiendo férmula adaptada desde
el nacimiento, tienen ya unos niveles séricos de 25(OH)D mds altos que el total de nifios que
han recibido lactancia materna (7 <0,01), ya que los suplementos no se recomendaron hasta
pasada esta primera visita a las 3 semanas de vida. A los 3 meses, tanto los alimentados con
lactancia materna suplementados con 400 Ul/dia de vitamina D, como los alimentados con
férmula adaptada, tuvieron una concentracién de 25(OH)D significativamente mds alta que
los nifios con lactancia materna exclusiva (p<0,01). Sin embargo, después de la
diversificacién, en que ya se han introducido pequefias cantidades de vitamina D en la leche
y cereales para preparacién de las papillas, los niveles séricos de 25(OH)D se igualan en los
3 grupos de alimentacién y no existen diferencias significativas (Tabla XXXIi).

El hecho de que los nifios que no reciben suplementos de vitamina D presenten
unos niveles séricos de 25(OH)D menores que los que si los reciben, a pesar de que
mantengan un desarrollo somdtico y niveles plasmdticos de calcio , fésforo y fosfatasa
alcalina, asi{ como niveles séricos de 1,25(0OH),D similares a los nifios que reciben
suplementos vitaminicos, ha suscitado una gran plolémica en torno a la prdctica de
suplementar rutinariamente a todos los nifios que reciben lactancia materna exclusiva.

Asi, Greer y cols. en 1981 (89), basdndose en esta circunstancia, y en que el

grupo de nifios con lactancia materna exclusiva estudiado por elios también presentaba una
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menor densidad dsea, propusieron que debia realizarse suplementacion habitual a todos los
nifios con lactancia materna. No obstante, este mismo grupo de autores, en 1989, ha realizado
un estudio similar en el que siguen observando diferencias en la concentracién de 25(OH)D
respecto al tipo de alimentacion, aunque no demuestran diferencias de mineralizacion osea,
y concluyen que quizds los suplementos rutinarios no sean necesarios (160).

Sobre este punto, también es de destacar un trabajo realizado por Buffenstein
y cols. en Crypromys damarensis, que es una especie de rata estrictamente subterrdnea, en
el que investigan ios efectos de la suplementacién con vitamina D, (173). En este estudio
disefian 3 grupos; uno que no recibe suplementos de vitamina D,, otro que recibe dosis
fisioldgicas y otro que recibe dosis suprafisioldgicas, y encuentran que el grupo que no ha
recibido suplementos de vitamina D,, efectivamente, presenta unos niveles indetectables de
25(0OH)D, significativamente menores que el grupo gue si los recibe. No obstante, estas ratas
que reciben dosis fisiologicas de vitamina D, aumenta su ingesta de alimentos 1,8 veces
respecto a las que no reciben suplementos, y sin embargo no se observan diferencias de masa
corporal, lo que sugiere que el aumento de aporte energético es desaprovechado en procesos
catabolicos. Por otro lado, el grupo que recibe dosis suprafisioldgicas, desarrolia
hipercalcemia, aumento de la concentracién de creatinina y un marcado incremento de los

niveles de fosfatasa alcalina.
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11 CONCENTRACTON SERITITCA DE

1,25 (O0H). D

En todos los nifios y en todas las determinaciones, los niveles séricos de
1,25(0OH),D han permanecido dentro o por encima de los limites considerados como normates
en el adutto (145,174,175,176).

Al igual que otros autores (160) no hemos observado diferencias significativas
entre los nifios que tomaron lactancia materna y los que tomaron formula adaptada, ni entre
los que recibieron suplementos de vitamina D respecto a los que no los recibieron. Sin
embargo Hillman LS y cols. encuentran que a los 6 meses, un grupo de nifios alimentados
con formula maternizada fortificada con vitamina D, tiene unos niveles séricos de
1,25(OH),D significativamente mayores que otro grupo de nifios alimentados con lactancia
materna que recibian un aporte suplementario de 400 Ul de vitamina D at dia (162). Ellos
piensan que esta diferencia estarfa relacionada con la excelente absorcién intestinal del calcio
que contiene la leche humana, gue condicionarfa que estos nifios con lactancia materna
tuviesen unas necesidades menores de 1,25(OH),D para mantener los niveles séricos de
calcio.

