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En la regulacion del fosforo participan factores hormonales que actian a nivel
intestinal, renal y 6seo, como la paratohormona, la vitamina D y el factor de
crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23), que se ha propuesto como el principal
regulador de la concentracion sanguinea de fésforo, pero cuyo papel en el
metabolismo mineral neonatal y del prematuro no esta establecido, al igual que
la influencia de la inmadurez del tabulo renal. En el presente trabajo se analiza,
en una muestra de 25 grandes prematuros, la regulacion de la homeostasis del
fosforo a través del estudio de los reguladores hormonales, de funcion tubular
renal y de las variables bioquimicas de remodelado 6seo, y su relacion con la
enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad, la cual, a pesar de los avances
en los cuidados neonatales, continua siendo una importante causa de morbilidad

en los prematuros extremos.
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Hormonal factors such as paratohormone, vitamin D and fibroblast growth factor
23 (FGF23), acting at the intestinal, renal and bone levels, participate in the
regulation of phosphorus metabolism. FGF23 has been proposed as the main
regulator of blood phosphate, but its role in neonatal and premature mineral
metabolism is not well established, same as the influence of renal tubular
maturity. In the present study, performed in a sample of 25 very preterm infants,
phosphorus regulation is analyzed through the study of hormonal regulators,
renal tubular function and biochemical variables of bone homeostasis, and their
relationship with metabolic bone disease of prematurity, which, despite latest
advances in neonatal care, continues to be an important cause of morbidity in

extremely preterm newborns.
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1.1. Metabolismo del fosforo

El fésforo es un elemento esencial en numerosas funciones del organismo.
Participa en la formacién de las cadenas de &cido desoxirribonucleico (ADN) y
ribonucleico (ARN), es decir, en la estructura genética del organismo. Ademas,
desempefia un papel fundamental en el almacenamiento de energia en forma de
trifosfato de adenosina (ATP), que es la principal fuente de energia utilizada por

las células.

El fosforo también forma parte de la estructura de las membranas celulares,
donde desempefia un papel importante en la sefializacion celular y la activacion
de enzimas. Estas enzimas utilizan la transferencia de grupos fosfato para llevar

a cabo diversas funciones metabdlicas.

Otro aspecto crucial en el que el fésforo juega un papel destacado es en la
mineralizacion 6sea y el desarrollo esquelético. El fésforo es uno de los
componentes principales del tejido 6seo, junto con el calcio. Ayuda en la
formacion y fortaleza de los huesos y dientes, siendo esencial para el crecimiento

y mantenimiento adecuado del esqueleto.

En resumen, el fésforo desempefia multiples funciones en el organismo, desde
la participacion en la estructura genética y el almacenamiento de energia, hasta
la formacion de membranas celulares, la sefializacion celular y la mineralizaciéon
0sea. Su presencia y equilibrio adecuado son esenciales para el correcto

funcionamiento y desarrollo del organismo.

El fésforo supone aproximadamente el 0,6% del peso corporal al nacimiento, y
en torno al 1% en el individuo adulto!. La mayor parte, el 85%, se encuentra
formando parte del esqueleto éseo y los dientes, mientras que el 15% restante
se encuentra en los fluidos corporales y tejidos blandos?. En plasma, el fésforo
se encuentra predominantemente en forma de fosfato organico (fosfolipidos y
esteres de fosfato), y una pequefia parte en forma de fosfato inorganico, que es

la forma medible en la practica clinica habitual®*.
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El fésforo de la dieta se absorbe en el intestino delgado, principalmente en
duodeno y yeyuno, a través de un transportador dependiente de sodio
(cotransportador NaPi-lIb); se filtra a nivel renal y se reabsorbe en el tubulo
proximal, a través de la misma familia de transportadores NaPi-I, NaPi-Il (las
isoformas llay lic) y NaPi-111>6. En condiciones fisioldgicas, la cantidad de fésforo
absorbido a nivel intestinal, y excretado a nivel renal, se regula para conseguir
un balance neutro de fosforo en el adulto (o un balance positivo en la infancia,

para asegurar el crecimiento)’.

Los niveles séricos de fosforo se regulan en base a la cantidad de fésforo
ingerida en la dieta (a mayor ingesta, mayor absorcién)! y también a partir de
factores hormonales que actian a nivel intestinal, renal y 6seo, como la
paratohormona (PTH), la vitamina D y especialmente el factor de crecimiento de
fibroblastos 23 (FGF23), Figura 1.

La PTH producida en las glandulas paratiroideas, tiene un efecto
fundamentalmente “calciostatico”, pero también ejerce su efecto en la regulacion
de fosforo?, actuando fundamentalmente a nivel renal, donde disminuye el
numero de trasportadores y por tanto disminuye la reabsorciéon y aumenta la
excrecion renal de fosforo (efecto fosfatarico). Por otra parte, la PTH también
influye en la absorcidon intestinal de calcio y fosforo, ya que incrementa la
actividad de la 1-a-hidroxilasa renal, que convierte la 25-hidroxivitamina D3 en
1,25-dihidroxivitamina D3, y también incrementa la movilizacién de calcio y
fosforo desde el hueso, al estimular la osteoclastogénesis®. No obstante de forma

global su efecto es fosfatopénico, en base a su accién renal.

El calcitriol (1,25-dihidroxivitamina D3 o vitamina D activa) actia
fundamentalmente a nivel intestinal, aumentando la absorcion intestinal de calcio
y fésforo. Asi mismo aumenta la reabsorcidon renal y la movilizacién desde el

hueso al compartimento extracelular®©.

FGF23 es una proteina de 251 aminoacidos (32 KDa)!!'? que ejerce acciones
locales como otros factores de crecimiento, pero también lleva a cabo acciones

sistémicas u hormonales a través de su interaccion con receptores FGF (FGFR),
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en presencia de la proteina Klotho, que actia como correceptor. Desde su
descubrimiento, es considerado el principal regulador a largo plazo del

metabolismo del fésforo.

FGF23 se expresa en multiples tejidos incluyendo el corazén, higado, timo y
cerebro, pero su principal expresion es en el hueso, en osteocitos y
osteoblastos!1314 FGF23, a través de su uniéon a FGFR-Klotho, actda a nivel
renal, promoviendo la internalizacion de los co-transportadores de sodio y
fésforo, disminuyendo la reabsorcion tubular, y disminuyendo la expresion de la
1-hidroxilasa renal, que convierte la 25-hidroxivitamina D3 en 1,25-
dihidroxivitamina D3, produciendo por ambos mecanismos hipofosfatemia. Por
otro lado, la accién de FGF-23 sobre la glandula paratidoidea tiene un efecto
inhibitorio sobre la PTH 815,

A su vez, FGF23 se ve regulado por factores circulantes y locales. A nivel local,
FGF23 se ve influido por la presencia de proteinas producidas por las células
oseas (DMP1, PHEX, ENPP1, HIF1...)61718 A nivel circulante, la 1,25
dihidroxivitamina D3 estimula la expresién de FGF23 en osteocitos por medio del
elemento de respuesta a vitamina D, el cual se une al promotor del FGF23%°.
Respecto a la paratohormona, aun existe controversia sobre si hay un efecto
directo de la PTH en la regulacién de la sintesis de FGF23%20, En cuanto al
fosfato en si mismo, sabemos que la carga oral de fosfato aumenta los niveles
circulantes de FGF23 y estos cambios estan inversamente relacionados con la
reabsorcion tubular de fosfato y los niveles de calcitriol?!; sin embargo, en
cultivos de osteoblastos el fosfato no parece estimular al ARNm o activar al
promotor del gen de FGF23??, asi pues los factores que median los efectos del
fosfato en la regulacion de FGF23 alin no estan bien definidos®. En cualquier
caso, la protedlisis de FGF23 resulta fundamental en su regulacién biologica,
puesto que los fragmentos N y C terminales de FGF23 no muestran bioactividad

y no producen efecto fosfatrico?3.
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Figura 1. Esquema de la regulacion del fosforo.
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Fuente: Adaptado de Christov M, Jippner H. Phosphate homeostasis disorders. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 2018 oct

P: fosforo, FGF23: factor de crecimiento fibroblastico 23, PTH: Hormona paratiroidea, 1-25-20H-vit D: 1,25
dihidroxicolecalciferol o calcitriol, NaPi: transportador de fosforo dependiente de sodio.
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1.2. Mineralizaciéon 6sea fetal y neonatal

La mineralizacion 6sea comienza en la fase embrionaria, pero la mayor parte del
proceso ocurre en el tercer trimestre de la gestacion, cuando se deposita el 80%
del contenido mineral 6seo. En el feto, a través de la placenta llegan al torrente
sanguineo cantidades suprafisiolégicas de calcio y fésforo que condicionan una
situacion de “hipercalcemia fetal”, que se asocia con bajos niveles de PTH,
calcitriol y de hormonas esteroideas en el feto, asi como aumento en los niveles
de calcitonina y PTHrP (PTH related protein), lo que favorece el depdsito de
mineral éseo en la matriz organica?*. Los niveles de FGF23 en el feto son
inferiores a los valores normales del adulto (1/3 aproximadamente), aunque la
porcién C-terminal del FGF23 es el doble de los valores normales, y Klotho, el
correceptor de FGF-23, circula en niveles 6 veces superiores a los normales,

dificultando la interpretacion del papel de FGF23 en periodo fetal®.

Tras el parto, se produce un cese en el paso placentario de minerales; ademas,
el inicio de la respiracién condiciona un aumento del pH, ocasionando una caida
en los niveles de calcio en las primeras 12-24 horas tras el parto.
Simultaneamente al descenso en la calcemia, el fosforo aumenta en las primeras
24-48 horas. Se trata de un intervalo transitorio de hipoparatiroidismo hasta que
las glandulas suprarrenales del neonato comienzan a producir PTH,
normalizando la calcemia. FGF23 multiplica por 4 los valores entre el nacimiento
y los primeros 4-5 dias de vida, mientras que la porcion C-terminal de FGF23
mantiene los niveles altos propios del periodo fetal?®, si bien no se conoce su

efecto. Figura 2.

Se ha observado que la ausencia de FGF23 relaciona con casos neonatales de
hiperfosfatemia y formacion de masas calcificadas. Sin embargo, también
existen casos asintomaticos en los que no se presentan sintomas evidentes. Por
otro lado, en trastornos como el raquitismo hipofosfatémico ligado a X (XLH), que
se caracteriza por un exceso de FGF23, se ha observado una reduccion de los
niveles de fosforo en suero desde la segunda semana de vida en algunos

casos?®. Sin embargo, otros neonatos con exceso de FGF23 , los niveles de
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reabsorcion de fosforo se mantienen normales y no se presentan signos de

raquitismo hasta los 3-6 meses de vida, lo que sugiere que la accion de FGF23

sobre el rifidn puede estar relacionada con la maduracion del sistema.

Figura 2 . Resumen esquematico del proceso de mineralizacion fetal (A) y

de la transicion postnatal (B).
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1.3. Desoérdenes minerales en el prematuro

En recién nacidos prematuros, es frecuente encontrar desordenes en la
mineralizacion, lo que se conoce como enfermedad metabdlica 6sea de la
prematuridad (EMO), también Illamada osteopenia 0 raquitismo del

prematuro?6:27,

La EMO es una entidad en la que existe un déficit en el contenido mineral del
hueso inducido por una alteracion en su homeostasis, y que se acompafa
asimismo de desequilibrios bioquimicos y radiolégicos. Se puede definir como
una reduccibn en la matriz organica y/o en el contenido mineral
(oateomalacia/osteopenia), acomparnada o no de signos radiol6gicos?%28. Dado
gue la transferencia placentaria de calcio y fésforo y la formacién del esqueleto
fetal es maxima en el tercer trimestre de la gestacion, los recién nacidos
pretérmino presentan un alto riesgo de EMO, especialmente si existen
comorbilidades que involucran el funcionamiento placentario. Esta entidad se
observa con frecuencia en recién nacidos prematuros menores de 32 semanas
de gestacion?®, ocurriendo entre el 16 y el 60% de recién nacidos de muy bajo

peso al nacer (<1500 g) y extremadamente bajo peso al nacer (<1000 g)30:31:32,

En la EMO la desmineralizacion se desarrolla progresivamente en las primeras
semanas de vida sin embargo los signos clinicos de raquitismo suelen ser
tardios, en torno a las 6-16 semanas®'33. Los primeros indicadores son las
alteraciones bioquimicas, con elevacion de la fosfatasa alcalina sérica (FA),
seguido de signos radioldgicos como osteopenia y fracturas patoldgicas
(especialmente de costillas y huesos largos). La EMO conlleva enlentecimiento
de la velocidad de crecimiento y fracturas patolégicas con repercusiones clinicas
como dolor con la manipulacién y deformidad. Ademas, en el caso de las
fracturas costales, puede ocasionar distrés respiratorio y alteraciones en la
funcidén pulmonar por alteracion en la complianza, prolongando la necesidad de
soporte respiratorio. La incidencia real de las fracturas no se conoce pero se
estima en torno al 17-34%, y en muchas ocasiones se detectan de forma

incidental, en radiografias realizadas por otros motivos343536, Si no se trata,
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finalmente se pueden observar signos de raquitismo florido (cabeza grande,
craneotabes, abombamiento frontal, fontanela ancha, engrosamiento
costocondral, etc.), poco frecuente hoy en dia?’313334 Las consecuencias a
largo plazo son dificiles de evaluar debido a las dificultades para definir el
diagnostico y por la presencia de factores de confusion, pero existe alguna

evidencia de asociacion entre EMO y un crecimiento infantil deficiente 33.37.38,

1.3.1. FACTORES DE RIESGO

La enfermedad metabdlica 6sea del prematuro tiene un origen multifactorial,

viéndose afectada por factores tanto prenatales como postnatales. Figura 3.

De forma prenatal, las patologias que afectan a la transferencia placentaria de
nutrientes, como la corioamnionitis, la preeclampsia y el crecimiento intrauterino
restringido, se han asociado con EMO3?%°, La incidencia de EMO es
inversamente proporcional a la edad gestacional y el peso al nacimiento?®, y el
peso al nacimiento se ha demostrado como un importante factor de riesgo
independiente de EMO4%4142 probablemente por su asociacion con insuficiencia
placentaria. Otros factores antenatales como la deficiencia materna de
estrogenos®® o la deficiencia materna de vitamina D, también han sido
propuestos. No obstante, la relacion de este ultimo no ha podido ser demostrada.
La suplementacién materna con vitamina D ha probado mejorar los depdsitos
neonatales de calcio y vitamina D y disminuir la severidad de la hipocalcemia
transitoria®®, sin embargo, hay estudios observacionales en madres con
deficiencia severa de vitamina D en los que no se han demostrado alteraciones

en las concentraciones neonatales de calcio ni fosforo2>44,

Entre los factores postnatales, la ingesta insuficiente de calcio y fésforo, bien sea
por bajos aportes en la dieta o por alteraciones en la absorcidbn o
biodisponibilidad, es un factor clave en el desarrollo de EMQO 27:44.4546:47.48 Desde
hace décadas se conoce que los recién prematuros alimentados exclusivamente

con leche materna presentan niveles de fosforo inferiores a los que reciben
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formulas especiales o suplementos minerales®®. Asimismo, los prematuros
alimentados con leche materna no fortificada presentan raquitismo en el 40% de
los casos frente al 16% de los alimentados con férmulas especiales®. En los
ultimos afios, desde que la fortificacion en calcio y fésforo de la leche materna y
el uso de férmulas especificamente disefiadas para prematuros es universal,
otros factores de riesgo nutricionales adquieren relevancia, como el retraso en
el inicio de la nutricion, las alteraciones digestivas o la nutricibn parenteral
prolongada33404451  En los prematuros con mala tolerancia y nutricion
parenteral, puede resultar dificil alcanzar los requerimientos fisiolégicos de calcio
y fésforo para una adecuada mineralizaciéon ésea 4%47, entre otras cosas por los
problemas de precipitacion calcio-fosfato que resultan limitantes en la

elaboracién de nutriciones parenterales.

Ademas de los aspectos nutricionales, determinadas condiciones clinicas como
la displasia broncopulmonar, las patologias neurolégicas severas, la sepsis, la
colestasis, la enterocolitis necrotizante y la enfermedad renal cronica se han
relacionado con EMO?333644  Mientras que la enfermedad hepatica, intestinal y
renal interfieren con la absorcion y la pérdida de minerales, otras patologias,
como la sepsis o la displasia broncopulmonar, juegan su papel aumentando los
requerimientos energéticos y comprometiendo el aporte mineral éseo®3. En la
misma linea, el uso de algunos tratamientos también puede alterar el
metabolismo mineral 6seo. Por ejemplo, el tratamiento prolongado con diuréticos
de asa o glucocorticoides favorece la pérdida de minerales*>? y se ha asociado
con EMO. De forma similar, el uso de antiacidos interfiere con la absorcion de
estos nutrientes33. Ademas, la EMO también se ha relacionado con el uso de

metilxantinas, antibiéticos y antiepilépticos, entre otros?7:33:36:44,

Finalmente, la EMO también se ha relacionado factores fisicos como periodos
prolongados de inmovilizacion, especialmente relevantes en los pacientes con
sepsis, enfermedades neuromusculares o enfermedades del sistema nervioso
central 3353, Segun el modelo “mecanostatico” de Miller®*, la mineralizacion
intrauterina es altamente dependiente de las fuerzas aplicadas al hueso con los
movimientos fetales, especialmente en el tercer trimestre. Segun este modelo,

la actividad fisica reducida conlleva un aumento de la resorcion 6sea debido a la
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reduccion en la estimulacién mecéanica® y, en este sentido, varios estudios y

revisiones en los Ultimos afios han mostrado la influencia de la actividad fisica

reglada diaria, junto al adecuado aporte de nutrientes, como factor protector de

EM052,53,56_

Figura 3. Factores de riesgo de enfermedad metabdlica 6sea de la

prematuridad, clasificados en base a su mecanismo etiopatogénico.
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1.4. Métodos diagnésticos de enfermedad metabdlica 6sea

Dado que los signos clinicos de EMO aparecen de forma insidiosa y tardia,
resulta importante identificar el riesgo de EMO de una forma precoz y adecuada,
para poder iniciar intervenciones terapéuticas que modifiquen la historia
natural?’. Para ello se utilizan marcadores bioquimicos y marcadores

radiolégicos o de imagen.

1.4.1. MARCADORES BIOQUIMICOS

En la practica clinica, en todos los pacientes prematuros de riesgo, se utilizan
marcadores bioquimicos que se determinan en torno a las 3-4 semanas de vida,
siendo los dos que mejor se han correlacionado con la enfermedad la

hipofosfatemia y la hiperfosfatasia.

El fosforo se utiliza como el marcador mas precoz de alteracién del metabolismo
mineral, ya que se puede manifestar desde los 7-14 dias después del
nacimiento*4. Estudios previos muestran como niveles de fésforo por debajo de
3,6 mg/dl en recién nacidos alimentados con lactancia materna y por debajo de
5,6 mg/dl en pretérminos de media de 30 semanas de gestacion, se asocian con

la presencia de raquitismo®7-°8,

Respecto a la fosfatasa alcalina, aumenta de forma fisiolégica durante las
primeras 3 semanas de vida con un pico a las 6-12 semanas®®. Se expresa en
multiples tejidos (higado, hueso, rifidn, intestino, cerebro, etc.), si bien, en
general mas del 80% proviene de las formas 6sea (FA-O) y hepética, siendo un
buen marcador del turnover 6seo**. Los niveles de FA por encima de 500 U/L se
han relacionado con alteracion del metabolismo 6seo y por encima de 700 U/L
con demineralizacion®%0, La FA se utiliza de forma universal como marcador de
EMO, sin embargo, plantea dos problemas fundamentales: que no existe
acuerdo entre los puntos de corte a utilizar y que puede elevarse en otras

patologias frecuentes en el prematuro como en la colestasis.
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Cuando se estudia la combinacion de ambos marcadores, niveles de FA >900
U/L junto con fosforo <5,6 mg/dl en prematuros, presentan una sensibilidad y
especificidad para el diagnéstico de EMO del 70 y 100% respectivamente®8,
Junto a ellos, los niveles de PTH >100 pg/ml también pueden sugerir EMO3262,
mientras que el resto de marcadores del metabolismo fosfo-célcico, como el

calcio o la vitamina D, no se han demostrado como herramientas Utiles**.

