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RESUMEN: 

 
Se elige la opción de titulación por producción académica ya que dos de los proyectos de 

investigación propuestos y registrados, no llegaron a término por problemas no relacionados con 

la autora de la tesis como se verá continuación. El tercer proyecto, la revisión Cochrane de la cual 

ya se ha publicado el protocolo, se sigue trabajando y se publicaran los resultados en breve. Con 

el objetivo de terminar el doctorado en tiempo y forma se presentan los protocolos de dichas 

propuestas, el protocolo Cochrane, avances y las publicaciones relacionadas con el tema, además 

de la producción científica derivada de los 4 años del doctorado. 

 

Los tres protocolos escritos durante el doctorado son: 

I. Comparación de diferentes dosis de Vitamina D en el recambio y estado óseo de infantes 

pre-término ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales: Ensayo Clínico 

Aleatorizado. 

II. Desempeño diagnóstico de la Densitometría Dual de rayos X (DXA) y el Ultrasonido 

Cuantitativo (QUS) versus la Biopsia ósea metabólica, en la evaluación del estado óseo en 

pacientes pediátricos receptores de trasplante renal [con número de acuerdo AA12-

(CS/SCA/S0172/15)]. 

III. Revisión sistemática Cochrane: Calcio y vitamina D para incrementar la densidad mineral 

ósea en mujeres pre menopáusicas (Calcium and vitamin D for increasing bone mineral 

density in premenopausal women). 

 

Resultados:  

Como resultado de estos tres proyectos y como parte de mi formación en el Doctorado, se 

publicaron 11 artículos nacionales e internacionales con un factor de impacto que va de los  1.3 a 

6.1 puntos. 

 

Conclusiones:  

La presentación de ésta tesis resume el alcance de los puntos clave esperados en el perfil de 

egreso del estudiante de doctorado según el plan de estudio y normas operativas del programa: 

Conocimientos, habilidades y actitudes para resolver problemas profesionales; Realizar 

investigación original de forma independiente y/o coordinada con grupos de investigación 
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multidisciplinaria con colegas profesionales de la salud; Habilidades para analizar de manera 

estratégica y crítica la literatura científica. 

 Adicionalmente de forma directa e indirecta durante este periodo he contribuido a la formación 

de recursos humanos de alto nivel y a la difusión de la investigación científica.  

Se resume en esta tesis la experiencia de este periodo de formación que refleja el día a día del 

investigador. 
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INTRODUCCIÓN 

La presente tesis conjunta tres protocolos y la producción científica derivada de ellos, todos 

enfocados al sistema musculo esquelético con particular énfasis en la biología de hueso y la 

acción de nutrientes como la vitamina D y calcio sobre el mismo. Para fines de titulación se 

ha elegido por la opción de tesis doctoral con producción científica. 

De forma particular en los dos primeros protocolos la factibilidad de terminar en tiempo y 

forma se vio comprometida por circunstancias que  brevemente se narran a continuación:  

I. “Comparación de diferentes dosis de Vitamina D en el recambio y estado óseo de 

infantes pre-término ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales: 

Ensayo Clínico Aleatorizado”. A pesar de ser un protocolo relevante para los 

neonatos, este proyecto no pudo ser llevado a cabo por la dificultad en la 

exportación y disponibilidad  de la vitamina D en spray. Este protocolo , fue 

registrado ante el programa y actualmente se encuentra registrado ante comités de 

investigación, ética y bioética hospitalaria. 

II. “Desempeño diagnóstico de la Densitometría Dual de rayos X (DXA) y el 

Ultrasonido Cuantitativo (QUS) versus la biopsia ósea metabólica, en la evaluación 

del estado óseo en pacientes pediátricos receptores de trasplante renal” [con número 

de acuerdo AA12-(CS/SCA/S0172/15)]. Se suspende la inclusión de pacientes 

debido a que en  el análisis de las muestras no fue posible corroborar los hallazgos 

de la hipótesis además de problemas técnicos del análisis. Se decide terminar con 

este trabajo y  se publican datos basales del estudio. 