En términos generales se considera que los niveles séricos de 1,25(0OH),D no
van a modificarse con la estacionalidad (18). Sin embargo, Lichtenstein y cols. (167) han
encontrado una disminucién significativa de la concentracidn sérica de 1,25(OH),D en un
grupo de nifios en verano respecto a un grupo de nifios en invierno. Dichos autores piensan
que este descenso podria considerarse un mecanismo de adaptacion del organismo para

prevenirse de una posible intoxicacién de vitamina D, al tener los niveles de 25(OH)D mds
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elevados durante el verano. No obstante, en su misma serie encuentran que los nifios
alimentados con formula adaptada tienen una concentracion sérica de 25(0OH)D y 1,25(0OH),D
mads aita que los nifios alimentados con lactancia materna sin suplementos de vitamina D.

Nosotros no hemos observado diferencias estacionales significativas en la
concentracion sérica de 1,25(0H),D a las 3 semanas de vida. Sin embargo, a los 6 y 9 meses
de edad los niveles séricos de 1,25(0H),D son significativamente superiores en los nifios del
Grupo II que en tos del Grupo I (p<0,01), lo que a nuestro entender no estaria indicando
una diferencia estacional, sino un comportamiento o adaptacion diferente de los nifios nacidos
en invierno respecto a los nacidos en verano.

En nuestra serie liama la atencion la distinta evolucién de los niveles séricos
de 1,25(0OH),D entre los nifios nacidos en verano y los nifios nacidos en invierno (Figura 11},
similar a la observada por otros autores (167). En ambos grupos se observa un incremento
significativo de la concentracién de 1,25(OH),D de las 3 semanas a los 3 meses de edad
(p<0,001). Pensamos que dicho incremento, podria estar relacionado con el aumento de las
necesidades de calcio y fésforo, para mantener una adecuada mineralizacién Osea en esta edad
de rdpido crecimiento. No obstante, mientras en el Grupo I los niveles séricos de 1,25(0OH),D
se estabilizan a partir de los 3 meses, en el Grupo II se poduce un incremento significativo
de dichos niveles de los 3 a los 9 meses (p <0,001). Creemos que este incremento mantenido
de la concentracion sérica de 1,25(OH),D enr los nifios nacidos en invierno, podria deberse
a la estimulacion crénica de la lo-hidroxilasa-vitamina D renal, como seguidamente
COMENtamos.

Los nifios nacidos durante el invierno (Grupo II) presentaron unos niveles de
25(OH)D a las 3 semanas significativamente mds bajos que los nifios nacidos en verano

(Grupo 1), 10 que nos indicaria que la reserva de vitamina D de los nifios del Grupo Il seria
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menor. Se ha visto que en sujetos deficientes 0 con escasas reservas de vitamina D, se
produce una elevacidn significativa y mantenida de la concentracion sérica de 1,25(OH),D,
tanto por estimulacion por luz ultravioleta como por la ingesta de pequefias dosis orales de
vitamina D, y se piensa que este incremento de la concentracion sérica de 1,25(OH),D podrfa
ser debido a un hiperparatiroidismo secundario que produciria una estimulacion mantenida

de la lo-hidroxilasa-vitamina D renal (101).
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12. MASA OSEA

Los resultados de 1a valoracion de mineralizacién ésea, en nifios alimentados
con lactancia materna exclusiva y nifios gue reciben suplementos de vitamina D con la dieta,
son contradictorios en la literatura; ya que hay trabajos que demuestran que nifios alimentados
con lactancia materna exclusiva tienen menor masa ¢sea, que nifios alimentados con lactancia
materna con suplementos de vitamina D ¢ férmula adaptada (89), mientras que en otros
trabajos no se observan diferencias significativas (88,160).

Nosotros no hemos observado diferencias de masa Gsea entre los nifios
alimentados con lactancia materna exclusiva, lactancia materna con suplementos de vitamina

D ni férmula adaptada.
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CONCLUSIONES



CONCIL,LUSTONES

Al estudiar el metabolismo y mineralizacion Osea en la infancia durante el
primer afio de vida, y valorada la influencia estacional, de la alimentacién y de los

suplementos de vitamina D, hemos legado a las siguientes conclusiones:

1.- La concentracion de calcio sérico es significativamente mds alta en los nifios nacidos
durante el invierno, desde las 3 semanas a los 9 meses de vida, no existiendo diferencias
respecto al tipo de alimentacion ni al suplemento de vitamina D. Posiblemente ello sea debido

a la especial situacion metabdlica que presentan estos nifios.