En orina, el calculo de la reabsorcion tubular de fosfato (RTP) también ha
demostrado utilidad ya que, en respuesta a la hipofosfatemia, la reabsorcién
tubular de fosforo aumenta, de forma que una RTP aumentada >95% puede ser

marcador de aportes insuficientes de fosforo3262,

1.4.2. MARCADORES RADIOLOGICOS

Ademas de los marcadores bioquimicos, también se utilizan herramientas de

imagen para el diagnéstico de EMO.

La radiografia simple puede revelar diversos grados de EMO (osteopenia, signos
de raquitismo y fracturas)®3, pero tiene el inconveniente de no detectar signos de
demineralizacién hasta etapas tardias. Para poder ser detectada en la
radiografia, la mineralizacion ésea debe reducirse entre un 20-40%, lo cual hace

que este método de imagen no sea Util para el diagnéstico precoz*464,

La densitometria 6sea (DEXA) es el gold estandar para evaluar la densidad
mineral 6sea®%. La densitometria 6sea expresa el contenido mineral del hueso
como gramos de hidroxiapatita por centimetro cuadrado y normalmente se mide
en la columna vertebral, la frente o el calcaneo en los pacientes prematuros®’.
La densidad mineral 6sea >0,068 g/cm2 en prematuros de menos de 31
semanas y menos de 15009 se asocia con una baja probabilidad de desarrollar
EMO ©8, sin embargo, la baja disponibilidad de la técnica y el hecho de que utilice
radiaciones ionizantes, hace poco relevante su papel en la practica clinica
habitual.
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El ultrasonido cuantitativo (QUS) mide tanto el contenido mineral 6seo como la
matriz orgénica. Utiliza dos parametros, la velocidad del sonido (SOS) y la
atenuacion del sonido (BUA) y generalmente se realiza a nivel tibial en
prematuros. Tiene como ventaja importante respecto a la DEXA que el aparato
es portatil, que tiene un bajo coste y que no utiliza radiacion ionizante. Su uso
en prematuros de menos de 33 semanas ha permitido observar como el entre la
primera semana de vida y las 40 semanas de edad corregida se produce un
descenso del contenido mineral 6seo, y este dato se correlaciona inversamente
con los valores de FA®°. En especial los pacientes con FA mayor de 900 U/L
presentaban Z scores en tibia més bajos que los pacientes con FA menor de 900
IU/LS°. Otros estudios también han correlacionado los resultados de QUS con los
niveles de fésforo’® y también de calcio y vitamina D’1. Aunque el QUS parece
tener utilidad en la monitorizacion de la EMO, su uso en la practica clinica no
esta extendido y, a dia de hoy, no forma parte de los algoritmos de manejo

habituales en las unidades neonatales.

La evaluacién mediante ultrasonidos del desarrollo esquelético a través de la
presencia y medicion de los nudcleos de osificacion epifisarios femoral distal
(EFD) vy tibial proximal (ETP) de la rodilla es una técnica ampliamente utilizada
en la datacion de la edad gestacional en los fetos. El nacleo de osificacion EFD
es detectable en el 71-72% de fetos a las 32-33 semanas de edad gestacional,
en el 94% a las 34-35 semanas y en el 100% a las 37 semanas, mientras que el
nacleo ETP se detecta a partir de la semana 36 en el 33-50%, aumentando hasta
el 80% a las 37 semanas, al 97% a las 39 semanas y al 100% a las 40
semanas’?>’3, Cuando se ha evaluado su presencia una cohorte de 178 recién
nacidos de entre 24 y 41 semanas de edad gestacional, el nucleo EFD estaba
presente en el 29% a las 33 semanas de edad corregida, en el 79% a las 35
semanas y en el 86% a las 37 semanas, mientras que el ETP lo hacia en el 31%
a las 36 semanas, en el 61% a las 37 semanas y en el 87% a las 40 semanas

de edad corregida’, retrasados con respecto a los datos en fetos.
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La evaluacién de los nucleos de osificacion es una herramienta excelente para
evaluar la maduracién esquelética, inocua, técnicamente sencilla y facil de
realizar por pediatras generales, sin embargo no se ha evaluado su utilidad en

la enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad.

1.4.3. CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Aunque existen recomendaciones internacionales sobre los factores de riesgo y
las estrategias nutricionales para prevenir la enfermedad metabdlica 6sea3?7576,
no hay un consenso internacional en cuanto a la deteccion, el diagnéstico, el
tratamiento o el seguimiento de esta entidad. Esto ha dado lugar a una amplia
variabilidad en el manejo de esta patologia entre paises y centros de atenciéon
médica. Estudios realizados en Reino Unido y Estados Unidos por Harrison et
al.*® y Kelly et al.”’, respectivamente, han demostrado esta variabilidad en el
manejo de la EMO a través de encuestas realizadas a profesionales de la salud.
Estos estudios muestran como la mayoria de los profesionales se basan en los
valores de fosforo y de fosfatasa alcalina, junto con la radiografia simple para la
prevencion y el diagnostico de la EMO. Sin embargo, hay una gran variabilidad
en la utilizacion de estos métodos y en los puntos de corte establecidos para
tomar decisiones clinicas (Tabla 1-A). Aunque no se ha realizado una encuesta
nacional en nuestro pais, en la revision de los protocolos publicados por los
centros hospitalarios, también se encontraron diferencias significativas el

enfoque y manejo de la EMO (Tabla 1-B).

A pesar de las diferencias entre paises e instituciones, existe un acuerdo en que
el cribado de pacientes de riesgo debe iniciarse de forma precoz, a las 3-4
semanas de vida, para poder implementar intervenciones terapéuticas

tempranas que puedan modificar la evoluciéon de la enfermedad®.
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Tabla 1. Comparacion de las estrategias utilizadas para el screening,

diagndéstico y monitorizacion de la enfermedad metabdlica 6sea a nivel

internacional (A) y nacional (B).

A- REVISION DE ENCUESTAS A NIVEL INTERNACIONAL

Harrison et al.*®
53 Unidades
Neonatales en
Reino Unido

Kelly et al.”
246 Unidades
Neonatales en
EEUU

B- REVISION DE

H. Clinic y

H. San Joan de
Deu’
Barcelona

H Vall
d’Hebron™
Barcelona

H. La Paz8®
Madrid

Variables screening

Alta consideracion: P y FA
Moderada consideracién: Ca

Criterios diagnosticos

P bajo y FA elevada
En menor medida: Ca bajo > cambios en radiografia
simple > PTH alta > 25-OH-Vit D baja

Variables monitorizacion

FA (97% utilizacion) y P (94% utilizacion)

Variables screening

FA (99,4% utilizacién) > P (92,7% utilizacion) > Ca
(88,1% utilizacion) > Radiografia simple (18,1%
utilizacién)

Criterios diagnésticos

FA elevada se usa universalmente como criterio
diagndstico con puntos de corte variables entre 300-
1000 IU/L (>500 IU/L punto de corte mas utilizado)
Como marcador etiolégico: P Bajo > Ca bajo >
Vitamina D baja

Variables monitorizaciéon

P (73,9% utilizacion) > FA (73,9% utilizacion) >Ca
(70,8% utilizacion) > Radiografia simple (40,5%

utilizacién)
PROTOCOLOS A NIVEL NACIONAL
Variables screening Ca, Py FA

Orina: uCa, uP, uCa/uCr, uP/uCr, RTP

Criterios diagnosticos

Riesgo EMO: FA < 500 IU/L con P <5 mg/dL o RTP,
uP/uCr o uCa/uCr alterado

EMO: FA > 500 IU/L con P <5 mg/dL y/o RTP, uP/uCr
y uCa/uCr alterado

Variables monitorizacion

Ca, Py FA (+25-OH-Vit D)
Orina: uCa, uP, uCa/uCr, uP/uCr, RTP

Variables screening

Ca, PyFA

Criterios diagnésticos

FA >800-1000 IU/L

Variables monitorizacion

Ca, P, FAy 25-OH-Vit D

Variables screening

PyFA

Criterios diagnésticos

Si FA > 600 IU/L y/o P <4,5 mg/dL - solicitud de
Radiografia simple (considerada confirmatoria)

Variables monitorizacién

Ca, P, FAy 25-OH-Vit D

P: fésforo, FA: fosfatasa alcalina, Ca: calcio, 25-OH-Vit D: 25 hidroxicolecalciferol (o calcidiol), uCr: Creatinina en orina,
uCa: calcio en orina, uP: fosforo en orina, RTP: reabsorcion tubular de fosfato.
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1.5. Justificacion del estudio

En las dltimas décadas, con la mejora en los cuidados neonatales y la
introduccién de medidas especificas como la fortificacion de la leche materna y
el uso de férmulas para prematuros (enriquecidas en calcio y fdsforo), la
incidencia de EMO ha disminuido, desde aproximadamente el 50% en 1987 a
15% en el afio 200933:3981.82: sin embargo, sigue siendo un importante problema

de salud en esta poblacion.

Aunque en los ultimos afios se ha llegado a acuerdos en cuanto a las estrategias
nutricionales de prevencion3®7576 no existen guias de consenso universales
sobre la deteccion precoz, el tratamiento ni el seguimiento de esta patologia,
dando lugar a diferentes abordajes segun cada centro y generando confusién en
los profesionales a la hora de solicitar e interpretar los hallazgos bioquimicos y

de imagen.

El hecho de que no exista un marcador precoz, sensible y especifico de EMO,

dificulta el reconocimiento temprano de esta entidad y, por tanto, su manejo.

Son necesarios, en este sentido, estudios bien disefiados que evalien nuevos
marcadores de enfermedad metabdlica O6sea que permitan mejorar el

reconocimiento y manejo de esta entidad.

1.5.1. VACIOS DE INVESTIGACION

Conocemos bien la regulacion del calcio en el periodo neonatal pero no
conocemos bien la regulacion del fosforo, especialmente en el prematuro.
Conocemos el papel de FGF23 en nifios y adultos, pero no esté bien estudiado
en el recién nacido prematuro y se desconoce si su accion renal puede ser

madurativa. ¢Cudales son los valores de FGF23 en prematuros y como se
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relacionan con el resto de variables del metabolismo del fésforo? ¢Es posible
estimar la madurez renal mediante el uso de cocientes urinarios y variables de

funcioén tubular?

Sabemos que el fésforo y la fosfatasa alcalina son los principales marcadores
precoces para la evaluacion de la enfermedad metabdlica 6sea, sin embargo, ni
estos, ni ningun otro de los marcadores del metabolismo 6seo de forma
independiente puede considerarse especifico de EMO. ¢El estudio de la
isoforma 6sea de la fosfatasa alcalina mejora el rendimiento de la fosfatasa
alcalina para el diagnostico de enfermedad metabdlica 6sea? ¢Es FGF23 un

buen marcador de enfermedad metabdlica 6sea?

Esta bien estudiada la evaluacion de los nucleos de osificacion como marcador
del desarrollo esquelético para su uso en la datacion de la edad gestacional pero
no se ha evaluado su utilidad en la enfermedad metabdlica 6sea de la
prematuridad. ¢ Esta retardada la aparicion de los nucleos de osificacion en los
pacientes con enfermedad metabdlica 6sea? ¢Se correlaciona la aparicion de
estos nucleos con el resultado de las variables bioquimicas del metabolismo

6seo?
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2- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. Hipétesis

La hipotesis de este estudio destaca la necesidad de identificar nuevos
marcadores bioquimicos de EMO y evaluar el uso de los nucleos de osificacion
como indicadores del desarrollo esquelético y la enfermedad metabdlica 6sea de

la prematuridad.

La hipoétesis planteada sugiere que factores hormonales, como la
paratohormona, la vitamina D y el factor de crecimiento de fibroblastos 23
(FGF23), junto con los aportes externos de fésforo en la dieta y las pérdidas
renales, desempefian un papel importante en la homeostasis del fésforo en
prematuros y podrian estar relacionados con la EMO en esta poblacién. Ademas,
se plantea que la evaluacién de los nucleos de osificacion mediante ultrasonidos

podria ser Gtil para monitorizar la salud 6sea en los prematuros.

La pregunta de investigacion planteada seria la siguiente: "¢, Cudl es el papel de
los factores hormonales, como la paratohormona, la vitamina D y el factor de
crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23), en la homeostasis del fosforo y su

relacion con la enfermedad metabdlica 6sea en prematuros?"
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2.2. Objetivos del estudio

En base a esta hipotesis, el objetivo principal del estudio es evaluar el papel de
los factores hormonales y FGF23 en el metabolismo del fésforo en el prematuro
y su utilidad en el diagnostico de enfermedad metabdlica Osea de la
prematuridad.

Como objetivos secundarios nos planteamos:

e Conocer la prevalencia actual de la enfermedad metabdlica 6sea en
nuestra poblacién de prematuros.

e I|dentificar los factores de riesgo asociados con enfermedad metabdlica
Osea en nuestra poblacion, incluyendo el analisis exhaustivo de los
parametros nutricionales.

e Analizar los valores de fosforo y sus reguladores hormonales PTH, 25-
OH-D, 1,25-OH-D y FGF23 en el prematuro, evaluando su relacion con la
enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad.

e Evaluar las pérdidas urinarias de calcio y fésforo a través de los cocientes
calcio/cretinina, fésforo/creatininay RTP (reabsorcién tubular de fosfatos)
y su papel en la regulacion del fésforo del prematuro y en la enfermedad
metabolica dsea.

e Valorar la utilidad de estimar la madurez tubular renal a través del estudio
de los cocientes urinarios GGT/creatinina y cistatina C/creatinina en
prematuros.

e Comparar el rendimiento diagnéstico a las 3-4 semanas de los
marcadores bioquimicos de enfermedad metabdlica 6sea, incluyendo los
parametros del metabolismo del fésforo y las principales variables de
remodelado éseo (fosfatasa alcalina y fosfatasa alcalina 6sea).

e Estudiar la presencia y medida de los nucleos de osificacién de la rodilla
en prematuros y su relacion con la enfermedad metabdlica 6sea y con los

parametros bioquimicos de remodelado éseo.
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3- MATERIAL Y METODOS

55



56



3.1. Disefio

Para cumplir con los objetivos se ha disefiado un estudio observacional-no

intervencionista, prospectivo, unicéntrico.
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3.2. Poblacién de estudio

3.2.1. CONTEXTO

La comunidad autbnoma de Cantabria dispone de 3 centros de atencion al parto;
dos hospitales publicos (Hospital Universitario Marqués de Valdecilla y Hospital
Comarcal de Laredo) y un hospital privado (Clinica Mompia). Los nacimientos
en la comunidad autdbnoma son 3211 al cierre del afio 2022, segun la base de

datos de tarjeta sanitaria del Servicio Cantabro de Salud.

El Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV) es el centro de
referencia de la comunidad, acogiendo el 85% de los nacimientos y siendo el
unico que dispone de Unidad de Neonatologia de nivel IlIB, con atencién a recién
nacidos menores de 32 semanas de edad gestacional y peso al nacimiento

menor de 1500 gramos.

3.2.2. MUESTRA

La poblacién de estudio han sido los recién nacidos prematuros que cumplieron
los criterios de inclusion, nacidos en Cantabria en el periodo comprendido entre
el 1 de Abril de 2020 y el 31 de Marzo de 2021.

CRITERIOS DE INCLUSION:

- Prematuros de ambos sexos nacidos antes de la semana 32 de edad
gestacional y/o con un peso al nacimiento inferior a 1500 gramos.
- Aceptacion voluntaria a participar en el estudio y firma de consentimiento

informado por parte de los progenitores (anexo).
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CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Ausencia de firma de consentimiento informado.

- Fallecimiento anterior a las 4 semanas de vida.

3.2.3. PROCEDIMIENTO (figura 4)

Tras el nacimiento, durante el ingreso en la Unidad de Neonatologia, se realizaba
la primera visita en la que se explicaba a los progenitores el objetivo y las
caracteristicas del estudio, se entregaban las hojas de informacién (anexo) y se
solicitaba el consentimiento para participar en el mismo. En la segunda visita, a
las 3-4 semanas de vida, se recogian las muestras bioldgicas y se realizaba la
primera valoracion ecografica, que se repetia en visitas sucesivas
periddicamente hasta que se constataba la aparicion de los nucleos de
osificacion estudiados. Todos los datos se registraban en el cuaderno de

recogida de datos.

Figura 4. Procedimiento de reclutamiento y recogida de datos.

«Entre el nacimiento y las 3 semanas de vida

*Explicacion del estudio, entrega de documentacion y firma de

P“."!efa consentimiento
visita J

A las 3-4 semanas de vida
SRkl * Recogida de muestras biologicas, primera valoracion ecografica
visita -

*Bisemanalmente hasta la aparicion de los ndcleos de osificacion
\Vilsi-I ° Suvesivas valoraciones ecograficas
sucesivas y,
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3.3. Variables

3.3.1. VARIABLES CLINICAS

Las variables clinicas se recogieron desde el nacimiento hasta el alta de la

Unidad Neonatal e incluyen:

e Sexo.

e Gemelaridad.

e Edad gestacional.

e Biometria al nacimiento: peso, talla y perimetro craneal con sus
respectivos percentiles (Intergrowth 21).

e Evoluciébn ponderoestatural semanal y mensual (peso, talla y
perimetro craneal).

e Diade inicio de la movilizacién en canguro (Kangaroo mother care)

e Diagnostico de enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad: a
criterio del neonatélogo en funcion de la presencia de marcadores
bioquimicos (fésforo <4mg/dl y/o fosfatasa alcalina >750 IU/L) o
radiologicos (osteopenia o fracturas).

e Oftros diagndsticos/comorbilidades.

e Registro nutricional: cantidad, tipo y duracion de la nutricion recibida
(nutricion parenteral vs enteral) y tipo de leche (materna fortificada vs
férmulas especificas).

e Nutrientes recibidos en el momento de la extraccidon bioquimica:
calorias, proteinas, calcio, fosforo y vitamina D.

e Medicaciones recibidas en el momento de la extraccion bioquimica:

farmacos y dosis.
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3.3.2. VARIABLES BIOQUIMICAS

En cada paciente se recogieron 1,5 ml de suero y plasma y 1,5 ml de orina que
se procesaron inmediatamente tras la extraccion, y fueron congelados a -80
grados hasta su andlisis. La analitica en sangre se realiz6é coincidiendo con la
extraccion habitual del perfil nutricional a las 3-4 semanas de vida y la orina se

recogio de forma concomitante, mediante bolsa colectora.

e Variables en sangre: glucosa, urea, creatinina (Cr), cistatina C (CisC),
sodio (Na), potasio (K), cloro (ClI), calcio total (tCa), fésforo (P), magnesio
(Mg), fosfatasa alcalina (FA), fosfatasa alcalina 6sea (FAO), gamma-
glutamil transferasa (GGT), aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), bilirrubina total (BT), bilirrubina directa (BD),
prealbumina, hormona paratiroidea (PTH), 25 hidroxicolecalciferol (25-
OH-Vit D o calcidiol), 1,25 dihidroxicolecalciferol (1-25-20H-vit D o
calcitriol) y factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23).

e Variables en orina de miccién aislada: calcio urinario (uCa), fésforo
urinario (uP), gamma-glutamil transferasa urinaria (UGGT) y cistatina C
urinaria (uCisc) asi como sus ratios por creatinina (uCr).

e La reabsorcién tubular de fosfato (TRP) se calcul6 en base a la formula:

uP x Cr
uCrxP

%TRP = (1222 x 100

Las muestras se procesaron y analizaron en el Laboratorio de Bioquimica del
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, en Santander, utilizando las
plataformas Atellica CH&IM (Siemens Healthcare Diagnostics, Malvern, PA,
USA) y BNII-Nephelometer System (Siemens Healthcare Diagnostics, USA). Los
niveles de 25-hidroxicolecalciferol se analizaron mediante ensayo de
guimioluminiscencia competitivo automatizado (Liaison XL, DiaSorin Inc,
Stillwater, MN, EE. UU.); mientras que los de 1,25 dihidroxicolecalciferol,
fosfatasa alcalina 6sea y FGF23 se analizaron mediante ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) utilizando los siguientes Kits
comerciales: 1,25(0OH)2 Vitamin D ELISA (DiaSource Immunoassays, Belgium),
MicroVue Bone Alkaline Phosphatase EIA (Quidel-Palex Medical, Barcelona,

Spain), y Human FGF23 (Intact) ELISA de Immunotopics (Immunotopics
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International, San Clemente, CA 92673). Este kit ELISA de FGF23 tiene las
siguientes caracteristicas: 3,5% de reproducibilidad intraensayo y 6,3%
interensayo, no tiene reactividad cruzada con N-terminal (25-179) o C-terminal

(180-251 fragmentos) y el limite de la cuantificacion es de 5 ng/L.