Por lo anterior se registra un tercer proyecto, estrechamente vinculado los dos anteriores y 

que por su naturaleza ha sido desarrollado de forma paralela en el periodo del doctorado : 

III.  “ Suplementacion de Calcio y vitamina D en el incremento   la densidad mineral 

ósea en mujeres pre menopáusicas. Revisión sistemática Cochrane.  

El entrenamiento y realización de este proyecto  es parte de una  colaboración 

internacional e interinstitucional de la UNAM con  el  con Institute of Population 

Health de la Universidad de Ottawa, Canada . 

 

A continuación se narra de forma breve el contenido de los proyectos que le dieron 

precedente a la presente tesis. 
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RESÚMEN DE PROYECTOS 

 Comparación de diferentes dosis de Vitamina D en el recambio y estado óseo 
de infantes pre-término ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos 

Neonatales: Ensayo Clínico Aleatorizado. 

Resumen: 

 

La población neonatal pretérmino presenta un riesgo etiologico de no alcanzar un desarrollo 

adecuado, derivado de su imadurez y falta de acumulación mineral ósea intrauterina, ya que 

el tercer trimestre del embarazo es la fase mas importante para esta acumulación 

nutrimental. Este riesgo aumenta si el neonato presenta bajo peso al nacer o requiere de 

cuidado médico intensivo; de ser el caso, derivado de ciertas condiciones premorbidas 

existe predisposición a sufrir alteraciones del metabolismo óseo que resultan a su vez en 

afecciones a su desarrollo. Independientemente de la causa, en neonatos pretérmino sanos 

son reportadas cerca de un 2% de fracturas derivadas del deterioro óseo y se desconoce cual 

es la prevalencia en pretérminos ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales 

(UCIN). Un coadyuvante en el tratamiento de pacientes que tienen alteraciones en el hueso, 

son la administración de dosis altas de vitamina D3 (calciferol) a dosis de 400 Unidades 

internacionales (UI) diarias, aceptándose megadosis sólo para pacientes con raquitismo 

(padecimiento que deriva de la deficiencia de vitamina D) con dosis que van desde las 1000 

UI a las 10,000 UI. Existen diversos estudios que evaluan la suplementacicón con vitamina 

D. Sin embargo, no existe consenso de cual es la dosis óptima con efecto positivo en el 

metabolismo óseo. 

  

Hasta ahora, la población que conjunta la prematuridad con múltiples factores de 

comorbilidad asociados  a su estancia en la UCIN no cuentan con una terapia de 

suplementación que apoye y proteja al metabolismo y estructura ósea a corto y largo plazo, 

mucho menos han sido probadas dosis de vitamina D superiores a las contenidas en la 

fórmula o alimentación parenteral de rutina (40 UI/día); como tratamiento o contemplando 

una administración oral en presentación de aerosol (absorción en mucosa bucal), ello como 

un método preventivo a desordenes óseos o en el peor de los casos presencia de fracturas. 
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Objetivo: Determinar la efectividad de dos diferentes dosis de vitamina D (vía oral 

en aerosol de 400 UI/dia  y 1000 UI /día durante tres meses) en el metabolismo óseo 

de neonatos pretérmino ingresados a la UCIN del Hospital Infantil de México 

Federico Gómez. 

 

Métodos: 
 
Diseño del estudio. Ensayo clínico aleatorizado triple ciego. Donde se evaluaran a pacientes 

ingresados a la UCIN que cumplan con criterios de inclusión (edad gestacional <37 

semanas, bajo peso al nacer >1.0k  ≤ 1.5 k), firma de consentimiento informado por los 

padres o tutor, tomando como criterios de exclusión el padecer neoplasias, enfermedades o 

malformaciones congénitas, anomalias cromosómicas o enfermedades del sistema 

circulatorio. Las variables clínicas y de tratamiento se obtendrán del expediente clínico y 

por cuestionario de factores maternos y gestacionales asociados a deficiencia de vitamina D 

aplicado a la madre del paciente. 

 

Se aplicarán dosis de 400 UI o 1000 UI diarias de concentrado grado farmacológico de 

vitamina D3 Biocare ® D.Day en aerosol con absorción en mucosa bucal. Los frascos se 

codificarán y cegarán por personal capacitado independiente a la investigación y se 

asignará un frasco por paciente, conteniendo en éste las dosis de su tratamiento completo. 