2.- Hemos encontrado influencia tanto estacional como de la alimentacion sobre la
concentracion sérica de fasforo. Respecto a la estacion, los nifios que nacen en invierno tienen
unos niveles séricos de fésforo mds bajos. En cuanto a la alimentacidn, los nifios que reciben
lactancia materna con suplementos de vitamina D y los que reciben formula adaptada tienen,
alos 3 y 6 meses de edad, una concentracion sérica de fosforo significativamente mds alta

que los nifios con lactancia materna exclusiva.

3.- También hemos encontrado influencia estacional y de la alimentacidn en la excrecion

urinaria de fésforo. De forma, gue los nifios que nacen en verano, mantienen upa fosfaturia
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significativamente mds alta que los nifios nacidos en invierno, de las 3 semanas a los 6 meses
de vida. Por otro lado, los nifios alimentados con lactancia materna con suplementos de
vitamina D y, sobre todo, los nifios alimentados con formula adaptada, tienen una mayor
excrecion de fosforo por orina que los nifios alimentados con lactancia materna exclusiva.
Ello ocurre durante los primeros 6 meses de vida, cuando la leche es el inico o principal

alimento de los lactantes.

4.- Los niveles séricos de PTH de los nifios nacidos en invierno son significativamente
menores que los de los nifios nacidos en verano, a las 3 semanas y 6 meses de edad.
Igualmente son mds bajos en los nifios alimentados con férmula adaptada, que en los nifios
alimentdos con lactancia materna exclusiva y lactancia materna con suplementos de vitamina

D, a los 9 meses de vida.

5. Los nifios alimentados con lactancia materna exclusiva tienen, a los 3 meses de edad, una
concentracién sérica de osteocalcina significativamente mayor que los alimentados con

lactancia materna con suplementos de vitamina D y los que recibian férmula adaptada.

6.- La concentracién sérica de 25(OH)D demuestra una clara influencia estacional; de tal
forma, que tanto los nifios nacidos en verano, como los nacidos en invierno, tienen durante

los meses de estio unos niveles séricos de 25(OH)D significativamente mds altos.

7.- La evolucién en el tiempo de la concentracion sérica de 25(OH)D en los dos grupos
estacionales es completamente diferente. Mientras en los nifios ¢ue nacen en verano se

mantiene estable de fas 3 semanas a los 9 meses, en los nifios que nacen en invierno aumenta
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progresivamente de las 3 semanas a los 6 meses y se estabiliza a los 9 meses.

8.- Los nifios que reciben aportes extraordinarios de vitamina D, ya sea con la férmula
adaptada o como suplementacion de la lactancia materna tienen, a las 3 semanas y 3 meses,
una concentracion sérica de 25(OH)D significativamente mds alta gue los nifios con lactancia

materna exclusiva.

9.- No hay claras diferencias estacionales en los niveles de 1,25(0OH),D. Sin embargo, al
igual que ocurre con la concentracidn sérica de 25(0OH)D, la evolucion en el tiempo de los
niveles séricos de 1,25(0H),D difiere entre los nifios que nacieron en verano y los gue
nacieron en invierno. Asf, la concentracion sérica de 1,25(OH),D de los nifios nacidos en
verano, aumenta de las 3 semanas a los 3 meses y posteriormente se mantiene estable hasta
los 9 meses de edad, mientras que en los nifios nacidos en invierno auments progresivamente

desde las 3 semanas a los 9 meses de vida.
10.- No hemos observado diferencias de masa dsea a os 10 meses de edad, entre los nifios
alimentados con lactancia materna exclusiva, con lactancia materna suplementada con

vitamina D, y con los alimentados con formula adaptada.

11.- En vista de todo lo anterior, nos parece que no estd justificado, en nuestro medio,

recomendar suplementos sistemdticos de vitamina D a todos los lactantes.
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