3.3.3. VARIABLES RADIOLOGICAS

e Medicion ecogréfica de los nacleos de osificacion femoral distal y tibial

proximal de la rodilla.

La evaluacién ecogréfica se realizé condiciendo con la segunda vista a las 3-4
semanas y se repitié periddicamente cada 2-4 semanas hasta la aparicion de los

nacleos de osificacion femoral distal y tibial proximal.

Se realiz6 con el ecografo Philips Affiniti 50 utilizando un transductor lineal de
banda ancha. Cada evaluacién se realiz6 por separado por dos pediatras
entrenados en la evaluacion de los ndcleos de osificacion en recién nacidos

(Pablo Docio Pérez y Sandra Llorente Pelayo).

Se definié la presencia de un nucleo de osificacion epifisaria por la presencia de
una estructura hiperecoica mensurable con una superficie irregular o lisa dentro
del cartilago epifisario. Cuando estaba presente, se registraba la edad
postmenstrual a la que se visualizaba y se obtenian las medidas del diametro
longitudinal, didmetro transversal y grosor del cartilago, tomandose 3 mediciones

repetidas y utilizando el valor medio.

Por consenso se evalud la rodilla izquierda con el paciente en decubito supino y

la extremidad extendida.
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3.4. Andlisis de datos

3.4.1. ANALISIS DE VALORES NUTRICIONALES

Para estimar las ingestas de nutrientes se analizé la cantidad y composicién de

la alimentacién de cada paciente, ademas de los aportes extraordinarios en

forma de sueros o medicaciones.

e Nutricion parenteral: se consulté la composicidn de la nutricion parenteral

prescrita, a partir de los registros informaticos del Servicio de Farmacia

del Hospital Valdecilla.

e Nutricién enteral: Se calcularon los mililitros de leche diarios recibidos

segun los registros de enfermeria y se estimaron los nutrientes en base a

los siguientes parametros (tabla 2):

©)

Lactancia materna (donada o propia): composicion estandar de la

leche madura

Fortificante de lactancia materna: composicion de Pre NAN FM85®

Formula de prematuros: composicion de NAN Alprem® 14,4%

Formula especifica grandes prematuros: composicion de NAN
Alprem Clinic 1®
MCTs: Composicion Aceite MCT nutricia®

Tabla 2. Composicion de los diferentes productos de nutricién enteral.

Leche materna  Pre NAN NAN ALPREM®  NAN ALPREM Aceite MCT
(c/200 ml) FM85® (c/200 ml) CLINIC 1® Nutricia®
(c/ 19) (c/200 ml) (c/ 1ml)
Calorias (Kcal) | 65 4,3 73 80 8,5
Proteinas (g) | 1,1 0,4 2 2,9 -
Calcio (mg) | 34 19 80 116
Fosforo (mg) | 14 11 48 77

Se calcularon los liquidos, kilocalorias, proteinas y micronutrientes especificos

(calcio y fosforo) y se expresaron por kg de peso y dia, segun la nomenclatura

habitual.
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3.4.2. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de los datos incorpor6 un andlisis descriptivo inicial. Para las variables
cuantitativas, se presentaron medidas de tendencia central y dispersion,
mientras que para las variables categoéricas se utilizaron numeros absolutos y
porcentajes. El resultado principal estudiado fue la presencia de enfermedad

metabdlica ésea de la prematuridad.

Se utilizaron pruebas estadisticas especificas para contrastar las variables
continuas. Se emplearon las pruebas T de Student y U de Mann-Whitney, asi
como la prueba de la mediana, dependiendo de la distribucion de cada variable.
Se utilizé el test de Kolmogorov-Smirnov para identificar las variables con
distribucion normal. Para comparar variables categoricas se utilizo el test de Chi
Cuadrado y la prueba exacta de Fisher. Se llevo a cabo un andlisis de correlacion

de Pearson para explorar la relacion entre los marcadores bioquimicos séricos.

Ademas se realizaron analisis de regresion logistica simple y regresién logistica
multivariante, y cada variable independiente se analizé junto con la variable
dependiente EMO. EIl andlisis de regresion logistica multivariante se realizd
incorporando al modelo las variables que resultaron significativas en el modelo
univariante, junto con las que se consideraron de interés, a partir de estudios
previos en la literatura y a criterio del investigador. Se presenta el odds ratio (OR)
con un intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 %) para las variables incluidas
en el modelo final de seleccién por pasos hacia delante con un nivel de
significacién de 0,10. Todas las pruebas fueron bilaterales y un valor de p <0,05

se considero estadisticamente significativo

Se utilizé la curva caracteristica operativa del receptor (ROC) para evaluar los
potenciales biomarcadores responsables de predecir la enfermedad ésea
metabdlica de la prematuridad. El punto de corte para cada biomarcador se
calcul6 a partir del grafico de sensibilidad vs 1- especificidad. Se considerd
significativo un valor de p<0.05. Para el analisis estadistico se utiliz el software
Statistics version 19 (IBM SPSS).
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3.5. Consideraciones éticas

El estudio llevd a cabo cumpliendo los requisitos éticos establecidos en las
declaraciones de Helsinki (Version de Fortaleza 2013), las Guias de Buena
Préactica Epidemioldgicas de la ICH (Conferencia Internacional de Armonizacion)
y la normativa existente en Espafia, especificamente la Circular 4/2000 de la
DGFPS (Farmacovigilancia). Se trata de un estudio observacional sin
intervencién farmacoldgica. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité
Etico de Investigacion Clinica de Cantabria, con el nimero de proyecto
CSI20/09.

La recopilacién de la informacion clinica y el manejo de las muestras de los
pacientes se llevo a cabo empleando un proceso de codificacion o disociacion
reversible en nimeros de 2 cifras, asegurando asi la proteccién de la identidad
de los pacientes. Esto se llevé a cabo de acuerdo al Reglamento (UE) 2016/679
y la Ley organica 3/2018, del 5 de Diciembre, de Proteccion de Datos Personales

y garantia de los derechos digitales.
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4- RESULTADOS
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4.1. Caracteristicas generales de la poblacion

En el periodo de estudio nacieron en la Unidad Neonatal un total de 29 pacientes
candidatos, de los cuales 4 fueron excluidos por fallecimiento antes de las 4

semanas de vida, quedando una muestra final de 25 grandes prematuros.

Del los pacientes incluidos, 15 (60%) eran mujeres y 6 de ellos (24%) eran pares
de gemelos. La mediana de la edad gestacional al nacimiento fue de 30 semanas
con un rango que oscilé entre 24 y 34 semanas. La mediana de peso al
nacimiento fue de 1180 gramos, con un rango que varié entre 645 y 2030
gramos. Cinco pacientes (20%) fueron etiquetados como bajo peso para la edad

gestacional (percentil de peso al nacimiento inferior a p10).

De los 25 pacientes, cinco (20%) fueron diagnosticados con enfermedad
metabolica 6sea de la prematuridad, en uno de los casos (4%) cursando con
fracturas patoldgicas a nivel costal. Otros diagnosticos frecuentes incluyeron
apneas de la prematuridad (80%), enfermedad de membrana hialina (68%),
hipoglucemia precoz (56%), ictericia de la prematuridad (52%), anemia de la
prematuridad (40%), ductus arterioso persistente (36%), displasia
broncopulmonar (36%), hipotiroidismo (24%), hemorragia intraventricular (20%)

y sepsis (20%).

En el momento del andlisis bioquimico, 17 pacientes (68%) estaban recibiendo
tratamiento farmacolégico, fundamentalmente cafeina (60%), antibi6ticos/

antifangicos (20%) y levotiroxina (16%).

En la tabla 3 se recogen las principales caracteristicas de la poblacion estudiada.
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Tabla 3. Caracteristicas generales de la poblacion.

Edad gestacional (semanas)

Sexo
- Varones
- Mujeres
Gemelaridad

Antropometria al nacimiento

- Peso (gramos)

- Percentil peso

- Talla (centimetros)

- Percentil talla

- Perimetro cefalico (centimetros)
- Percentil perimetro cefalico

Primera movilizacién en canguro (dias)

Diagnésticos

- EMO
- Apneade la prematuridad
- Enfermedad membrana hialina
- Displasia broncopulmonar
- Neumotdérax
- Ductus arterioso persistente
- Comunicacion interauricular
- Canal auriculoventricular
- Hipoglucemia precoz
- Hipotiroidismo
- Anemia
- Trombocitopenia
- Reaccion leucoeritroblastica
- Ictericia de la prematuridad
- Colestasis neonatal
- Hemorragia intraventricular
- Convulsiones
- Enterocolitis necrotizante
- Sepsis
- Neumonia
- Meningitis
- Peritonitis
- Infecciones viricas
- Cirugia
Reseccion intestinal
Cierre de ductus

Tratamientos farmacolégicos

- Cafeina

- Levotiroxina

- Hierro

- Furosemida

- Hidroclorotiazida
- Espironolactona
- Fenobarbital

- Levetiracetam

- Opiéaceos

- Cisatracurio

- Dopamina

- Dexametasona
- Ibuprofeno

- Fluconazol

- Meropenem

- Cefotaxima

- Vancomicina

- Gentamicina

- Clindamicina

- Ampicilina

30 (RIQ 26,6-31,2)

10 (40%)
15 (60%)

6 (24%)

1180 (RIQ 900-1445)
54,12 (RIQ 21,63-70,98)
38 (RIQ 35,5-40,5)
30,92 (RIQ 17,24-63,09)
27 (RIQ 24-28,75)

37,5 (RIQ 11,72-69)

5 (RIQ 2,5-13,5)

5 (20%)
20 (80%)
17 (68%)
8 (32%)
1 (4%

9 (36%)
1 (4%)

1 (4%)
14 (56%)
6 (24%)
10 (40%)
2 (8%)

2 (8%)
13 (52%)
2 (8%)

5 (20%)
2 (8%)

2 (8%)

5 (20%)
4 (16%)
1 (4%)

1 (4%).
5 (20%)

1 (4%)
1 (4%)

15 (60%)
4(16%)
3 (12%)
1 (4%)
2 (8%)
2 (8%)
2 (8%)
2(8%)
3 (12%)
1 (4%)
1 (4%)
1 (4%)
1 (4%)
3 (12%)
2 (8%)
2 (8%)
2 (8%)
1 (8%)
1 (8%)
1 (8%)
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4.2. Parametros nutricionales

La pérdida maxima de peso en la muestra de pacientes fue de mediana del 9,9%
(RIC 4,8-14,5). La mediana de ganancia de peso durante el primer mes fue de
510 gramos (RIC 275-680), con una mediana de ganancia de 29,28 g/dia (RIC
16,78-36,06) durante la semana previa al andlisis bioquimico.

Todos los pacientes recibieron nutricion parenteral al nacimiento (100%), con
una mediana de duracién de 9 dias (RIQ 5,5-12,5); aunque 6 pacientes (24%)
recibieron nutricion parenteral durante mas de 2 semanas. La nutricién enteral
se inicio en el primer dia de vida en 20 de los 25 pacientes (80%); sin embargo
durante el primer mes, 4 pacientes (16%) permanecieron en ayuno absoluto
durante mas de 3 dias (entre 4 y 12 dias). La nutricion enteral administrada a
través de sonda enteral se mantuvo durante una mediana de 42 dias (RIC 21-

74,5), hasta completar la alimentacion completa via oral.

En el momento del andlisis bioquimico, un paciente (4%) estaba recibiendo
nutricion mixta enteral y parenteral, mientras que los otros 24 pacientes (96%)
recibian nutricion enteral exclusiva. De los pacientes con nutricion enteral, 6
pacientes (24%) recibian formula para prematuros, 18 pacientes (72%) leche
materna fortificada y 1 paciente (4%) ambos tipos de alimentacién. La

fortificacion de lactancia materna se inicié en una mediana de 9 dias (RIC 6-13).

El aporte calérico a las 3-4 semanas de vida tuvo una mediana de 130,8
kcal/kg/dia (RIC 124,1-142,2) con un aporte de proteinas de 3,7 g/kg/dia (RIQ
3,5-4,5). Los aportes de calcio fueron de mediana 146 mg/kg/dia (RIC 134,3-
183,3) y los de fosforo de 83,6 mg/kg/dia (RIC 72,4-100,4). La suplementacion
vitaminica fue universal con una mediana de vitamina D de 600 Ul/dia y un rango
de 400 a 870 Ul/dia.

Los parametros nutricionales detallados se pueden consultar en la tabla 4.
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Tabla 4. Ingestas nutricionales por paciente en el momento de la

determinacion bioquimica

Tipo de Liquidos  Calorias Proteinas  Calcio Fosforo Vitamina
nutricion (ml/kg/d)  (kcal/kg/d)  (g/kg/d) (mg/kg/d)  (mg/kg/d) D (1U/d)
Paciente 1 NE (LMF) 160 131 3,89 155,7 81,07 600
Paciente 2 NE (LMF) 150 122,5 3,65 146 76 870
Paciente 3 NE (FP) 138 100,7 2,77 110,8 66,46 400
Paciente 4 NE (FP) 167 1219 3,3 133,3 80 600
Paciente 5 NE (LMF+MCT) | 144 140,4 4,79 201 108,2 800
Paciente 6 NE (LMF+MCT) | 169 139,7 3,63 1419 72,4 800
Paciente 7 NE (LMF+MCT) | 147 146 4,28 176,5 93,8 800
Paciente 8 NE (LMF) 160 144 4,96 206,4 110,4 800
Paciente 9 NE (LMF+MCT) | 149 140,1 3,92 159,1 83,6 600
Paciente 10 | NE (LMF+MCT) | 160 137,7 3,36 130,4 66,4 600
Paciente 11 | NE (LMF) 145 130,6 4,51 187,6 100,36 600
Paciente 12 | NE (LM) 168 130,3 3,54 137,3 69,9 800
Paciente 13 | NE (LM) + PN 150 108 3,65 28 87 400
Paciente 14 | NE (LMF+MCT) | 167 160,5 4,75 195,1 103,42 600
Paciente 15 | NE (AC) 155 125,6 4,49 179,8 119,35 600
Paciente 16 | NE (LMF) 170 130,5 3,47 133,8 67,8 600
Paciente 17 | NE (LMF) 164 128,8 3,59 140,3 71,89 600
Paciente 18 | NE (FP) 174 127 3,48 139,3 83,6 600
Paciente 19 | NE (FP) 168 122,6 3,36 134,4 80,64 600
Paciente 20 | NE (LMF) 174 147,9 4.7 191,3 100,87 600
Paciente 21 | NE (LMF+FP) 160 120,4 3,28 129,2 71,6 600
Paciente 22 | NE (LMF+MCT) | 171 149,6 4,17 166,9 86,86 600
Paciente 23 | NE (LMF+MCT) | 167 153,3 45 183,3 96,7 600
Paciente 24 | NE (LMF+MCT) | 145 139,9 4,551 187,6 100,36 600
Paciente 25 | NE (LMF) 165 130,8 3,69 1454 74,82 600

NE: Nutricién enteral, NP: Nutricién Parenteral, LMF: Leche maternal fortificada, FP: Formula de prematuros, AC: NAN
Alprem Clinic 1®, MCT: Suplementacion con triglicéridos de cadena media.
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4.3. Resultados del analisis bioquimico

4.3.1. RESULTADOS DE BIOQUIMICA SANGUINEA

Se obtuvieron muestras de suero y plasma en los 25 pacientes del estudio, sin
embargo algunos valores no pudieron obtenerse en todos los pacientes debido
a dificultades de procesamiento o0 a la escasez de muestra. En 20 pacientes, se
obtuvieron los valores de FGF23, con una mediana de 45.9 ng/L (RIQ 13,03-
76,78) con un rango de 5 a 101,2 ng/L. Los resultados del analisis bioquimico se

presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados del analisis bioquimico en suero/plasma
alas 3-4 semanas de vida

N Mediana (RIQ)
Glucosa (mg/dL) 25 73 (62,5-81,5)
Urea (mg/dL) 25 21 (15-29)
Cr (mg/dL) 25 0,34 (0,28-0,38)
CisC (mg/L) 25 1,43 (1,31-1,57)
Na (mEg/L) 25 137 (132,5-139,5)
K (mEg/L) 21 5 (5-5)
Cl (mEg/L) 13 104 (99-105)
tCa (mg/dL) 25 9,6 (9,45-10)
P (mg/dL) 25 6,9 (6,2-7,3)
Mg (mg/dL) 25 1,9(1,5-2)
FA (IU/L) 25 333 (286,5-485)
FAO (IU/L) 24 139 (106-186)
GGT (IU/L) 25 100 (61,5-132,5)
AST (IUIL) 24 30,5 (24,25-40,25)
ALT (IUIL) 25 10 (7,5-15,5)
BT (mg/dL) 25 3,4 (1,9-4,25)
BD (mg/dL) 25 0,8 (0,55-1,1)
Prealbimina (mg/dL) 25 8 (5,8-10,55)
PTH (pg/mL) 24 58 (35,25-75,25)
25-OH-Vit D (ng/mL) 25 27 (20,5-33)
1-25-20H-vit D (pg/mL) 23 102 (81-141)
FGF23 (pg/mL) 20 45,9 (13,03-76,78)

Cr: creatinina, CisC: cistatina C, Na: sodio, K: potasio, CI: cloro, calcio total tCa, P: fosforo, Mg: magnesio, FA:
fosfatasa alcalina, FAO: fosfatasa alcalina 6sea, GGT: gamma-glutamil transferasa, AST: aspartato aminotransferasa,
ALT: alanina aminotransferasa, BT: bilirrubina total, BD: bilirrubina directa, PTH: hormona paratiroidea, 25-OH-Vit D: 25
hidroxicolecalciferol (o calcidiol), 1-25-20H-vit D: 1,25 dihidroxicolecalciferol (o calcitriol), FGF23: factor de crecimiento
fibroblastico 23.
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4.3.2. RESULTADOS BIOQUIMICA URINARIA

Se obtuvieron muestras de orina, de forma concomitante al estudio analitico,

en los 25 pacientes del estudio. Los resultados se recogen en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados del analisis bioquimico en orina
alas 3-4 semanas de vida

N Mediana (RIQ)
uCr (mg/dL) 25 11 (8-15,5)
uCa (mg/dL) 25 6,2 (3,45-8,95)
uCal/uCr (mg/mg) 25 0,6 (0,31-0,8)
uP(mg/dL) 25 18 (6,8-31,5)
uP/uCr (mg/mg) 25 1,78 (0,52-2,6)
TRP (%) 25 92 (86,78-97,69)
uCisC (mg/L) 21 0,06 (0,04-0,57)
uCisC/uCr (mg/g) 21 0,6 (0,3-2,53)
UGGT (IU/L) 25 23 (17,5-53,5)
uGGT/uCr (1U/g) 25 176,92 (132,5-366,67)

uCr: Creatinina en orina, uCa: calcio en orina, uP: fosforo en orina, TRP: reabsorcién tubular de fosfato, uCisC:
cistatina C en orina, uGGT: gamma-glutamil transferasa en orina.

El andlisis de la funcion tubular renal se realiz6 a través del estudio de las
moléculas cistatina C y GGT en orina y los ratios uCisC/uCr y uGGT/uCr. No se
encontro correlacion de estas dos variables con la edad gestacional ni la edad
corregida, tampoco con el peso ni la talla al nacimiento y tampoco se obtuvo

correlacién entre ambas variables urinarias ni sus cocientes (figura 5).