Con el programa “Research Randomizer Form v4.0” se aleatorizará a los pacientes hacia la 

opción terapeútica que le corresponda. La administración se realizara por residentes de la 

UCIN y de acuerdo a la Guía de buenas prácticas clínicas. Se tomará muestra sanguínea (un 

total de 4 muestras de 3ml; por todo el periodo de suplementación que incluye estado basal 

y cada mes durante tres meses), con lo que se analizaran concentraciones de 25-OH-D, 

calcio, fosfatasa alcalina, fósforo, paratohormona (PTH por sus siglas en inglés) al igual 

que deoxipiridinolina en muestras de 3 ml de orina [en el estado basal y cada mes] (Figura 

20). 

 

http://www.randomizer.org/form.htm
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Figura 20. Diagrama del Ensayo Clínico Aleatorizado: triple ciego. “Efectividad de dos diferentes dosis de suplementación con vitamina D en las 

concentraciones séricas de 25-OH-D en niños pretérmino ingresados UCIN 
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El número de pacientes requerido para demostrar un efecto positivo de suficiencia en los niveles 

séricos de 25-OH-D, se calculó usando la fórmula de diferencia de proporciones, basados en el 

estudio de la Dra. Sina Gallo 2013, con un alpha de 0.05 y un poder estadístico del 80%. Se 

requiere de la inclusión de 75 pacientes por brazo de tratamiento, es decir 150 pacientes para la 

realización del presente ensayo clínico (asumiendo una mortalidad del 11.52% y 20% adicional 

por las pérdidas metodológicas que implica éste diseño. 

 

Se realizará estadística descriptiva de cada variable y se establecerá relación entre las diferentes 

concentraciones desde el estado (correlación de Pearson). Se determinaran riesgos relativos 

atribuidos a la dosificación ajustando por factores clínicos asociados a su estancia en la UCIN por 

medio de una regresión lineal. De ser pertinente se realizarán curvas de supervivencia y 

establecerá un modelo multivariado con los biomarcadores del estado óseo, a partir de las 

diferentes dosis de vitamina D y el estado de salud del paciente. 

Durante la realización del ensayo se realizará monitoreo de posibles reacciones adversas 

atribuidas a la aplicación del tratamiento, rastreando su presencia reportada en el expediente 

clínico y en seguimiento a la NOM-220-SSA1-2002.  

Palabras clave: Vitamina D, Neonatos, Unidad de cuidados intensivos neonatales, DXA total, 

QUS. 

 

Este proyecto no pudo llevarse a cabo por problemas en el  desabasto en la presentación de la 

molécula y problemas de importación del producto. Al verse comprometida la factibilidad de 

terminar en tiempo y forma, este proyecto se abandona, el protocolo en extenso puede revisarse 

en el  Anexo 1.  

 



Sistema musculo esquelético: Biología de hueso y nutrientes  

 
 

15 

 Desempeño diagnóstico de la Densitometría Dual de rayos X (DXA) y el 
Ultrasonido Cuantitativo (QUS) versus la Biopsia ósea metabólica, en la 

evaluación del estado óseo en pacientes pediátricos receptores de trasplante 
renal 

Resumen 

 

La enfermedad renal crónica impacta en el sistema mineral óseo, inclusive aun después de 

un trasplante renal exitoso. La evaluación y el diagnóstico definitivo de osteodistrofia renal 

(ODR) requiere de su análisis mediante una biopsia ósea metabólica, considerada la técnica 

estándar de oro, la cual permite establecer un diagnóstico específico, normar conductas 

terapéuticas y obtener información pronostica del paciente. Sin embargo, implica 

procedimientos de anestesia general (en pediatría) y experiencia de cirujanos especialistas, 

lo que dificulta su aplicación en la población blanco específica. 

Existen métodos no invasivos para la evaluación de la arquitectura ósea, entre estos 

destacan la densitometría dual de rayos X (DXA) y el ultrasonido cuantitativo (QUS). Pese 

a que su empleo en la práctica clínica se encuentra en aumento, aún se desconoce el 

desempeño diagnóstico de ambos instrumentos en comparación con la biopsia ósea 

metabólica.  