Si que se observd de forma muy débil una correlacion positiva entre la GGT
sérica y urinaria (coeficiente de correlacion 0,551, p0,004) y de forma cercana a
la significacion estadistica en el caso de la CisC sérica y la urinaria (coeficiente
de correlacion 0,594, p 0,005). La mayor parte de los valores en el caso de
ambos cocientes se encontraron agrupados. Si que destaca que los valores mas
elevados de CisC plasmatica (2,2 mg/L) y CisC urinaria (11,10 mg/L) y del
cociente uCisC/uCr (158,57 mg/g) procedieron de una paciente de 28 semanas
de EG (32 postmenstruales) con fallo renal agudo en tratamiento con furosemida

y dopamina en el momento del andlisis, sefialada en rojo en la figura 6.
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Figura 5. Graficos mostrando la ausencia de correlacion entre la edad
gestacional y el cociente uCisC/uCr (A) y uGGT/uCr (B)
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Figura 6. Graficos mostrando la correlacion entre la GGT séricay el
cociente uGGT/uCr (A) y la CisC séricay el cociente uCisC/uCr (B).
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El punto rojo sefiala a una paciente de 28 semanas de EG (32 postmenstruales) con fallo renal agudo en tratamiento
con furosemida y dopamina.
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4.3.3. METABOLISMO DEL FOSFORO

Se establecieron correlaciones entre las variables calcio y fosforo, la hormona
paratiroidea (PTH), la 25-OH vitamina D, la forma activa de la vitamina D (1-25-
20H Vitamina D) y el factor de crecimiento fibrobéastico 23 (FGF23), asi como
con los cocientes urinarios uCa/uCr, uP/uCr y la reabsorcion tubular de fosfato
(TRP). También se analizaron las ingestas diarias de calcio y fésforo y los

marcadores de funcién renal.

Se encontré una fuerte correlacion positiva entre los niveles plasmaticos de
fosforo y FGF23 (coeficiente de correlacion de 0,824, p<0,001). No se encontrd
una asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de fosforoy PTH,
aunque el fosforo mostro una asociacion leve con un cociente uCa/uCr elevado
(coeficiente de correlacion -0,44, p 0,028); y el cociente uCa/uCr elevado se
relaciono con niveles bajos de PTH (coeficiente de correlacion -0,657, p <0,001).
También se encontré una correlacion débil negativa entre los niveles de fosforo
y vitamina D (coeficiente de correlacion -0,546, p 0,005). Por otro lado, no se
encontré ninguna relacién entre los niveles de calcio o fésforo y las ingestas
diarias de estos nutrientes. Tampoco se observo correlacién con los marcadores
seroldgicos ni urinarios de funcion renal (Creatinina, Cistatina C, ni los cocientes
urinarios uCisC/uCr ni uGGT/uCr).

En la tabla 7 se presentan las correlaciones estadisticamente significativas entre
las distintas variables. En las figuras 7 y 8 se muestra de forma grafica la
correlacién del calcio y fésforo con sus principales hormonas reguladoras,
FGF23, paratohormona y vitamina D, mientras que las figuras 9, 10 y 11

muestran los cocientes urinarios y su correlacion con principales las hormonas.
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tCa (mg/dL)
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Tabla 7. Correlaciones entre las principales variables implicadas en el
metabolismo fosfocalcico.

Coeficiente correlacion p

Calcio

- PTH -0,478 0,018

- uP/uCr -0,576 0,003

- RTP 0,637 0,001
Fosforo

- FGF23 0,824 <0,001

- 25-OH-Vit D -0,546 0,005

- uCaluCr -0,44 0,028
PTH

- uCa/uCr -0,657 <0,001

- uP/uCr 0,478 0,018

- RTP 0,637 0,001
25-OH-Vit D

- uCa/uCr 0,487 0,014
1-25 OH-VitD

- uCa/uCr 0,455 0,029

PTH: hormona paratiroidea, 25-OH-Vit D: 25 hidroxicolecalciferol (o calcidiol), 1-25-20H-vit D: 1,25

dihidroxicolecalciferol (o calcitriol), FGF23: factor de crecimiento fibroblastico 23, uCr: Creatinina en orina, uCa: calcio

en orina, uP: fosforo en orina, TRP: reabsorcién tubular de fosfato.

Figura 7. A- Correlacion entre PTH y calcio. B- Correlacion entre 25-OH-

VitD y calcio. C-Correlacién entre FGF23 y calcio.
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tCa: calcio total; PTH: hormona paratiroidea, 25-OH-Vit D: 25 hidroxicolecalciferol (o calcidiol), FGF23: factor de
crecimiento fibroblastico 23.
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Figura 8. A- Correlacion entre PTH y fosforo. B- Correlaciéon entre 25-OH-
VitD y fosforo. C-Correlaciéon entre FGF23 y fosforo.
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PTH: hormona paratiroidea, P: Fosforo, 25-OH-Vit D: 25 hidroxicolecalciferol (o calcidiol), FGF23: factor de crecimiento
fibroblastico 23.
Figura 9. A- Correlacion entre PTH y uCa/uCr. B- Correlacion entre 25-OH-
VitD y uCa/uCr. C-Correlaciéon entre FGF23 y uCa/uCr.
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PTH: hormona paratiroidea, UCa/uCr: cociente calcio/creatinina en orina, 25-OH-Vit D: 25 hidroxicolecalciferol (o
calcidiol), FGF23: factor de crecimiento fibroblastico 23.
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Figura 10
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VitD y uP/uCr. C-Correlacion entre FGF23 'y uP/uCr.
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Figura 11. A- Correlacion entre PTHy RTP (reabsorcion tubular de
fosfato). B- Correlacion entre 25-OH-VitD y RTP. C-Correlacion entre
FGF23y RTP.
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PTH: hormona paratiroidea, 25-OH-Vit D: 25 hidroxicolecalciferol (o calcidiol), FGF23: factor de crecimiento

fibroblastico 23.
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4.4. Estudio ecografico

Se realizo el analisis de los nucleos de osificacion en los 25 pacientes del
estudio. La figura 12 muestra las imagenes ecograficas de la epifisis femoral
distal y tibial proximal de uno de los pacientes del estudio, tanto con la presencia
como sin la presencia de los nucleos de osificacion. Estos nucleos de osificacion
se visualizan como estructuras hiperecoicas en el interior de los cartilagos

epifisarios.
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Figura 12. Imagen ecogréfica de la epifisis femoral distal (EFD) y la
epifisis tibial proximal (ETP).
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Las imagenes A-D muestran la presencia del nucleo de osificacion EFD en los cortes longitudinal (A) y transversal (B) y
del nicleo ETP en los cortes longitudinal (C) y transversal (D) y corresponden a un varén pretérmino de 31+2 , a las 36
semanas de edad postmenstrual . Las imagenes E-H muestran el cartilago EFD sin ndcleo en los cortes longitudinal

(E) y transversal (F) y el cartilago ETP sin nlcleo en los cortes longitudinal (G) y transversal (H).
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4.4.1. NUCLEO DE OSIFICACION FEMORAL DISTAL

La constat6 la presencia del nucleo de osificacion en la epifisis femoral distal
(EFD) en 23 pacientes por parte de ambos observadores. Dos pacientes fueron
dados de alta antes de la aparicion del nucleo de osificacion EFD, a las 35
semanas de edad posmenstrual. El nlcleo de osificacién en la EFD aparecio a
las 37,14 semanas de mediana (RIQ 35,85-40), con un rango entre 34,57y 45,14
semanas. Se observo en 9 pacientes (39,13%) por encima de la semana 38 y en
6 pacientes (26,09%) por encima de la semana 40. Existié acuerdo total entre

los dos observadores (coeficiente kappa de 1, p<0,001).

4.4.2. NUCLEO DE OSIFICACION TIBIAL PROXIMAL

Se observo la presencia del nucleo de osificacion en la epifisis tibial proximal
(ETP) en 6 pacientes. El resto de los pacientes fueron dados de alta antes de la
aparicion de este nucleo. El nacleo de osificacion en la ETP aparecio a las 40,07
semanas de edad postmenstrual de mediana (RIQ 36,14-46,14), con un rango
entre 35,71 y 49,14. Se encontré6 un acuerdo total entre los observadores
(coeficiente kappa de 1, p<0,001). En todos los casos, el nucleo de osificacion
en la epifisis femoral distal ya estaba presente cuando se observaba por primera
vez el nucleo en la tibia proximal. La tabla 8 recoge las medidas de los nucleos
de osificacion de las epifisis femoral distal y tibial proximal asi como el grosor del

cartilago, segun cada observador.

Tabla 8. Medidas de los nucleos de osificacion y grosor del cartilago de
crecimiento en las epifisis femoral distal (EFD) y tibial proximal (ETP).

Observador 1, mediana (RIQ) Observador 2, mediana (RIQ)

Ndcleo EFD

Diametro longitudinal

Diadmetro transversal
Cartilago EFD

Grosor longitudinal

Grosor transversal
Nucleo ETP

Diametro longitudinal

Diadmetro transversal
Cartilago ETP

Grosor longitudinal

Grosor transversal

0,3 cm (0,22-0,32)
0,37 cm (0,33-0,46)

0,29 cm (0,23-0,33)
0,39 cm (0,34-0,48)

0,47 cm (0,38-0,51)
0,43 cm (0,39-0,48)

0,43 cm (0,4-0,49)
0,4 cm (0,37-0,48)

0,37 cm (0,24-0,44)
0,55 cm (0,41-0,59)

0,35 cm (0,25-0,42)
0,56 cm (0,43-0,59)

0,49 cm (0,40-0,59)
0,43 cm (0,38-0,49)

0,48 cm (0,44-0,53)
0,44 cm (0,39-0,51)

82



4.5. Factores clinicos asociados con EMO

La edad gestacional y el peso al nacimiento se asociaron de forma
estadisticamente significativa con la presencia de EMO. Los pacientes afectados
presentaron una edad gestacional mas baja y un peso al nacimiento menor en
comparacién con los no afectados (26,4 vs 30,85 semanas y 900 vs 1275
gramos, respectivamente, p 0,021). Ademas mostraron valores absolutos mas
bajos de talla y perimetro cefélico (figura 13). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas cuando se compararon los percentiles de peso, talla ni

perimetro craneal.

Figura 13. Diagrama de caja mostrando la distribucion de la edad
gestacional (A), el peso al nacimiento (B), la talla al nacimiento (C) y el
perimetro craneal (D) en los pacientes sanos y los que desarrollan EMO.
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Las patologias que mostraron una asociacion estadisticamente significativa con
la enfermedad metabolica 6sea fueron la displasia broncopulmonar (100 vs 15%,
p0,001), la neumonia (80 vs 0%, p<0,001), el ductus arterioso persistente (80 vs
25%, 0,04), el hipotiroidismo (80 vs 10%, p0,005), la anemia (100 vs 20%,
p0,005) y las convulsiones neonatales (40 vs 0%, p0,033) (Figura 14).

Figura 14. Grafico de sectores mostrando la distribucién de displasia
broncopulmonar (A), neumonia (B), ductus arterioso persistente (C),
hipotiroidismo (D), anemia (E), convulsiones (F) en los pacientes sanos y
en los que desarrollan enfermedad metabodlica ésea (EMO).
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También se encontré una asociacion entre la EMO y el retraso en el inicio de la
movilizacion con método madre canguro, con una mediana de 34 dias en

pacientes con EMO vs 4,5 dias en aquellos no afectos (p 0,008), figura 15.

Figura 15. Diagrama de caja mostrando la distribucién del primer dia de
inicio de la movilizacion con método madre canguro (MMC), en los
pacientes sanos y en los que desarrollan enfermedad metabdlica 6sea
(EMO).

Primer dia movilizacion MMC

NO SII
EMO

El tratamiento farmacoldgico a las 3-4 semanas de vida con hidroclorotiazida,
espironolactona, fenobarbital, levetiracetam, opioides, meropenem, vancomicina
y fluconazol también mostré una asociacion estadisticamente significativa con la

enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad.

Todos estos datos se pueden consultar en la tabla 9.
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Tabla 9. Factores clinicos asociados con enfermedad metabélica

O0sea de la prematuridad.

Todos (25) EMO (5) No EMO (20) p

Edad gestacional (s) 30 (26,6-31,2) 26,4 (25,6-27,64) 30,85 (27,89-31,54) 0,021

Sexo femenino 15 (60) 4 (80) 11(55) 0,615

Antropometria al nacimiento
-Peso (g) 1180 (900-1445) 900 (765-950) 1275 (987,5-1568,75) 0,021
-Percentil peso 54,12 (21,63-70,98) | 56,1 (26,18-70,32) 52,66 (11,95-71,06) 0,587
-Talla (cm) 38 (35,5-40,5) 35 (32-36) 39 (36-41) 0,017
-Percentil talla 30,92 (17,24-63,09) | 34,26 (13,17-66,64) | 31,13 (16,95-62,22) 0,838
-Perimetro cefélico (cm) 27 (24-28,75) 23,5 (21,75-25) 27,75 (25,75-29,5) 0,005
-Percentil perimetro cefalico | 37.5 (11,72-69) 37,5 (10,87-45,08) 42,67 (11,49-76,48) 0,341

Diagnésticos
-Apnea de la prematuridad 20 (80) 5 (100) 15 (75) 0,544
-Membrana hialina 17 (68) 5 (100) 12 (60) 0,14
-Displasia broncopulmonar 8(32) 5 (100) 3(15) 0,001
-Neumotérax 1(4) 0 1(5) 1
-Ductus arterioso persistente | 9 (36) 4 (80) 5(25) 0.04
-Comunicacion interauricular | 1 (4) 1 (100) 0 0,2
-Canal auriculoventricular 1(4) 0 1(5) 1
-Hipoglucemia precoz 14 (56) 1(20) 13 (65) 0,133
-Hipotiroidismo 6 (24) 4 (80) 2 (10) 0.005
-Anemia 10 (40) 5 (100) 5 (25) 0.005
-Trombocitopenia 2(8) 0 2 (10) 1
-Reaccion leucoeritroblastica | 2 (8) 1(20) 1(5) 0,367
-Ictericia de la prematuridad 13 (52) 3 (60) 10 (50) 1
-Colestasis neonatal 2(8) 1(20) 1(5) 0,367
-Hemorragia intraventricular | 5 (20) 2 (40) 3 (15) 0,252
-Convulsiones 2(8) 2 (40) 0 0.033
-Enterocolitis necrotizante 2(8) 1(20) 1(5) 0,367
-Sepsis 5 (20) 2 (40) 3(15) 0,252
-Neumonia 4 (16) 4 (80) 0 <0.001
-Meningitis 1(4) 1 (20) 0 0,2
-Peritonitis 1(4) 0 1(5) 1
-Infecciones viricas 3(12) 0 3 (15) 1
-Cirugia 2 (8%) 1(20) 1(5) 0,367

Primera movilizacion en 5 (2,5-13-5) 34 (8-52) 4,5 (2-11,25) 0,008

canguro(d)

Tratamiento farmacolégico 17 (80) 5 (100) 12 (60) 0,14
-Cafeina 15 (60) 5 (100) 10 (50) 0,061
-Levotiroxina 4(16) 2 (40) 2 (10) 0,166
-Hierro 3(12) 0 3(15) 1
-Furosemida 1(4) 1 (20) 0 0,2
-Hidroclorotiazida 2(8) 2 (40) 0 0,033
-Espironolactona 2(8) 2 (40) 0 0,033
-Fenobarbital 2(8) 2 (40) 0 0,033
-Levetiracetam 2(8) 2 (40) 0 0,033
-Opiaceos 3(12) 3 (60) 0 0,004
-Cisatracurio 1(4) 1(20) 0 0,2
-Dopamina 1(4) 1(20) 0 0,2
-Dexametasona 1(4) 1(20) 0 0,2
-lbuprofeno 1(4) 0 1(5) 1
-Fluconazol 3(12) 3 (60) 0 0,004
-Meropenem 2(8) 2 (40) 0 0,033
-Cefotaxima 2(8) 1(20) 1(5) 0,367
-Vancomicina 2(8) 2 (40) 0 0,033
-Gentamicina 1(4) 1(20) 0 0,2
-Clindamicina 1(4) 0 1(5) 1
-Ampicilina 1(4) 0 1(5) 1

EMO: Enfermedad metabdlica ésea de la prematuridad. Las variables se expresan como n (%) o mediana (RIQ).
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4.5.1. FACTORES NUTRICIONALES

Ademas de presentar un menor peso al nacimiento, los pacientes con EMO
mostraron una menor ganancia de peso durante el primer y segundo mes de vida
(Figuras 16 y 17 y tabla 10). Sin embargo, la pérdida méaxima de peso fue variable
en ambos grupos y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(tabla 10).

Observamos que los pacientes con EMO recibieron nutricion parenteral durante
una mediana de 15 dias en el primer mes de vida, en comparacion con los 8 dias
de los pacientes no afectados, resultando estas diferencias estadisticamente
significativas (p 0,007). Ademas, los pacientes con EMO experimentaron mas
dias con nutricion parenteral exclusiva (a dieta absoluta), mas dias con nutricion
parenteral durante el segundo mes de vida y mas dias con alimentacién por

sonda enteral (figura 18, tabla 10).

El tipo de dieta enteral (leche humana fortificada o formula especifica para
prematuros) no mostré asociacion con la EMO. Sin embargo, observamos un
mayor retraso en el inicio del fortificante de leche materna en pacientes con
EMO, con una mediana de 12 dias en comparacién con 7 dias en los pacientes
no afectados (p 0,028). No se encontraron asociaciones estadisticamente
significativas entre la ingesta diaria de liquidos, calorias, proteinas, calcio y
fésforo y el desarrollo de EMO. Tampoco se encontré asociacion con la ingesta

de vitamina D ni con el dia de inicio de la suplementacién vitaminica.

Todos los datos se encuentran disponibles en la tabla 10.

87



Figura 16. Diagrama de caja mostrando la ganancia de peso semanal en el
primer mes (A) y en el segundo mes (B); en los pacientes sanos y los que
desarrollan enfermedad metabdlica 6sea (EMO)
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Figura 17. Grafico de lineas mostrando las medianas de peso al
nacimiento, peso en el primer mes y peso en el segundo mes; en los
pacientes sanos y los que desarrollan enfermedad metabdlica 6sea (EMO)
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Figura 18. Diagrama de caja mostrando los dias de nutricion parenteral en
el primer mes (A), los dias de nutricion parenteral en el segundo mes (B),
los dias con nutricion parenteral exclusiva (C), los dias totales con
alimentacién por sonda enteral (D); en los pacientes sanos y los que
desarrollan enfermedad metabdlica 6sea (EMO).
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Tabla 10. Factores nutricionales asociados con enfermedad metabélica

O0sea de la prematuridad.

Todos (25) EMO (5) No EMO (20) p
% Pérdida méxima de peso 9,9 (4,8-14,5) 14,4 (0,5-14,8) 9,2 (4,95-14,48) 0,892
Peso ler mes (g) 1775 (1220-2100) 1200 (980-1400) 1905 (1387,5-2147,5) | 0,021
Ganancia peso diario 1er mes | 29,28 (16,78-36,07) 17,85 (10,71-25,71) | 30,35 (21,43-41,24) 0,035
(9/d)
Ganancia peso semanal ler | 127,5(68,75-170,63) | 75 (53,75-123,75) 147,5 (85,62-172,5) 0,103
mes (g/s)
Dias con NP exclusiva 1er mes | 0 (0-2) 4 (1,5-9,5) 0 (0-0,75) 0,001
(d)
Dias con NP ler mes (d) 9 (5,5-12,5) 15 (11-21) 8 (5-10) 0,007
Primer dia NE (d) 1(1-1) 1(1-3,5) 1(1-1) 0,088
Primer dia fortificacién LM (d) 9 (6-13) 12 (9,5-22) 7 (6-11,5) 0,028
Tipo de nutricién ler mes
-Nutricién enteral (%) 25 (100) 5 (100) 20 (100) 1
-LM fortificada (%) 21 (84) 5 (100) 16 (80) 0,549
-Férmula prematuros (%) 6 (24) 0 (0) 6 (30) 0,289
-Adicién de MCTs (%) 9 (36) 3 (60) 6 (30) 0,312
-Nutricion parenteral (%) 1(4) 1 (20) 0 0,2
Ingestas ler mes
- Liquidos (ml/kg/d) 160 (149-168) 147 (145-150) 164.5 (157,5-168) 0,095
- Calorias (kcal/kg/d) 130,8 (125.6-140.4) 139,7 (122,5-139,9) 130.7 (126,3-142,2) 0,734
- Proteinas (g/kg/d) 3.7 (3.5-4.5) 3,6 (IQR 3,6-4,3) 3.8 (3,4-4,5) 0,709
- Calcio (mg/kg/d) 146 (134.3-183.3) 146 (141,9-176,5) 150.5 (134,1-185,5) 0,892
- Fésforo (mg/kg/d) 83.6 (72.4-100.4) 87 (76-93,8) 82.3 (71,7-100,6) 0,812
- Vitamina D (Ul/d) 600 (600-700) 800 (500-835) 600 (600-600) 0,173
Peso 2° mes (g) 1927,5 (1557,5- | 1830 (1265-1927,5) | 2300 (1585-2715) 0,072
2377,5)
Ganancia peso semanal 2° | 155 (130,94-198,75) | 111,25 (96,25-155) 183,75 (149,38- 0,028
mes (g/s) 228,75)
Dias con NP 2° mes (d) 0 (0-0) 0 (0-20) 0 (0-0) 0,004
Dias totales con nutricién por | 42 (21-74,5) 90 (74-134,5) 27,5 (21-58,75) 0,002

sonda (d)

EMO: enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad; NP: Nutricion parenteral; NE: nutricién enteral; LM: leche

materna; MCTs: triglicéridos de cadena media. Las variables se expresan como n (%) o mediana (RIQ).
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4.6. Variables bioquimicas relacionadas con EMO

En el momento del screening bioquimico realizado a las 3-4 semanas de vida,

las variables que mostraron una asociacion estadisticamente significativa con la

presencia de EMO fueron los niveles séricos de fosforo y de FGF-23. Los

pacientes con EMO presentaron niveles mas bajos de fosforo y FGF23 en

comparacion con los pacientes no afectados. Ademas, se observaron niveles

urinarios mas altos de Ca/Cr en los pacientes con EMO. Aungue los niveles de

fosfatasa alcalina (FA) séricay FA 6sea fueron mayores en el grupo de pacientes

con EMO, estas diferencias no alcanzaron la significacién estadistica (tabla 11y

figura 19). Los niveles de hormona paratiroidea (PTH) fueron similares en ambos

grupos, y ninguno de los 3 pacientes con PTH > 88 pg/mL fue diagnosticado con

enfermedad metabdlica dsea.

Tabla 11. Factores bioquimicos relacionados con EMO.

Todos (25) EMO (5) No EMO (20) p
Fosforo (mg/dL) 6,9 (6.2-7,3) 5,2 (4,05-6,35) 7,1 (6,6-7,37) 0,003
Calcio (mg/dL) 9,6 (9,450-10) 9,6 (9,25-10,05) 9,65 (9,42-9,97) 0,918
FA (U/L) 333 (286,5-485) 601 (291,5-831,5) | 323,5 (276,75-437,5) | 0,118
FAO (IU/L) 139 (106-186) 222 (113-277) 138 (104-163) 0,213
Creatinina (mg/dL) 0,34 (0,27-0,38) 0,38 (0.23-0,615) | 0,34 (0,28-0,38) 0,495
Cistatina C (mg/L) 1,43 (1,31-1,56) 1,4 (1,17-1,81) 1,44 (1,3-1,57) 0,709
FGF23 (ng/L) 45,9 (13,02-76,77) | 5 (5-9,8) 53,4 (42-84,3) 0,001
PTH (pg/mL) 58 (32,25-75,25) | 43 (22,5-66) 61 (39-78) 0,155
25-OH-Vit D (ng/mL) 27 (20,5-33) 33 (27,5-42) 25 (20-32,75) 0,083
1-25-20H-Vit D (pg/mL) 102 (81-141) 97 (48,5-176,5) 106,5 (87,75-135,75) | 0,941
uP/UCr (mg/mg) 1,78 (0,51-2,59) 0,9 (0,37-1,62) 1,91 (0,62-2,72) 0,185
TRP (%) 92 (86,77-97,69) | 92,34 (81,5-98,9) | 91,29 (86,63-97,15) | 0,786
uCa/uCr (mg/mg) 0,6 (0,31-0,79) 0,8 (0,59-1,44) 0,57 (0,21-0,75) 0,049

EMO: Enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad; FA: fosfatasa alcalina; FAO: fosfatasa alcalina 6sea; FGF23:
Factor de crecimiento fibroblastico 23; PTH: paratormona; 25-OH-Vit D: 25-hydroxycholecalciferol; 1-25-20H-Vit D:
1,25-dihydroxycholecalciferol; uP: fosforo en orina; uCr: creatinina en orina; TRP: Reabsorcién tubular de fosforo; uCa:
calcio en orina;
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Figura 19. A- Diagrama de caja mostrando la distribucién de FGF23
segun la presencia de EMO. B- Diagrama de caja mostrando la

distribucion de fosforo segun la presencia de EMO. C- Diagrama de caja
mostrando la distribucion de FA segun la presencia de EMO. C- Diagrama

de caja mostrando la distribucion de FAO segun la presencia de EMO.
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EMO: Enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad; FGF23: Factor de crecimiento fibroblastico 23; P: Fosforo; FA:

fosfatasa alcalina; FAO: fosfatasa alcalina ésea.
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Los niveles séricos de fésforo y de FGF23, que resultaron significativamente
inferiores en el grupo EMO, mostraron asociacion significativa en el andlisis
univariante de regresion logistica (tabla 12). Por el contrario, no se mantuvo la

significacion estadistica en el andlisis multivariante (tabla 13).

Tabla 12. Analisis univariante de los factores bioguimicos relacionados

con EMO.
OR (IC 95%) p
Fosforo (mg/dL) 0,064 (0,005-0,8) 0,033
Calcio (mg/dL) 0,7 (0,07-7,14) 0,782
FA (IU/L) 1,01 (1-1,02) 0,057
FAO (IU/L) 1,01 (0,99-1,02) 0,154
Creatinina (mg/dL) 897,9 (0,08-10227862) 0,154
Cistatina C (mg/L) 1,32 (0,91-1,90) 0,138
FGF23 (ng/L) 0,885 (0,79-0,99) 0,037
PTH (pg/mL) 0,97 (0,92-1,01) 0,187
25-OH-Vit D (ng/mL) 1,1 (0,9-1,20) 0,112
1-25-20H-Vit D (pg/mL) 1,1 (0,97-1,03) 0,925
uP/UCr (mg/mg) 0,45 (0,15-1,37) 0,161
TRP (%) 0,98 (0,86-1,14) 0,867
uCa/uCr (mg/mg) 53,4 (1,10-2580) 0,044

OR: Odds Ratio; EMO: Enfermedad metabdlica 6¢sea de la prematuridad; FA: fosfatasa alcalina; FAO: fosfatasa
alcalina 6sea; FGF23: Factor de crecimiento fibroblastico 23; PTH: paratormona; 25-OH-Vit D: 25-
hydroxycholecalciferol; 1-25-20H-Vit D: 1,25-dihydroxycholecalciferol; uP: fosforo en orina; uCr: creatinina en orina;
TRP: Reabsorcién tubular de fosforo; uCa: calcio en orina.

Tabla 13. Analisis multivariante de los factores relacionados con EMO.

OR (IC 95%) p
Sexo 0,055 (0,00-90,734) 0,444
Edad gestacional 1,778 (0,393-8,052) 0,455
Fosforo (mg/dL) 0,298 (0,003-30,549) 0,608
FA (IU/L) 1,01 (0,987-1,035) 0,366
FGF23 (ng/L) 0,911 (0,766-1,084) 0,294

OR: Odds Ratio; EMO: Enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad; FA: fosfatasa alcalina; FGF23: Factor de
crecimiento fibroblastico 23.
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Cuando se comparan los distintos parametros bioquimicos (Figura 20), se
observa que a las 3-4 semanas de vida, FGF23 es superior a los parametros
habituales (FA y fosforo) estableciendo el riesgo de EMO: AUC para FGF23 1
(IC 95% 0,83-1), AUC para fosforo 0,93 (IC 95% 0,73-0,99) y AUC para fosfatasa
alcalina de 0,73 (IC 95% 0,51-0,88).

El punto de corte 6ptimo para el FGF23 en el diagnostico de EMO se establece
en 15,45ng/L, con una sensibilidad del 100% (IC 95% 56,55-100) y una
especificidad del 100% y (IC 95% 79,61-100).

Por otro lado, el punto de corte para el fosforo de 4 mg/dl presenta una
especificidad del 100% pero una sensibilidad del 20%, aumentando al 60%

cuando se utiliza el punto de corte de 5,6 mg/dl (manteniendo la especificidad).

En cuanto a los valores de FA, el punto de corte de 500 UIl/L presenta una
sensibilidad del 60% y una especificidad del 90%, mientras que el punto de corte
de 750 UI/L presenta una especificidad del 100% pero la sensibilidad disminuye
al 20%.
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Sensibilidad

Sensibilidad

Figura 20. A- Analisis de la curva ROC de FGF23 para predecir la EMO. B-
Andlisis de la curva ROC de fosforo para predecir la EMO. C- Andlisis de
la curva ROC de FA para predecir la EMO. D- Analisis de la curva ROC de

FAQO para predecir la EMO.
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Sensibilidad

*Area bajo la curva FA: 0,73 (IC 95% 0,51-
10 — 0,88)
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FGF23: Factor de crecimiento fibroblastico 23; FA: fosfatasa alcalina; EMO: Enfermedad metabdlica 6sea de la
prematuridad. S: Sensibilidad. E: Especificidad.
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Segun los resultados obtenidos, en nuestra cohorte de pacientes prematuros a
las 3-4 semanas de vida, solo el 60% de los pacientes fueron clasificados
inicialmente como de alto riesgo de EMO utilizando los parametros bioquimicos
habituales (P<4 mg/dl y/o ALP>750 UI/L), mientras que el resto fueron
diagnosticados en controles posteriores durante el seguimiento. Sin embargo, al
utilizar los niveles de FGF23 y el punto de corte de 15,45ng/L, todos los 5
pacientes (100%) podrian haber sido clasificados como de alto riesgo desde las
3-4 semanas de vida, lo que hubiera permitido anticipar cambios en el

tratamiento (Figura 21).

Figura 21. A-Diagrama de sectores del uso de la combinacion de Fésforo
<4 mg/dl y/o FA> 750IU/L a las 3-4 semanas para predecir EMO.
B- Diagrama de sectores del uso de FGF23<15,45 ng/L a las 3-4 semanas
para predecir EMO.
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4.7. Estudio ecografico y EMO

Observamos que los 5 pacientes con enfermedad metabdlica 6sea (100%)
presentaron una aparicion retardada del nucleo epifisario femoral distal,
ocurriendo después de las 38 semanas postmenstruales. Ademas, la aparicion
de los nucleos de osificacion fue significativamente mas tardia en los pacientes
con enfermedad metabodlica 6sea en comparacion con los pacientes sanos
(40,85 semanas -RIQ 39,36-44,79- vs 36,85 semanas -RIQ 35,64-37,6-; p 0,004)
(ver figura 22).

Figura 22. Diagrama de caja mostrando la distribucion de la aparicion del

nucleo de osificacion femoral distal (EFD) segun la presencia de EMO.
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También encontramos una relacion entre la edad gestacional y el peso al
nacimiento con el retraso en la aparicion de los nucleos de osificacion. Los
pacientes con una osificacion retardada tenian una edad gestacional menor y
una antropometria al nacimiento mas baja en términos de peso, talla y perimetro
craneal, aunque no se observaron diferencias significativas al analizar estos

pardmetros por percentiles.

La osificacion retardada también se asocid con otras condiciones médicas como

enfermedad de membrana hialina, displasia broncopulmonar, neumonia, ductus
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arterioso persistente, hipoglucemia, hipotiroidismo y anemia, varias de las cuales

también estan relacionadas con la enfermedad metabdlica 6sea.

Ademas, se encontré6 que la movilizacion mediante método madre canguro
también fue mas tardia en los pacientes con una aparicion retardada de los
nacleos de osificacién, con un tiempo promedio de 10 dias en comparacion con

4 dias en los pacientes sin retraso (p 0,011).

Asimismo, se observaron diferencias en la evolucion ponderal y el uso de
nutricion parenteral, en concordancia con los hallazgos previos relacionados con
la enfermedad metabdlica 6sea. Los pacientes con una osificacion retardada
presentaron un menor peso total y una menor ganancia de peso durante el primer
y segundo mes de vida. También recibieron nutricion parenteral durante mas
dias en el primer mes, comenzaron la fortificacion de la lactancia materna de
manera mas tardia y requirieron alimentacion mediante sonda enteral durante

un periodo mas prolongado.

Todos estos factores asociados con la aparicion retardada del nucleo epifisario
femoral distal se resumen en la tabla 14 y se comparan con los datos del analisis
de la enfermedad metabdlica 6sea, que ya han sido mostrados previamente en
las tablas 9 y 10.
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Tabla 14. Factores clinicos asociados con aparicion retardada de los
nucleos de osificaciéon y con EMO.

Retardada (9) Normal (14) p Asociacién EMO
Edad gestacional (s) 26,43 (25,64-28,36) | 31,07 (29,46-32,42) 0,005 Si (p 0,021)
Sexo femenino 4 (44,4) 5 (35,7) 1 No
Antropometria al nacimiento
-Peso (g) 900 (772,5-967,5) 1410 (1176,25-1600) 0,009 Si (p 0,021)
-Percentil peso 56,1 (25,05-68,76) 52,66 (7,74-71,87) 0,6 No
-Talla (cm) 35 (33-36) 39,5 (38-41,25) 0,005 Si (p 0,017)
-Percentil talla 34,26 (21,32-66,64) | 31,19 (12,46-62,96) 0,6 No
-Perimetro cefalico (cm) 23,7 (23-25) 28,25 (26,88-29,5) <0,001 Si (p 0,005)
-Percentil perimetro cefalico | 37,5 (15,11-47,79) 56,42 (8,57-83,11) 0,305 No
Diagnésticos
-EMO 5 (55,6) 0 0,004 -
-Apnea de la prematuridad 8 (88,9) 10 (71,4) 0,611 No
-Membrana hialina 9 (100) 6 (42,9) 0,007 No
-Displasia broncopulmonar 7(77,8) 1(7,1) 0,001 Si (p 0,021)
-Neumotérax 0 1(7,2) 1 No
-Ductus arterioso persistente | 6 (66,7) 2 (14,3 0,023 Si (p 0,04)
-Comunicacion interauricular | 1 (11,1) 0 0,391 No
-Canal auriculoventricular 1(11,2) 0 0,391 No
-Hipoglucemia precoz 2(22,2) 12 (85,7) 0,007 No
-Hipotiroidismo 6 (100) 0 0,001 Si (p 0,005)
-Anemia 8(88,9) 2 (14,3) 0,001 Si (p 0,005)
-Trombocitopenia 0 2 (14,3) 0,502 No
-Reaccion leucoeritroblastica | 2 (22,2) 0 0,142 No
-Ictericia de la prematuridad 4 (44,4) 8 (57,1) 0,680 No
-Colestasis neonatal 1(20) 1(5) 0,367 No
-Hemorragia intraventricular | 3 (33,3) 2 (14,3) 0,343 No
-Convulsiones 2(22,2) 0 0,142 Si (p 0,033)
-Enterocolitis necrotizante 2(22,2) 0 0,142 No
-Sepsis 2(22,2) 2(14,3) 1 No
-Neumonia 4 (44,4) 0 0,014 Si (p< 0,001)
-Meningitis 1(11,1) 0 0,391 No
-Peritonitis 1(11,1) 0 0,391 No
-Infecciones viricas 0 3(21,4) 0,253 No
-Cirugia 2(22,2) 0 0,142 No
Primera movilizacién en 10 (5,5-37) 4 (1,75-6,75) 0,011 Si (p 0,008)
canguro(d)
Tratamiento farmacolégico
-Cafeina 8(88,9) 6 (42,9) 0,04 No
-Levotiroxina 2(22,2) 0 0,014 No
-Hierro 0 3(21,4) 0,253 No
-Furosemida 1(11,1) 0 0,391 No
-Hidroclorotiazida 2(22,2) 0 0,142 Si (p 0,033)
-Espironolactona 2(22,2) 0 0,142 Si (p 0,033)
-Fenobarbital 2(22,2) 0 0,142 Si (p 0,033)
-Levetiracetam 2(22,2) 0 0,142 Si (p 0,033)
-Opiaceos 3(33,3) 0 0,047 Si (p 0,004)
-Cisatracurio 1(11,1) 0 0,391 No
-Dopamina 1(11,1) 0 0,391 No
-Dexametasona 1(11,1) 0 0,391 No
-Ibuprofeno 1(11,1) 0 0,391 No
-Fluconazol 3(33,3) 0 0,047 Si (p 0,004)
-Meropenem 2(22,2) 0 0,142 Si (p 0,033)
-Cefotaxima 2(22,2) 0 0,142 No
-Vancomicina 2(22,2) 0 0,142 Si (p 0,033)
-Gentamicina 1(11,1) 0 0,391 No
-Clindamicina 1(11,1) 0 0,391 No
-Ampicilina 1(11,1) 0 0,391 No
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Evolucion ponderal
-% Pérdida maxima de peso
-Peso ler mes (g)
-Ganancia peso diario ler
mes (g/d)
-Peso 2° mes (g)

-Ganancia peso semanal 2°
mes (g/s)

Factores nutricionales

-Dias con NP exclusiva ler
mes (d)

-Dias con NP ler mes (d)

-Primer dia NE (d)

-Primer dia fortificacion LM
(d)

-Dias con NP 2° mes (d)

-Dias totales con nutricion
por sonda (d)

11,9 (1-14,8) 7,82 (4,85-14,4) 0,975 No

1200 (1010-1470) 2000 (1683,75-2185) | 0,01 Si (p 0,021)
17,85 (12,5-26,43) | 32,14 (26,24-43,39) 0,038 Si (p 0,035)
1720 (1440- 2550 (1925-2937,5) 0,04 No
1966,25)

143,75 (109,38- 1975 (166,25-270) 0,019 Si (p 0,028)
156,25)

2(0,5-7) 0 (0-0) 0,003 Si (p 0,001)
11 (9,5-21) 6,5 (5-10) 0,013 Si (p 0,007)
1 (1-1,5) 1(1-1) 0,406 No

10 (9-19,5) 6 (6-9,75) 0,005 Si (p 0,028)
0 (0-9) 0 (0-0) 0,071 Si (p 0,004)
76 (59-91) 27,5 (21-58,75) 0,005 Si (p 0,002)

EMO: enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad; NP: Nutricion parenteral; NE: nutricion enteral; LM: leche

materna. Las variables se expresan como n (%) o mediana (RIQ).

101



En el andlisis de la relacion entre la aparicion de los nucleos de osificacion y las
variables bioquimicas relacionadas con el metabolismo 6seo (Tabla 15), se
encontré6 que los pacientes con una aparicion retardada de los nucleos de
osificacion (por encima de las 38 semanas de edad postmenstrual) presentaban
niveles mas bajos de fosforo y de FGF23 en el analisis bioquimico a las 3-4
semanas de vida. Ademas mostraban niveles mas elevados de fosfatasa alcalina
y fosfatasa alcalina 6sea, con diferencias estadisticamente significativas. Estos
hallazgos sugieren una asociacion entre el retraso en la aparicion de los ndcleos
de osificacion y alteraciones en los marcadores bioquimicos del metabolismo
0seo. Los niveles méas bajos de fésforo y FGF23 podrian estar relacionados con
la deficiente mineralizacion 6sea en estos pacientes, mientras que los niveles
elevados de fosfatasa alcalina podrian indicar un aumento en la actividad de

formacion ésea en respuesta a la falta de mineralizacion adecuada.

Tabla 15. Variables bioquimicas del metabolismo 6seo y su asociacion
con la aparicion retardada de los nucleos de osificacion.