 

Objetivo:  

Estimación de la precisión diagnóstica del estado óseo de los métodos no invasivos DXA y 

QUS versus la biopsia ósea metabólica, en pacientes pediátricos a tres meses de trasplante 

renal exitoso. 

 

Métodos: 
 

Diseño del estudio. Prueba diagnóstica (Figura 21). 

 

Población de estudio: Pacientes pediátricos (5 a 17 años), sometidos a un primer trasplante 

renal exitoso (tres meses después, con diagnóstico de función renal), en el Hospital Infantil 

de México Federico Gómez. 
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Figura 21. Estrategia de estudio. Esquema general del procedimiento a seguir durante la ejecición del estudio, desde el reclutamiento 

de los pacientes hasta el análisis de los resultados. 
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Plan de análisis estadístico: Se realizara estadística descriptiva, dependiendo del tipo de 

distribución de las variables cuantitativas se determinarán las medidas de tendencia central y de 

dispersión para variables con distribución normal y libre distribución. Análisis bivariado: 

Análisis de correlación de Pearson para todos los métodos no invasivos versus biopsia ósea 

metabólica. A las variables cuantitativas se les realizará curvas ROC para establecer los puntos de 

corte de mayor razón de verosimilitud y posteriormente calcular la sensibilidad, especificidad, 

valores predictivos positivos y negativos; así como las razones de verosimilitud, utilizando en IC 

95%. Con el fin de evaluar la utilidad clínica se graficarán los nomogramas de Fagan. El análisis 

multivariado se realizará con regresión logística para evaluar relación entre ODR (alto y bajo 

remodelado). Se considerará una p <0.05 como estadísticamente significativa. 

 

Palabras clave: Prueba diagnóstica, DXA, QUS, Biopsia ósea metabólica, Alto/bajo 

remodelamiento, Pediatría, Trasplante renal. 

 

 

Al respecto de este proyecto, la inclusión de más pacientes fue suspendida, debido a problemas 

en el análisis de las muestras, lo que significo un atraso en la entrega de resultados al paciente y 

por tanto un beneficio directo en su terapia, comprometiendo la ética de nuestro proyecto. Motivo 

por el cual la factibilidad de terminar en tiempo se vio comprometida. De este proyecto deriva la 

publicación de un artículo original [A.L. González-Jorge, et all 2016], en el que se evalúa la salud 

ósea de 35 pacientes pediátricos (13.9 3.9 años de edad) con la técnica de DXA (columna y 

cuerpo total) y QUS (radio); estableciendo la correlación entre diagnósticos clínicos y correlación 

estadística entre estos instrumentos (publicación en extenso disponible en Anexo X). 
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 Revisión sistemática Cochrane: Calcio y vitamina D para aumentar la 

densidad mineral ósea en mujeres pre menopáusicas. 

 
[Calcium and vitamin D for increasing bone mineral density in premenopausal 

women] 
Méndez-Sánchez L, Clark P, López-Casimiro K, Winzenberg TM, Tugwell P, Correa P, Costello RB. 

 
Resumen de resultados pre-eliminares. 

 
Antecedentes 

 

La osteoporosis (OP) es una condición en la que los huesos se vuelven frágiles debido a la 

baja densidad mineral ósea (DMO) y el deterioro en su micro arquitectura, trayendo como 

principal consecuencia a largo plazo la aparición de fracturas por fragilidad principalmente 

en cadera, columna y muñeca(NIH 1993), como resultado de fuerzas mecánicas que 

normalmente no darían lugar a una fractura, las cuales conllevan a un exceso de mortalidad, 

morbilidad y deterioro de la calidad de vida. 

 

Se estima que la OP afecta a mas de 200 millones de personas en el mundo y 75 millones 

de ellas se encuentran en paises en desarrollados ( por ejemplo Japón, USA y Europa) 

(Kanis 2007). En el año 2000 se registraron 9 millones de nuevas fracturas por fragilidad, 

incluyendo 1.6 millones de ellas en cadera, 1.7 millones en muñeca y 4 millones en 

columna (Johnell 2004). Por lo cual resulta una preocupación importante de salud pública 

en todo el mundo (Borgström 2013; Papaioannou 2010). 