Retardada (9) Normal (14) p

Fosforo (mg/dL) 6,2 (4,9-6,55) 7.3 (6,9-7,6) <0,001
Calcio (mg/dL) 9,6 (8,95-9,9) 9,65 (9,47-9,93) 0,410
FA (IU/L) 456 (332,5-734) 311,5 (248,75-370) 0,017
FAO (IU/L) 186 (139-237,5) 127 (93,5-147) 0,007
FGF23 (ng/L) 10,6 (5-43,2) 75,8 (44,5-90,9) 0,002
PTH (pg/mL) 63 (35,5-78) 51,5 (37,75-77,25) 0,925
25-OH-Vit D (ng/mL) 26 (23-37) 29,5 (19-33,5) 0,658
1-25-20H-Vit D (pg/mL) 111 (78,25-149,25) | 98 (79,5-137,5) 0,587
uP/UCr (mg/mg) 1,25 (0,58-2,41) 1,91 (0,86-2,75) 0,557
TRP (%) 90 (81,5-98,18) 91,29 (87,2-96,28) 0,557
uCa/uCr (mg/mg) 0,6 (0,48-1,07) 0,67 (0,24-0,81) 0,6

EMO: Enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad. FA: fosfatasa alcalina; FAO: fosfatasa alcalina 6sea; FGF23:
Factor de crecimiento fibroblastico 23; PTH: parathormona; 25-OH-Vit D: 25-hydroxycholecalciferol; 1-25-20H-Vit D:
1,25-dihydroxycholecalciferol; uP: fosforo en orina; uCr: creatinina en orina; TRP: Reabsorcién tubular de fosforo; uCa:
calcio en orina.
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Como se muestra en la figura 23, se observa una correlacion positiva fuerte entre
la aparicion del nucleo DFE y los niveles de fosfatasa alcalina, y especialmente
de fosfatasa alcalina 6sea, a las 3-4 semanas de vida (Coeficiente de correlacidon
de 0,674 y 0,789, respectivamente, p <0,001). También se encontré una
correlacidon negativa con los niveles de FGF 23 (Coeficiente de correlacion de -
0,687, p 0,01) y una correlacién negativa con los niveles de fésforo, aunque esta

ultima no alcanzé la significacion estadistica (coeficiente de -0,542, p 0,08).

Figura 23. Graficos mostrando la correlacion entre la edad postmenstrual
de aparicion del nucleo de osificacién femoral distal (ntcleo EFD) y los
niveles de FGF23 (A), fosforo (B), fosfatasa alcalina (C) y fosfatasa
alcalina 6sea (D).
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FGF23: Factor de crecimiento fibroblastico 23; P: fésforo; FA: fosfatasa alcalina; FAO: fosfatasa alcalina 6sea.
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5- DISCUSION
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5. 1. Metabolismo del fosforo en el prematuro

El metabolismo del calcio y la regulacion de la calcemia han sido ampliamente
estudiados durante décadas. Sin embargo, hasta nuestro conocimiento, este es
el primer estudio que analiza de manera integral los mecanismos reguladores

del fésforo en pacientes prematuros.

Segun los conocimientos actuales sobre la fisiologia del fésforo en condiciones
normales y en pacientes sanos, los niveles séricos se regulan en funcion de la
cantidad de fosforo ingerida en la dieta y a la accion de la PTH, la vitamina D y
especialmente el factor de crecimiento de fibroblastos 23, que actiuan a nivel

renal, intestinal y éseo.

En nuestra muestra de pacientes prematuros encontramos una mediana de
fésforo de 6,9 mg/dL (RIQ 6,2-7,3). Se observa una correlacion muy fuerte y
positiva entre los niveles de fosforo y los niveles de FGF23 (coeficiente de
correlacion de 0,824, p<0,001), con una fuerza mucho mayor que la relacion
encontrada con las otras dos hormonas reguladoras, la PTH y la vitamina D. La
mediana de FGF23 obtenida es de 45.9 ng/L (RIQ 13,03-76,78) con un rango de

5a101,2 ng/L, sin diferencias significativas segun la edad gestacional ni el sexo.

Hasta nuestro conocimiento, no existen datos previamente publicados sobre los
valores normales de FGF23 en grandes prematuros. Sin embargo, nuestros
datos no difieren significativamente de los valores normales publicados en
adultos®-284 ni en nifilos sanos con una media de 8 afios (35 pg/mL, 8,8-120)%°.
En lactantes, el estudio previo de Enlund-Cerullo® a los 12 y 24 meses, mostro
ciertas diferencias por sexo y edad, con una media de FGF23 intacto de 45,2 a
los 12 meses y 42,5 pg/mL a los 24 meses en niflas y de 41,4 a los 12 meses y
38,1 pg/mL a los 24 meses en nifios. En neonatos, el estudio de Holmlund-
Suila®’en recién nacidos sanos mostr6 valores bajos de FGF23 intacto en la
sangre de cordon (3 pg/ml, sin diferencias por sexo), con aumento de estos
valores a los 3 meses (51,4 en nifias y 25,9 pg/mL en nifios) y con buena

correlacion entre los valores de fosforo y de FGF23 intacto en el grupo de las
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nifias (p 0,004). El analisis de los valores FGF23 en nuestra cohorte, por tanto,
sugiere que a las 3-4 semanas de vida en grandes prematuros el eje FGF23-
Klotho ya es funcionante, de forma similar a los lactantes de mayor edad y

adultos.

Por otro lado, encontramos que los niveles de PTH se correlacionan
inversamente con la calcemia (p 0,018) y el cociente Ca/Cr en orina (p <0,001),
y se correlacionan directamente con el cociente urinario P/Cr (p 0,018). Es decir,
niveles mas altos de PTH se relacionan con niveles bajos de calcio en sangre,
niveles bajos de calcio en orina y niveles altos de fosforo en orina. Sin embargo,
a diferencia de otros estudios en adultos®4, no encontramos una correlacion
significativa entre los niveles de PTH y la fosfatemia, aunque si encontramos
relacion inversa entre la fosfatemia y el cociente Ca/Cr (p 0,028), lo cual
concierda con el mecanismo de acciéon de la PTH, cuyo efecto sobre el rifidn es

fosfaturico y ahorrador de calcio.

En cuanto a la vitamina D, observamos una correlacion débil negativa entre los
niveles de fosfatemia y los niveles de 25-OH-VitD (p 0,005). Sin embargo, no
encontramos una correlacion significativa entre los niveles de vitamina D activa
(1-25-20H-vit D) y los niveles de fosfatemia en prematuros. Este aspecto no ha
sido bien estudiado en prematuros hasta la fecha. En nuestro estudio, pudimos
determinar los niveles de vitamina D activa en 23 de los 25 pacientes, obteniendo
una mediana de 102 pg/mL (RIQ 81-141).

Aparte de los factores hormonales, el estudio de las ingestas de fosforo no
mostré una correlacion con la fosfatemia, sin embargo, pueden influir dos
factores: que las ingestas en todo el grupo fueron generalmente uniformes y
acordes a las recomendaciones establecidas (rango entre 66,4 y 119,35
mg/kg/d) y que, a igual ingesta, puede haber diferencias en la absorcion, debidas
a mecanismos variables de permeabilidad o dafio intestinal, asociados con la

propia inmadurez intestinal por la prematuridad o patologias asociadas.
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De manera similar a la variabilidad en la absorcién intestinal, la prematuridad y
las patologias asociadas pueden influir en la respuesta tubular renal en esta
poblacidn, especialmente teniendo en cuenta que la maduracion glomerular y

tubular continua hasta las 34 semanas de edad postmenstrual.

La evaluacion de la funcion renal en prematuros es compleja. Los niveles séricos
de creatinina presentan una amplia variabilidad a lo largo del tiempo, con un pico
en los primeros 5 dias de vida y un descenso progresivo. Ademas, varian en
funcién del grado de prematuridad, con niveles mas elevados a menor edad
gestacional®. En los ultimos afios, la cistatina C plasmatica se ha utilizado como
alternativa a la creatinina para estimar el filtrado glomerular, ya que tiene una
mayor sensibilidad y no estéa influenciada por la masa muscular, aunque aun no
estan bien establecidos sus valores normales en recién nacidos. El estudio de
Lee et al.?? en los primeros 30 dias de vida muestra como los prematuros de
menos de 28-32 semanas presentan una disminucion de la cistatina C
plasmatica de 1,6 1,60 +0,21 en los primeros tres dias a 1,50 mg/L en el cuarto-
sexto dias de vida, aumentando gradualmente hasta los 22-30 dias, con cifras
en torno al mes de vida similares a las encontradas en nuestro estudio. Aunque
la cistatina C presenta ventajas respecto a la creatinina, también hay que tener
en cuenta que los niveles de cistatina C urinaria se elevan en neonatos con

sepsis lo cual puede dificultar su interpretacion®.

En cuanto a la evaluacion de la funcion tubular, el estudio de la cistatina C y la

GGT en orina han mostrado resultados prometedores en estudios recientes.

La cistatina C filtra de forma libre en el glomérulo y se reabsorbe y se cataboliza
por completo en el tdbulo proximal, sin que se encuentre en cantidades
significativas en orina. Por lo tanto, su presencia en la orina puede indicar lesion
tubular®>®?, Se ha evaluado su utilidad en neonatos como marcador de dafio
renal agudo en estudios previos®°4%, y se han encontrado niveles elevados en

estos pacientes, al igual que en la paciente de nuestro estudio.
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Respecto a la utilidad de la cistatina C como marcador de madurez tubular en
prematuros, estudios previos de Askenazi et al.®® muestran que los niveles de
cistatina C urinaria varian con la edad gestacional evidenciando una correlacién
negativa entre los valores de uCisC y el cociente uCisC/uCr con la edad
gestacional. Los datos de Li et al.®* también indican que el pico de cistatina C
urinaria se correlaciona negativamente con la edad gestacional y el peso al

nacimiento, sin encontrar correlacion con la edad postmenstrual ni el sexo.

En nuestro estudio, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
uCisC ni en el cociente uCisC/uCr en funcion de la edad gestacional ni de la
edad corregida. Tampoco se observaron diferencias en relacién al peso al
nacimiento. Sin embargo, es importante destacar que en el momento del analisis,
los pacientes tenian entre 3 y 4 semanas de edad cronoldgica, lo que implica
una edad postrmenstrual mayor de 30 semanas en la mayor parte de los casos
(80%). Estos resultados se alinean con los datos mas recientemente publicados
por Askenazi et al.®’, quienes también encontraron diferencias por edad
gestacional a las edades postmenstruales de 24 y 27 semanas, pero estas

diferencias se igualaron a las 30 y 34 semanas de edad postmenstrual.

En cuanto a la GGT, es una enzima presente en el tubulo renal proximal y
también se encuentra en otros érganos como el higado, pancreas e intestino. El
analisis de GGT en orina se ha utilizado como marcador de dafio tubular en
pacientes adultos con diversas patologias renales, como la nefropatia diabética
o el dafio renal agudo®8:99.100.101,102,.103 'Sjn embargo, en neonatos prematuros, no
se conocen ni se han estudiado los valores normales ni su papel como marcador

de disfuncién tubular.

En nuestro estudio se obtuvieron valores de GGT urinaria de 23 IU/L (RIQ 17,5-
53,5), similares a los valores en adultos21%3, y un cociente uGGT/uCr con una
mediana de 176,92 IU/g (RIQ 132,5-366,67). Se observé una ligera correlacion
positiva entre los niveles de GGT plasmatica y urinaria, pero no se encontro
correlaciébn con la edad gestacional, la edad corregida, ni con los demas

paradmetros de funcion renal.
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En resumen, hasta ahora no se han obtenido resultados concluyentes sobre la
utilidad de las moléculas Cistatina C y GGT en orina para la evaluacion del
metabolismo del fésforo en prematuros. No se ha podido establecer su papel
como marcadores de funcién tubular y tampoco han mostrado buena correlacion
con la reabsorcion tubular de fosfato ni con los demas indices urinarios. Por lo
tanto, se requieren nuevos estudios en este campo para determinar el papel de
estas moléculas en la evaluacion de la funcion tubular en recién nacidos

prematuros.
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5.2. Prevalencia y factores de riesgo de enfermedad metabdlica 6sea

En la poblacién estudiada, la prevalencia observada de enfermedad metabdlica
de la prematuridad es de 17 por cada 100 recién nacidos vivos menores de 32
semanas de edad gestacional o de 1500 gramos. Esto se traduce en 5 casos
entre los 29 pacientes nacidos con esas caracteristicas. De los prematuros
menores de 32 semanas o de 1500 gramos participantes en el estudio, un 20%
han presentado EMO. Estas cifras estan en linea con estudios previos que
reportan una variabilidad en la prevalencia de EMO, con valores que oscilan
entre el 16 y el 60%30:31.32,

Estos resultados sugieren que la enfermedad metabdlica ésea es una
complicacion relativamente frecuente en los recién nacidos prematuros y que se
encuentra dentro del rango de prevalencia observado en investigaciones
anteriores. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la prevalencia puede
variar en diferentes poblaciones y contextos, por lo que estos datos son

especificos para su estudio en particular.

Con respecto a los factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad
metabdlica 6sea, la prematuridad extrema y el muy bajo y extremo bajo peso al
nacimiento son dos de los factores mejor descritos?®404142 'y nuestros resultados
respaldan esta asociacion. En nuestro estudio, los pacientes con EMO
presentaron una edad gestacional mas baja (24,6 vs 30,85 semanas, p 0,021) y
un menor peso al nacimiento (900 vs 1275 gramos, p 0,021), en comparacion
con los pacientes sin EMO. Estos resultados son consistentes con los hallazgos
previos de Hung et al.?° quienes observaron que los pacientes con EMO tenian
una menor edad gestacional (27,2 vs 30,3 semanas) y un menor peso al
nacimiento (959 vs 1283 gramos). La prematuridad conlleva una pérdida de la
mineralizacidbn maxima que ocurre en el tercer trimestre de la gestacién, y el bajo
peso al nacer se asocia tanto con la prematuridad como con la insuficiencia
placentaria, que puede afectar al transporte de minerales al feto. Los factores

relacionados con insuficiencia placentaria, como la preeclampsiay el crecimiento
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intrauterino restringido, también se han relacionado con esta enfermedad322°.
Aunque los datos especificos del embarazo no se recopilaron en nuestro estudio,
no se pudo demostrar asociacidon con el percentil de peso al nacimiento corregido

por la edad gestacional.

En cuanto a los factores de riesgo postnatales, en nuestra muestra, se observo
una mayor prevalencia de displasia broncopulmonar (100 vs 15%), ductus
arterioso persistente (80 vs 25%), neumonia (80 vs 0%), anemia (100 vs 20%),
hipotiroidismo (80 vs 10%) y convulsiones (40 vs 0%) en el grupo de pacientes
con enfermedad metabolica Osea, con diferencias estadisticamente
significativas. Estudios previos también han mostrado una asociacion entre la
enfermedad metabdlica 6sea y otras patologias como la displasia
broncopulmonar, enfermedades neuroldgicas, sepsis, colestasis, dafio intestinal
y enfermedad renal®33644, Entre los posibles mecanismos causales, la displasia
broncopulmonar, la neumonia, el ductus y la anemia comparten una base
fisiopatoldégica comun, ya que aumentan los requerimientos energéticos, lo que
puede comprometer el suministro de minerales al hueso®. Las enfermedades
neurolégicas severas pueden ocasionar periodos prolongados de inmovilizacion
lo que promueve un aumento de la resorcion ésea por falta de estimulacion
mecanica, segun el modelo “mecanostatico”354, Este efecto también puede
observarse en pacientes inestables, en los cuales se retrasa el inicio de la
movilizacion fuera de la incubadora en la practica clinica. En nuestro estudio,
encontramos que el inicio del método madre canguro fue significativamente mas
tardio en los pacientes con EMO que en los pacientes sanos (34 vs 4,5 dias, p
0,008).

Ademas de los factores mencionados anteriormente, el papel de la nutricion
también ha sido ampliamente estudiado como un factor de riesgo modificable en
la enfermedad metabdlica 6sea. Se ha demostrado desde hace décadas que los
recién nacidos alimentados exclusivamente con leche materna presentan niveles
méas bajos de fosforo en comparacion con aquellos que reciben férmulas
especiales o suplementos minerales*®, y los prematuros alimentados con leche
materna no fortificada tienen un riesgo del 40% de desarrollar raquitismo en

comparacion con el 16% de aquellos alimentados con férmulas especiales®°.
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En nuestra muestra no encontramos diferencias en funcion del tipo de
alimentacién recibida (materna o férmula). No obstante, es importante destacar
gue los fortificantes de la leche materna se administraron universalmente segun
las recomendaciones actuales. Tampoco encontramos diferencias en las
ingestas diarias de liquidos, calorias, proteinas, calcio ni fésforo. Sin embargo,
observamos que los pacientes con EMO comenzaron la fortificacién de la leche
materna de forma mas tardia, con una mediana de 12 dias en pacientes con
EMO en comparacién con 7 dias en pacientes sanos (p 0,028). Ademas, a pesar
de no haber diferencias significativas en los aportes calorico-proteicos, los
pacientes con EMO presentaron una menor ganancia ponderal durante el primer

mes en comparacion con los pacientes sin EMO (17,9 g/d vs 30,4 g/d, p 0,035).

Por dltimo, la nutriciébn parenteral prolongada también mostré una asociacion
estadisticamente significativa con la presencia de EMO, con una mediana de 15
dias en el grupo de pacientes con EMO en comparacion con los 8 dias en los
pacientes sanos (p 0,007). La nutricion parenteral prolongada es un factor de
riesgo bien establecido para el desarrollo de EMO?33404451 debido a que la
ingesta de minerales es menos efectiva en lactantes con mala tolerancia
digestiva®! y, ademas, la nutricién parenteral exclusiva dificulta alcanzar los
requerimientos fisiologicos de minerales, debido a los problemas de estabilidad

y precipitacion calcio-fosfato en las preparaciones parenterales#0:47,

Ademas de lo previamente descrito, el uso de ciertos medicamentos como
diuréticos, glucocorticoides, antiacidos, cafeina o antibioticos también se ha
relacionado con enfermedad metabdlica dsea 3336404452 Aunque en este estudio
se recopilaron los tratamientos farmacolégicos que recibian los pacientes al
momento de la extraccidn, estos datos por si solos no permiten inferir una

relacion causal, ya que no eran parte del objetivo del estudio.
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5.3. Marcadores bioquimicos de enfermedad metabdlica 6sea

En cuanto a los marcadores bioquimicos de la enfermedad metabdlica 6sea de
la prematuridad (EMO), no existe un unico marcador que pueda ser utilizado de
forma aislada para su diagnéstico®344194, Sin embargo, este estudio muestra que
en comparacion con los marcadores mas ampliamente utilizados, como la
fosfatasa alcalina (FA) y fosforo, el FGF23 (factor de crecimiento de fibroblastos
23) presenta una mayor sensibilidad y especificidad para el diagnéstico

temprano de la EMO.

Para comprender el papel de los marcadores bioquimicos en la EMO es

necesario entender las bases fisiopatoldgicas de la enfermedad.

En un estado de calcipenia, que puede ocurrir debido a una ingesta o absorcion
inadecuadas de calcio, o a una deficiencia de vitamina D, la hormona
paratiroidea (PTH) actda movilizando calcio y fosforo del hueso, y excretando
fésforo en la orina, con el fin de normalizar los niveles de calcio en sangre. Esto
lleva a situacion de hipofosfatemia debido a la disminucion de los niveles de
fésforo en sangre. Lo mismo ocurre en situaciones con bajos aportes dietéticos
de fésforo o incremento de las pérdidas de fésforo en la orina. Asi, tanto la
calcipenia como la fosfopenia resultan en una situaciéon de hipofosfatemia, que

es factor final que causa el raquitismo3319,

En el raquitismo ocurren dos procesos principales relacionados con la
hipofosfatemia; por un lado, en el cartilago de crecimiento, la hipofosfatemia
provoca la detencion de la apoptosis en los condrocitos hipertroficos, lo que
provoca raquitismo; mientras que por otro, en los osteoblastos, la hipofosfatemia

inhibe la maduracién y la mineralizacion, lo que resulta en osteomalacia'®®.

Estudios in vitro en condrocitos primarios han demostrado que el fosfato actda
como mediador en la apoptosis de los condrocitos hipertroficos mediante la
activacion de la via mitocondrial dependiente de caspasa-9 19510 Ademas, el
proceso de diferenciacion de los osteoblastos y la mineralizacion de la matriz

Osea también requieren la participacion del fésforo. La actividad enzimatica de
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la fosfatasa alcalina produce fosfato libre que ingresa a la célula a través de un
transportador de fosfato dependiente de sodio, lo cual regula la transcripcion de
genes y la funcién celular en los osteoblastos®’1%8  La baja concentracion
intracelular de fosfato estimula la osteocalcina 1 (un factor paracrino que
promueve el transporte de fosfato) y la expresion de ALP, para mantener el
fosfato intracelular y la expresion de osteopontina en niveles normales y facilitar
la formacion 6sea. Por lo tanto, para la mineralizacion de los osteocitos, es
necesario mantener una concentracion intracelular de fosfato adecuada, lo cual

no siempre es posible en un estado de fosfopenia.

5.3.1. FOSFORO

Segun los estudios realizados hasta el momento, la hipofosfatemia se ha
identificado como el marcador mas temprano de alteracion en el metabolismo
mineral, manifestadndose desde los 7-14 dias de vida**. En la muestra analizada
en este estudio, a las 3-4 semanas de vida, los pacientes con EMO presentaron
niveles séricos de fésforo mas bajos que los controles (5,2 vs 7,1 mg/dl, p 0,003),
con una sensibilidad del 60% y especificidad del 100% para el diagnéstico de
EMO cuando se usa el punto de corte de 5,6 mg/dl. Un punto de corte de 4 mg/d|
muestra una alta especificidad (100%), pero una sensibilidad mas baja (20%), lo

gue lo hace menos adecuado para detectar pacientes de alto riesgo.

En relacién al fosforo, un estudio realizado por Catache et al.>” demostré que los
niveles de fosforo por debajo de 3,6 mg/dl (1,16 mmol/L) en recién nacidos
amamantados con leche materna indicaban un mayor riesgo de EMO. Otro
estudio realizado por Backstrom et al.>8, encontré que niveles de fésforo por
debajo de 5,6 mg/dl (<1,8 mmol/L) en prematuros con edad gestacional media
de 30 semanas y 1490 gramos, se relacionaban con la presencia de raquitismo
radioldgico, lo que concuerda con los resultados del presente estudio. Ademas,
Viswanathan et al.®® observaron diferencias significativas en los valores de
fésforo entre casos y controles ya desde las primeras 1-4 semanas de vida (5,61
vs 5,95 mg/dl, p0,04).

116



5.3.2. CALCIO

En cuanto al calcio, a diferencia del fésforo, no es un buen marcador de
enfermedad metabdlica 6sea. En el presente estudio, los niveles séricos de
calcio fueron similares en ambos grupos (alrededor de 9,6 mg/dL de mediana en
ambos grupos, p 0,918), en concordancia con los hallazgos de otros estudios

previos®®.

El calcio no se utiliza comunmente como marcador de la EMO debido a que los
niveles en sangre se mantienen dentro del rango normal incluso en situaciones

de deplecién de calcio*, gracias a la accién de la hormona paratiroidea.

5.3.3. FOSFATASA ALCALINA Y FOSFATASA ALCALINA OSEA

Respecto a la fosfatasa alcalina (FA) y la fosfatasa alcalina 6sea (FAO), la FA
ha sido ampliamente estudiada y utilizada como marcador de la EMO. Niveles
de FA superiores a 500 U/L se han asociado con alteracion del metabolismo
6seo y niveles superiores a 700 U/L con desmineralizacion 6sea®®%°, En el
presente estudio, los niveles de FA a las 3 semanas de vida fueron mayores en
el grupo de pacientes con EMO (601 vs 323,5 Ul/L) aunque las diferencias no

alcanzaron la significacién estadistica (p 0,118).

En el estudio realizado por Backstrom et al.®® con 43 pacientes prematuros
menores de 33 semanas, se demostrd que niveles de FA superiores a 900 UI/L
junto con niveles de fosforo inferiores a 5,6 mg/dL, tenian una sensibilidad y
especificidad diagnéstica del 70 y 100% respectivamente, cuando estos se
determinaban a los 3 meses de vida. Cuando se evaluo la FA a las 3 semanas
de vida, los niveles fueron mayores en el grupo de EMO (1019 vs 817 UI/L), pero
nuevamente las diferencias tampoco alcanzaron la significacion estadistica (p
0,06).
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Por otro lado, Viswanathan et al.3® demostraron que niveles pico de FA
superiores a 500 IU/L en prematuros menores de 30 semanas de gestacion se
asociaban con la EMO, con una sensibilidad del 76,1% y una especificidad del
66,6%. Observaron que las diferencias en los niveles de FA entre los casos y los
controles solo eran significativas en el periodo de vida entre las 5-8 semanas
(459,3 vs 353,4 UI/L, p 0,001), y no resultaba ser un buen marcador en las
primeras 1-4 semanas de vida (354,4 vs 325,3 UI/L, p 0,48), lo cual concuerda

con los resultados del presente estudio.

La FA aumenta fisiologicamente durante las primeras 3 semanas de vida,
alcanzando un pico a las 6-12 semanas®®. Ademas, la FA se expresa en multiples
tejidos (higado, hueso, rifién, intestino, cerebro, etc.), lo cual hace que aumente
en otras patologias como la colestasis neonatal'®®. La FA aumenta
paralelamente a los niveles de bilirrubina directa durante las primeras 8 semanas

de vida®, lo que dificulta su andlisis.

La variabilidad fisiolégica en sus niveles y la asociacion con la colestasis,
dificultan la interpretacion de la FA como marcador de EMO. En este sentido, el
analisis de la isoenzima especifica de hueso (FAO) tampoco ha resultado
determinante, ya que aunque los niveles de FAO fueron mayores en el grupo de
pacientes afectados, estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica
(222 vs 138 UI/L, p 0,213).

El uso de los niveles de FAO no mejoré el rendimiento diagnéstico (area bajo la
curva de FA 0,73 y de FA-O 0,68), lo cual concuerda con lo descrito en el estudio
de Backstrom et al.8, donde encontraron una correlacion fuerte entre los niveles
totales de FA y los de FAO en todos periodos de edad estudiados (3 semanas
de edad cronologica y 3-6 meses de corregida), sin mejoria en el rendimiento
diagndstico para la EMO, con un area bajo la curva de 76,4% para la FA y de

65,8% para la FAO a los 3 meses.

En resumen, aunque la FA y la FAO parecen ser buenos marcadores de
desmineralizacion en el seguimiento, su utilidad disminuye cuando se usan a las

3-4 semanas, que es cuando se recomienda iniciar el screening.
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5.3.4. OTROS MARCADORES

Diversos estudios sugieren que los niveles de PTH por encima de 100 pg/ml en
recién nacidos de bajo peso extremo pueden indicar riesgo de enfermedad
metabdlica 6sea®?®l. Sin embargo, en la muestra de este estudio no se
encontraron diferencias significativas en los valores de PTH entre los pacientes
afectados y sanos, y ninguno de los 2 pacientes con niveles de PTH superiores

100 pg/ml fue diagnosticado con EMO.

Los niveles altos de PTH, junto al estudio de los indices urinarios, pueden ser
Utiles para evaluar la causa subyacente de la hipofosfatemia. Una baja
reabsorcion tubular de fosfato (TRP) con una PTH elevada sugiere una
deficiencia de calcio como mecanismo causal, mientras que una TRP alta con

una PTH normal o baja sugiere deficiencia de fésforo32.

En nuestra muestra de estudio, no se encontraron diferencias significativas en la
TRP entre sanos y afectados, aunque tres de los cinco pacientes con EMO
presentaban una TRP alta (>91%). Tampoco hubo diferencias significativas en
el cociente uP/uCr. Sin embargo, se observé que los pacientes con EMO tenian
un cociente Ca/Cr en orina superior en comparacién con los sanos (0,8 vs 0,57
mg/mg, p 0,049) y una correlacion negativa entre los niveles de PTH y el cociente
uCa/uCr (-0,657, p <0,001). Esto puede sugerir que el principal mecanismo

subyacente a la EMO en esta muestra es la hipofosfatemia y no la hipocalcemia.

5.3.5. FGF23

En relacion con el factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23), se encontro
gue los pacientes con EMO tenian niveles mas bajos de FGF23 que los
pacientes no afectados (5 vs 53,4 ng/L, p 0,001). Es sorprendente que, a pesar
de la relevancia fisiopatologica de la hipofosfatemia en el raquitismo, no se haya

estudiado hasta la fecha el papel de FGF23 como marcador de esta enfermedad.
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Segun los datos obtenidos, el punto de corte de FGF23 de 15,45 ng/L a las 3-4
semanas de vida presenta una sensibilidad y especificidad del 100% para el
diagnostico de EMO, siendo de forma temprana mas preciso que marcadores
convencionales, como el fésforo y la fosfatasa alcalina (area bajo la curva de 1
para FGF23, de 0,93 para fosforo y de 0,73 para fosfatasa alcalina).

En comparacion con los marcadores habituales utilizados en nuestra muestra,
retrospectivamente, encontramos que solo tres de los cinco pacientes (60%) se
clasificaron inicialmente como de alto riesgo segun los pardmetros
convencionales (P<4 mg/dl y/o ALP>750 UI/L). Sin embargo, utilizando FGF23y
el punto de corte de 15,45 ng/L los cinco pacientes (100%) podrian haber sido
clasificados como de alto riesgo desde las primeras semanas de vida,

permitiendo anticipar cambios en el tratamiento.
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5.4. Marcadores radiolégicos de enfermedad metabdlica 6sea

En cuanto a los marcadores radiolégicos de la enfermedad metabdlica ésea
(EMO), es importante tener en cuenta que técnicas como la densitometria 6sea
(DEXA)®5:6668 o el ultrasonido cuantitativo (QUS)®%7%71 son utilizadas en
estudios de investigacion para evaluar la densidad mineral 6sea con resultados
excelentes. Sin embargo, en la practica clinica de las unidades neonatales, estas
técnicas no suelen estar disponibles y no forman parte del manejo clinico de la

enfermedad metabdlica 6sea.

La radiografia simple es ampliamente utilizada y puede detectar signos de
osteopenia y fracturas. En la muestra, uno de los cinco pacientes con EMO
presento fracturas costales en la radiografia, lo que representa un porcentaje de
fracturas del 20%, similar a lo encontrado en otras publicaciones (entre el 17-
34%)343536 Aunque se utiliza rutinariamente, esta técnica tiene la limitacion de
gue no detecta signos de desmineralizacion hasta etapas tardias*+%*, lo que

disminuye su utilidad en la toma de decisiones tempranas.

El estudio mediante ultrasonidos de los ndcleos de osificacion epifisarios de la
rodilla ha mostrado ser una técnica inocua y sencilla de realizar por pediatras o
neonatdlogos no expertos, con excelente acuerdo entre observadores

(coeficiente Kappa de 1, p<0,001 para ambos ndcleos).

La aparicion del nucleo de osificacion epifisario femoral distal (EFD) se observo
a las 37,14 semanas de mediana (RIQ 35,85-40), de forma més precoz que el
nacleo de osificacion epifisario tibial proximal (ETP), que se observo a las 40,07
semanas de edad postmenstrual de mediana (RIQ 36,14-46,14). Los datos en
fetos en condiciones normales muestran una presencia del nucleo EFD en el
94% de los fetos a las 34-35 semanas y en el 100% a las 37 semanas, y una
presencia del ETP del 80% a las 37 semanas, y del 100% a las 40 semanas’?"3,
En nuestro estudio el nucleo EFD aparece en 9 pacientes (39,13%) por encima
de la semana 38 y en 6 pacientes (26,09%) por encima de la semana 40,

mostrando por tanto una aparicion retardada de los nucleos de osificacion en
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recién nacidos prematuros respecto a lo que sucede en fetos que llegan al

término del embarazo.

El estudio de Windschall et al.”* en 178 recién nacidos de diferentes edades
gestacionales (entre 24 y 41 semanas) también mostré una aparicion retardada
de estos nucleos, con una presencia del EFD del 86% a las 37 semanas y del
ETP del 61% a las 37 semanas y del 87% a las 40 semanas de edad corregida,
no obstante, con gran variabilidad en la aparicion de los nucleos de osificacion
entre las semanas 30 y 42 postmenstruales. Este estudio, al igual que los
realizados en fetos, muestra buena correlacion entre las dimensiones del nucleo
y la edad postmenstrual; sin embargo, destaca que hay varios recién nacidos en
los que el nucleo EFD esta ausente a las 41-42 semanas postmenstruales, sin

gue existan razones aparentes para un retraso del desarrollo esquelético.

En nuestro estudio destaca que la aparicion de los nacleos de osificacion fue
mas tardia en los pacientes con enfermedad metabdlica 6sea que en los
pacientes sanos, con diferencias estadisticamente significativas (40,85 semanas
-RIQ 39,36-44,79- vs 36,85 semanas -RIQ 35,64-37,6-; p 0,004).

La aparicion retardada del nucleo de osificacion EFD por encima de las 38
semanas fue mas frecuente en recién nacidos de menor edad gestacional al
nacimiento (26,43 vs 31,07 semanas de mediana, p 0,005) y menor peso al
nacimiento (900 vs 1410 gramos de mediana, p 0,009) y también presentaban
menor ganancia ponderal postnatal que los pacientes que no presentaban
retraso en la aparicion de los nucleos de osificacion. Asimismo, estos pacientes
también presentaban con mayor frecuencia, enfermedad de membrana hialina,
displasia broncopulmonar, neumonia, hipotiroidismo y anemia, y habian recibido
nutricion parenteral durante mas dias, muchos de estos factores también

relacionados con EMO.

Ademas, es destacable que los pacientes con aparicion retardada de los nucleos
de osificacion ya presentaban en el andlisis bioquimico a las 3-4 semanas de
vida, menores niveles de fésforo (mediana de 6,2 vs 7,3 m/dL, p <0,001) y de
FGF23 (mediana de 10,6 vs 75,8 ng/L, p 0,002), asi como niveles mas elevados
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de fosfatasa alcalina (mediana de 456 vs 311,5 IU/L, p 0,017) y fosfatasa alcalina
0sea (mediana de 186 vs 127 IU/L, p 0,007); con una fuerte correlacién positiva
entre las semanas de aparicion del nucleo de osificacion y los niveles de
fosfatasa alcalina y fosfatasa alcalina 6sea (Coeficiente de correlacion de 0,674

y 0,789, respectivamente, p <0,001).

La fuerte asociacion encontrada entre los parametros bioquimicos del
metabolismo 6seo y la edad postmenstrual de apariciéon de los nucleos de
osificacion, sugieren que la evaluacion ecografica sistemética en las unidades
neonatales podria ser de alta utilidad en la monitorizacion de la salud ésea en
los prematuros. Los resultados de nuestro estudio muestran como en ninguno
de los pacientes con EMO se observaban nucleos de osificacion a las 37
semanas, por lo tanto la ausencia de estos nucleos en semana 38 deberia
conllevar la evaluacion minuciosa en busca de otros datos de enfermedad
metabdlica Osea. Consideramos que son necesarios nuevos estudios
adicionales que evaluen el papel de la monitorizacidén ecografica de los nucleos
de osificacion en el diagnéstico y seguimiento de la enfermedad metabdlica 6sea

de la prematuridad.
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5.5. Prevencion y tratamiento de la EMO

Todos los pacientes de nuestro estudio recibieron aportes minerales similares
de calcio y fosforo; sin embargo, se encontraron diferencias significativas en los
niveles séricos de fosforo entre unos pacientes y otros, lo cual sugiere que el

manejo nutricional de los prematuros ha de individualizarse.

Aunque se sabe que los prematuros tienen mayores requerimientos minerales
gue los nacidos a término, no hay acuerdos universales en las recomendaciones
nutricionales entre distintas organizaciones. Asi, las recomendaciones enterales
de calcio para prematuros varian entre 140-160 mg /100kcal segun la Academia
Americana de Pediatria (AAP) y 70-140 mg /100kcal segun la Sociedad Europea
de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN). De la
misma forma, las recomendaciones de fosforo varian de 95-108 mg /100kcal
segun la AAP a 50-87 mg/100 kcal segln la ESPGHAN3?75,

Para la nutricién parenteral, ESPGHAN, contando con el respaldo de la junta de
la Sociedad Estadounidense de Nutricion Parenteral y Enteral (ASPEN)0 |
recomienda aportes de calcio de 40 a 120 mg/kg/dia (1,3—3,0 mmol/kg/dia) y de
fosfato de 1,9-2,2 mmol/kg/dia, con una relacién calcio/fosforo en el rango de
1,3:1a1,7:17%. Sin embargo, hay informes de hipercalcemia e hipofosfatemia en
la primera semana de vida con esta formulacion!! y las guias ESPGHAN mas
recientes han sugerido una relacién molar de calcio/fosforo entre 0,8:1y 1:1 en
los primeros dias, seguido de un aumento a 1,3:1 en los prematuros en

crecimiento!12,

En muchas ocasiones, los requerimientos posnatales son dificiles de alcanzar
debido a factores limitantes como la inestabilidad de la nutricion parenteral o las
dificultades para lograr una alimentacion enteral completa. Incluso cuando se
alcanzan los requerimientos de minerales, la absorcion y biodisponibilidad
irregulares, o las pérdidas incrementadas debido a la inmadurez del tracto
gastrointestinal o de la funcion tubular renal, pueden conducir a desequilibrios

en la homeostasis del calcio y el fosfato.
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Esta bien demostrado33444748 que proporcionar calcio y fosforo en cantidades
adecuadas a los recién nacidos prematuros a traves de la fortificacion de la leche
materna o el uso de formulas especialmente disefiadas ayuda a prevenir la
enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad y la suplementacién con fosforo
ha demostrado mejorar los marcadores bioquimicos de EMO?¢; sin embargo,
también la suplementacion excesiva de fosforo puede aumentar el riesgo de
hiperparatiroidismo secundario (al reducir el calcio ionizado sérico) y empeorar
la EMO2.

A pesar de la relevancia de la hipofosfatemia en la EMO, no hay evidencia para
suplementar con fésforo oral de forma universal a todos los prematuros, sino que
esta decision tiene que tomarse de forma individualizada en base a la

interpretacion correcta de todos los marcadores bioquimicos.

Asi, en los estados de calcipenia, con PTH elevada, la suplementacion oral con
calcio ayuda a normalizar la PTH, el fosforo sérico y la FA3361, La deficiencia de
vitamina D también debe tratarse cuando se identifica. En el estado fosfopénico,
se debe investigar la pérdida renal de fosfato y ajustar la suplementacion oral.
Se sugiere proporcionar suplementos orales cuando los valores séricos de
fosforo son menores de 4 mg/dL (1 mmol/L) y considerarlos cuando son
inferiores a 5,5 mg/dL (1,3 mmol/L), especialmente si se asocia con aumento de
fosfatasa alcalina®®#4. En vista de los resultados de este estudio que demuestra
gue la evaluacion de FGF23 permite identificar de forma precoz el estado
fosfopénico, consideramos que los niveles séricos bajos de FGF23 también

deben sugerir una optimizacion de los aportes de fosforo.

Ademas, estudios realizados en ratones han demostrado relacion directa entre
la ingesta de fosforo en la dieta y los niveles de FGF231'3, lo que sugiere que la
monitorizacion periddica de los niveles de FGF23 puede servir para controlar la
respuesta al tratamiento con fésforo oral y evitar estados de infra vy

sobretratamiento.
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5.6. Limitaciones y fortalezas del estudio

5.6.1. LIMITACIONES

Una de las principales limitaciones de este estudio es el tamafio muestral
reducido. Aunque la tasa de prematuridad estd aumentando en los ultimos afos,
sélo en torno a un 20% de los prematuros nacen con menos de 32 semanas 0
menos de 1500 gramos, lo que dificulta el reclutamiento y hace que los estudios

en esta poblacion sean escasos.

Ademas, en la misma linea, todos los estudios en esta poblacion plantean
dificultades a la hora de realizar las determinaciones analiticas, por las
limitaciones y riesgos asociados a la propia extraccion y por la escasa volemia
total (90ml por kg de peso), ya que se debe de tener en cuenta que uno de los
principales mecanismos de anemia en prematuros son las extracciones
repetidas. La necesidad de minimizar el nimero de extracciones y el volumen de
las mismas ha limitado la obtencién de los datos bioquimicos a la fecha de los
controles rutinarios y, los problemas de volumen de muestra, han supuesto

pérdidas en los datos de una parte de los pacientes.

En cuanto a las limitaciones metodoldgicas, muchas variables bioquimicas,
incluido FGF23, sufren oscilaciones diurnas o en relaciéon con el ayuno?°. Para
minimizar este sesgo, las extracciones se han realizado de forma rutinaria por la

mafiana a la misma hora, segun el proceder habitual en la unidad neonatal.

Ademas, especificamente con respecto la variable FGF23, hay otras
consideraciones metodoldgicas que limitan su analisis. De forma general existen
dos tipos principales de ensayos comerciales para su determinacion: de formas
intactas de FGF23 (iFGF23) o de la porcion C-terminal (cFGF23). El analisis de
cFGF23 puede tener beneficios por su menor variabilidad diurna, sin embargo la
accion biolégica y el efecto fosfaturico vienen determinados por la forma intacta,

motivo por el cual en el presente estudio se utiliza el kit Human FGF23 (Intact)
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ELISA de Immunotopics, para la determinacion de la forma intacta. Con este tipo
de Kit las concentraciones de FGF23 pueden sufrir variaciones de hasta un 20%
por retrasos en el procesamiento de la muestra?>!'4, Para minimizar este sesgo,
todas las muestras fueron centrifugadas de forma inmediata y congeladas a -80
grados hasta su analisis. Ademas de la estabilidad de la determinacién, otro
problema que presenta esta variable es que la concordancia analitica entre los
diferentes ensayos comerciales de iIFGF23 (Immunotopics, Kainos, Millpore) es
pobre!!4, lo que limita la extrapolacién de resultados, siendo los puntos de corte

propuestos en el estudio validos unicamente para el mismo tipo de Kit comercial.

Finalmente, se debe de tener en cuenta que las caracteristicas tan heterogéneas
de los pacientes prematuros incluidos, con diferentes comorbilidades y
tratamientos, dificultan el andlisis estadistico de las diferentes variables; sin
embargo consideramos que acercan este estudio a la realidad de las unidades

neonatales.

5.6.2. FORTALEZAS

Este estudio presenta varias fortalezas importantes:

Es estudio prospectivo que incluyen todos los grandes prematuros nacidos en la
comunidad auténoma durante el periodo de estudio. Esto garantiza una alta

representatividad de la poblacién y reduce el sesgo de seleccion.

Se logré una alta participacion por parte de las familias, con un 100% de
aceptacion para participar en el estudio. Esto demuestra un alto grado de

compromiso y colaboracion por parte de los participantes.

El estudio cuenta con la participacion y el apoyo de diversos profesionales de la
salud, incluyendo pediatras, neonatélogos, enfermeras de neonatologia y el
servicio de bioguimica. Esta colaboracion multidisciplinaria fortalece la validez y

la calidad de los datos recopilados.
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A diferencia de muchos estudios en esta poblacién que son retrospectivos y de
baja calidad, este estudio se disefid de manera rigurosa y recopilé todas las
variables clinicas relevantes desde el nacimiento. Ademas, se realizaron analisis
exhaustivos de las diferentes variables bioquimicas del metabolismo fosfo-
célcico, incluyendo los aportes orales y las pérdidas urinarias. Esto proporciona
una imagen completa y detallada de la salud ésea y el metabolismo en los

grandes prematuros.

Este estudio se considera el primer a nivel mundial en evaluar de manera integral
todas las variables bioquimicas del metabolismo del fésforo y el factor de
crecimiento de fibroblastos 23 en una poblacion de grandes prematuros.
También es el primer estudio en analizar los cocientes urinarios uGGT/uUCr y
uCisC/uCr como marcadores de la funcién tubular en prematuros. Ademas,
plantea la utilidad del analisis ecografico de los nucleos de osificacion epifisarios
en la evaluaciéon del desarrollo mineral 6seo y la enfermedad metabdlica 6sea
en la prematuridad. Estas contribuciones originales son valiosas para el avance

del conocimiento en este campo.
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6- CONCLUSIONES

129




130



. La prevalencia de enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad en
nuestra comunidad auténoma ha sido de 17 de cada 100 recién nacidos

prematuros menores de 32 semanas o de 1500 gramos.

. Los principales factores asociados con enfermedad metabdlica 6sea de la
prematuridad fueron la edad gestacional y el peso al nacimiento, ademas de la
presencia de otras patologias como la displasia broncopulmonar, la neumonia,
el ductus arterioso persistente, el hipotiroidismo, la anemia de la prematuridad y
las convulsiones neonatales. También encontramos asociacion con el retraso en

el inicio de la movilizacién con método madre canguro.

. Entre los aspectos nutricionales, encontramos que la enfermedad
metabdlica dsea se relaciond con una menor ganancia de peso en el primer y
segundo mes de vida, mayor duracién de la nutricién parenteral, mayor duracién
de la nutricion parenteral exclusiva y mayor duracion de la nutricion enteral por
sonda. También se relacion6 con un inicio més tardio de la fortificacion de la
leche materna. Por el contrario, no encontramos diferencias significativas en
cuanto a la ingesta diaria de liquidos, calorias, proteinas, calcio y fésforo o

vitamina D.

. El estudio del metabolismo del fésforo mostré una fuerte correlacion
positiva entre los valores plasmaticos de fosforo y los valores de FGF23.
También encontramos una correlacion débil negativa entre los niveles de fosforo
y la vitamina D (25-OH-VitD), asi como relaciones discretas entre el fosforo y el
cociente uCa/uCr y éste ultimo con la PTH. Por el contrario, no se encontrd
asociacion significativa entre fésforo y PTH, aunque encontramos correlaciéon
directa de esta hormona con la excrecion renal de fosforo (el cociente uP/uCry
la RTP).

. La evaluacion del cociente uP/uCry la RTP en el estudio de la regulacién
renal del fésforo y la enfermedad metabdlica 6sea no fue concluyente. Tampoco
encontramos resultados concluyentes en cuanto al papel de los cocientes
urinarios GGT/creatinina y cistatina C/creatinina en la evaluacion de la madurez

tubular renal en los prematuros.
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. Los niveles bajos de fosforo y de FGF23 a las 3-4 semanas de vida se
asociaron de forma estadisticamente significativa con la presencia de EMO. Los
niveles urinarios de Ca/Cr también fueron mas altos en los pacientes con EMO.
Aunque la FA sérica y la FA 6sea fueron mayores en el grupo de pacientes con
EMO, las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica. La PTH tampoco

mostré diferencias.

. Al comparar los parametros bioquimicos, observamos que, a las 3-4
semanas de vida, FGF23 fue superior a los parametros habituales (FA y fosforo)
para establecer el riesgo de EMO, con un area bajo la curva de 1 (IC 95% 0,83-
1) frente a 0,93 (IC 95% 0,73-0,99) en el caso del fésforo y 0,73 (IC 95% 0,51-

0,88) cuando se utilizé la FA.

. El punto de corte 6ptimo de FGF23 para el diagnéstico de EMO fue de
15,45 ng/L, con una sensibilidad y especificidad del 100%. En cuanto al fésforo,
el punto de corte de 4 mg/dl presenté una especificidad del 100% pero una
sensibilidad del 20%, que aumentd al 60% cuando se utilizo el punto de corte de
5,6 mg/dl (manteniendo la especificidad). Para la FA, el punto de corte de 500
UI/L presenté una sensibilidad del 60% y una especificidad del 90% mientras que
el punto de corte de 750 UI/L presenté una especificidad del 100% pero la

sensibilidad disminuyo al 20%.

. La evaluacion ecografica de los nucleos de osificacion mostr6 cémo los
pacientes con enfermedad metabdlica 6sea presentaron un retraso en la
aparicion del nucleo de osificacién femoral proximal con respecto a los pacientes
sanos. Este retraso también se asocié con la edad gestacional, el peso al
nacimiento y otros factores de riesgo conocidos de enfermedad metabdlica 6sea.
Ademas encontramos una fuerte correlacién positiva entre las semanas de
aparicion del nucleo femoral proximal y los niveles de fosfatasa alcalina y
fosfatasa alcalina 6sea a las 3-4 semanas de vida, ademas de una correlacion

negativa con los niveles de FGF23.
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. Nuestros resultados muestran que es posible encontrar nuevos
marcadores que permitan un abordaje mas precoz y adecuado de la enfermedad

metabdlica dsea de la prematuridad en la practica clinica.
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8.1. Cuaderno de recogida de datos

Datos generales:

- N° de registro:
- Sexo: \% M

- Edad gestacional (semanas):

- Fecha de nacimiento: _ || __ (dia/mes/afio)

- Gemelaridad: Sl NO

- Peso al nacimiento: (p ) Talla: (p ) PC: (p )
- Peso ler mes: (p ) Talla: (p ) PC: (p )

- Ganancia ponderal semanal:

- Peso 20 mes: (p ) Talla: (p ) PC: (p )

- Ganancia ponderal semanal:

- Tipo de alimentacién (al momento del analisis bioquimico):
Nutricion enteral: mi/kg/d Kcall/kg/d Tipo de formula:
Nutricion parenteral: Kcal/kg/d Composicion:

- Inicio de nutricion enteral:

- Inicio de nutricién parenteral:

- Inicio de fortificacion de LM:

- Dias de nutricion enteral:

- Dias de nutricién parenteral:

- Dia de inicio de la movilizacién en canguro:

- Medicaciones y dosis (al momento del analisis bioquimico):

- Enfermedad metabdlica 6sea: Sl NO

- Otras enfermedades del paciente:
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Parametros bioquimicos

Fecha: Dias de vida:

Glucosa (mg/dL)
Urea (mg/dL)

Cr (mg/dL)

CisC (mg/L)
CKD-EPI (ml/min/1,73m2)
Na (mEqg/L)

K (mEq/L)

Cl (mEg/L)

tCa (mg/dL)

P (mg/dL)

Mg (mg/dL)

FA (IU/L)

FAO (IU/L)

GGT (IU/L)

AST (IU/L)

ALT (IU/L)

BT (mg/dL)

BD (mg/dL)
Prealbumina (mg/dL)
PTH (pg/mL)
25-OH-Vit D (ng/mL)
1-25-20H-vit D (pg/mL)
FGF23 (pg/mL)

uCa/uCr
uP/uCr
uGGT/uCr
uCistatinaC/uCr
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Parametros ecoqréaficos:

Nucleo de osificacion femoral distal:

Presencia: Fecha:
- Diametro longitudinal:
- Didmetro transversal:
- Grosor del cartilago:
o Longitudinal:

o Transversal:

Nucleo de osificacion tibial proximal
Presencia: Fecha:
- Diametro longitudinal:
- Diametro transversal:
- Grosor del cartilago:
o Longitudinal:

o Transversal:

EPM:

EPM:
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8.2. Hoja de informacion al paciente

TITULO DEL ESTUDIO: REGULACION DEL FOSFORO EN EL NINO
PREMATURO Y SU PAPEL EN LA ENFERMEDAD METABOLICA OSEA DE LA
PREMATURIDAD.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: DOMINGO GONZALEZ-LAMUNO LEGUINA
CENTRO: HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el
que se le invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de

Investigacion Clinica correspondiente y respeta la normativa vigente.

Nuestra intencion es proporcionarle informacion adecuada y suficiente para que
pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en el estudio. Para ello lea con
atencion esta hoja informativa y luego podra preguntar cualquier duda que le
surja relativa al estudio. Ademas puede consultar con cualquier persona que

considere oportuno.
PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacion en este estudio es voluntaria y puede decidir no participar. En
caso de que decida participar en el estudio puede cambiar su decision y retirar
su consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién
con su médico y sin que se produzca perjuicio alguno en su tratamiento. Los
derechos de acceso, rectificacidén, supresion de sus datos, y la limitacion u
oposicion a su tratamiento pueden ejercitarlos ante el Dr.Domingo Gonzalez-

Lamufio del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Los niflos prematuros tienen que ir desarrollando los diferentes aparatos del

cuerpo humano durante sus primeros meses de vida para un crecimiento
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adecuado. Uno de estos aparatos es el hueso. Para el correcto desarrollo de
éste Ultimo, necesitamos unos niveles adecuados de calcio y fésforo, dos iones
gue estan presentes en la sangre de todas las personas. Sin embargo, cuando
el equilibrio de estos dos ultimos no estd controlado, el hueso puede sufrir
problemas de crecimiento, y este control se considera aun mas importante
durante los primeros meses de vida. Nuestro trabajo consistiria en estudiar todas
aquellas sustancias que participan en este equilibrio, y de esta manera poder
actuar sobre él a nuestro favor para conseguir que los huesos se desarrollen con

normalidad.

La investigacion se desarrollara con el maximo respeto de los derechos
individuales, segun los postulados aceptados internacionalmente por las
Naciones Unidas y la Comision Europea (declaracion de Helsinki). Por ello, todas
las investigaciones que se lleven a cabo contardn con la aprobacion y
supervision de los diferentes Comités de FEtica quienes velaran por el
cumplimiento de los postulados anteriormente citados. Este estudio se realizara

segun la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

Beneficios de la participacion en el estudio.

La participacion en el estudio no conlleva ningin beneficio econémico para el

sujeto participante en el estudio y no le supone coste alguno.

Se espera mejorar el conocimiento cientifico relativo a la Enfermedad Metabdlica
Osea de la Prematuridad, y puede que otros pacientes se beneficien en el futuro.
Es posible que usted no reciba ningun beneficio directo en su salud por su
participacion en este estudio, aunque tampoco conlleva riesgo alguno excepto el
derivado de la extraccion de la muestra de sangre y recogida de orina que se
realiza de forma convencional. La ecografia constituye una prueba diagnéstica

no invasiva, y por lo tanto sin riesgos.
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Si su médico del estudio considera que seguir participando puede suponer un

riesgo para su salud puede retirarle del mismo aun sin su consentimiento.

PROCEDIMIENTO

Este estudio cumple la normativa vigente de la Ley 14/2007 de investigacion
biomédica en cuanto a la proteccion de los derechos de los pacientes que

guieran liboremente participar y el manejo de muestras bioldgicas.

La muestra de sangre se obtendra mediante un procedimiento de venopuncion,
coincidiendo con la extraccion del perfil bioquimico que se realiza en la Unidad
Neonatal durante la cuarta semana de vida, en aquellos pacientes que cumplen
los requerimientos pertinentes (<32 semanas de edad gestacional y/o 1500 gr
de peso al nacimiento); para la realizacion de este estudio se precisa de 1 ml.
Por otra parte, se procedera a la recogida simultanea de una muestra de orina
mediante bolsa colectora.

Una vez recogidas las muestras, se enviaran por tubo neumatico al Servicio de
Bioquimica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, donde se

procesaran y se almacenara el sobrante en congeladores.

Se realizard asimismo un primer estudio ecogréafico a la cuarta semana de vida
para evaluar la presencia de nacleos de osificacion a nivel femoral y tibial, que

se repetira periodicamente cada 2-4 semanas hasta confirmar su formacion.

CONFIDENCIALIDAD

El procesamiento de los datos personales se realizara segun el Reglamento (UE)
2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 relativo
a la proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos
personales y a la libre circulacion de estos datos, y su regulacion en Espafia a
través de la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre de proteccion de datos
personales y garantia de los derechos digitales. No se cederan datos a terceros,

salvo obligacion legal. Se le informa de que tiene derecho de acceso,
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rectificacion, supresion de sus datos, y la limitacion u oposicidn a su tratamiento.
Ademas, podra ampliar informacion en materia de proteccion de datos en la

siguiente direccion web: https://www.idival.org/es/Politica-de-Privacidad Con

base en las explicaciones previas se solicita su consentimiento para el

tratamiento de sus datos personales para los fines anteriormente indicados.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo de
forma que no sea posible la identificacion del paciente. Solo el investigador y
personas autorizadas relacionadas con el estudio tendran acceso a dicho cédigo
y se comprometen a usar esta informacion exclusivamente para los fines
planteados en el estudio. Los miembros del Comité Etico de Investigacion
Clinica o Autoridades Sanitarias pueden tener acceso a esta informacion en
cumplimiento de requisitos legales. Se preservara la confidencialidad de estos
datos y no podran ser relacionados con usted, incluso aunque los resultados del
estudio sean publicados.

Tienes derecho a no ser informado de los resultados de los andlisis realizados.
Cuando esta informacion sea necesaria para evitar un grave perjuicio para ti, se
te podra solicitar ser informado. En todo caso, la comunicacion se limitara

exclusivamente a los datos necesarios para estas finalidades.
DATOS DE CONTACTO
Si tiene dudas en cualquier momento puede contactar con:

1.Dr. Domingo Gonzalez-Lamufio Leguina

E-mail: domingo.gonzalezlamuno@scsalud.es

2.Dra. Sandra Llorente Pelayo

E-mail: sandra.llorente @scsalud.es

3.Dr. Pablo Docio Pérez

E-mail: pablo.docio@scsalud.es
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8.3. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADD

TITULD DEL ESTUDIO: REGULACION DEL FOSFORD EN EL MIFID PREMATURD ¥ 51U PAPEL EN LA
ENFERMEDAD METABOLICA G54 DE LA PREMATURIDAD.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: DOMINGD GONZALEZ-LAMUSD LEGUINA

CENTRO: HOSPITAL UNIVERSITARID MARQUES DE VALDECILLA

0./ Dia.

[Mombre v apellidos del pacienta en MAFISCULAS)

He leido v comprendida la hoja de informacidn gue se me ha entregado sebre el estudie arriba
indicada.

He recibido suficients informacidn sobre &l estudio.
He realizacs todas las pregunitas cue he precisacs sabre el estudia,

He hablace con el Dr/Dra. SANDAA LLORENTE PELAYO/PASLO DOCIO PEREZ con guien he
carificado las pesibles dudas.

Comprents que mi participacion es voluntaria.
Comprents que puedo retirarme cel estudio:

- Cuants quiera
- 5ir dar explicaciones
- 5ir que repercuta an mis cuicados médicos

Comprents que |a infermacidn personal gue aporto serd confidencial y ne se mostrard a nadie
sin i oansentimsns.

Comprends que mi participacion en &l estudic implica autarizar ...

¥ presto libremente mi conlormidac para participar en el estudia,

Firma del nvestigacdor Firma cel padente

Fecha

{in fecta dobe sstar cumpiimantads de purdo v inira por ol pocisnia)

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTOD:

ey, DL/
retiro el consentimientod olongado para mi partidpacidn en el estudio arriba citacs.

Fecha vy firma:
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8.4. Difusién de resultados y publicaciones

ARTICULOS CIENTIFICOS:

Llorente-Pelayo S, Docio P, Lavin-Gémez BA, Garcia-Unzueta MT, de
Las Cuevas |, de la Rubia L, Cabero-Pérez MJ, Gonzalez-Lamufio D.
Modified Serum ALP Values and Timing of Apparition of Knee Epiphyseal
Ossification Centers in Preterm Infants with Cholestasis and Risk of
Concomitant Metabolic Bone Disease of Prematurity. Nutrients. 2020 Dec
17;12(12):3854.

Llorente-Pelayo S, Docio P, Arriola S, Lavin-Gomez BA, Garcia-Unzueta
MT, Ballesteros MA, Cabero-Pérez MJ, Gonzalez-Lamufio D. Role of
Fibroblast Growth Factor-23 as an early marker of Metabolic Bone
Disease of Prematurity. BMC pediatrics (sometido). Preprint Research
Square. November 14th, 2023. DOI: https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-
3569877/v1

COMUNICACIONES:

"Fosfatasa Alcalina Modificada como parametro diferenciador en
pacientes prematuros con colestasis neonatal y riesgo de enfermedad
metabodlica 6sea de la prematuridad”. XXVII Congreso Nacional de la
Sociedad Espafiola de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion
Pediétrica. 23-25 Septiembre 2021. Santiago de Compostela.

“Factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23) como biomarcador
precoz de enfermedad metabdlica 6sea de la prematuridad”. XXIX
Congreso de Neonatologia y Medicina Perinatal. 4-6 Octubre 2023.
Santiago de Compostela.

159



	ÍNDICE GENERAL
	ÍNDICE DE TABLAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	GLOSARIO DE ABREVIATURAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	1- INTRODUCCIÓN
	2- HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	3- MATERIAL Y MÉTODOS
	4- RESULTADOS
	5- DISCUSIÓN
	6- CONCLUSIONES
	7- BIBLIOGRAFÍA
	8- ANEXOS