 

Actualmente se están sumando esfuerzos en la prevención de OP a lo largo de la vida, para 

mejorar el pico de masa ósea en la infancia y la edad adulta temprana con la finalidad de 

reducir la pérdida ósea relacionada con la edad durante la vida adulta (Hansen 1991). 

NIH%201993
Kanis%202007
Johnell%202004
Borgstršm%202013
Papaioannou%202010
Hansen%201991
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Existen factores de estilo de vida que pueden ayudar a la prevención de esta enfermedad 

como lo son el ejercicio y la dieta saludable, en este último se  incluye nutrientes clave para 

el hueso como el calcio y la vitamina D (IOM 2011). Ambos pueden obtenerse a  través de 

la dieta y suplementos alimenticios que comúnmente se prescriben cuando se diagnostica 

osteoporosis por lo general en mujeres posmenopáusicas o para su prevención (Shea 2005).  

 

En población pediatrica con niveles séricos normales de vitamina D, se carece de evidencia 

que sustente su efecto clínico de la suplementación con calcio sobre las áreas: cuello de 

femur o columna lumbar, pero si se detecto efecto en contenido mineral óseo total (CMO) y 

DMO de miembros superiores (Winzenberg 2006) este efecto se replica en CMO, DMO de 

cadera, BMD de fémur pero si tiene efecto en DMO de columna lumbar tras la 

suplementación con vitamina D en esta población (Winzenberg 2010). 

 

La evidencia resulta polémica al referir efectividad en mujeres premenopáusicas sanas 

(Murad 2011) argumentando que es preferible la combinación de calcio y vitamina D para 

poder observar un efecto clínico relevante. Aunado a las recomendaciones de precaución 

por la presencia de eventos adversos asociados a daño cardiovascular (400 UI de vitamina 

D y  más de1000 mg de calcio) (Moyer 2013). Adicionalmente su asociación con 

hipercalcemia e hipercalciuria tras la suplementación con vitamina D (Malihi 2016). Sin 

embargo, a la par se ha publicado evidencia a favor del efecto de la vitamin D (700 UI) en 

la prevención de riesgo de caídas e incremento de fuerza muscular (Bischoff-Ferrari 2009; 

Gupta 2010; Zhu 2010 y Bischoff-Ferrari 2009) en población mayor de 65 años. 

 

Este trabajo de Revisión sistemática y meta-análisis se enfocó en buscar y presentar la 

evidencia publicada hasta el momento sobre del efecto de los suplementos de calcio y / o 

vitamina D en  la densidad mineral ósea de mujeres pre-menopáusicas sanas. 

 

Objetivos 

El objetivo principal fue evaluar el beneficio/daño y eficacia de la suplementación con 

calcio y vitamina D (solo o en combinación), para aumentar la densidad ósea en mujeres 

premenopáusicas sanas. 

IOM%202011
Shea%202005
Winzenberg%202006
Winzenberg%202010
Murad%202011
Moyer%202013
Malihi%20%202016
Bischoff-Ferrari%202009
Gupta%202010
Zhu%202010
Bischoff-Ferrari%202009
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Metodología 

Esta revisión sistemática y meta-análisis fue realizado acorde a las guías y manuales de 

procedimientos del grupo musculo esquelético Cochane Canadá (Ghogomu 2014). 

 

Tipos de estudios: Se incluyeron ECA que reportados en texto completo sin restricción de 

lenguaje. Ensayos enfocados en comparar la eficacia de la suplementación con calcio y/o 

vitamina D vs placebo, por un período de tratamiento igual o mayor a tres meses.  

 

Tipos de participantes: Se incluyeron ECA en mujeres premenopáusicas sanas de 18 a 45 

años, con o sin diagnóstico de deficiencia de vitamina D. Los resultados debían incluir la 

densidad mineral ósea (DMO), el contenido mineral óseo (BMC) y de ser pertinente reporte 

de eventos adversos. Definiéndose sanas como la condición conocida  no de padecer 

osteoporosis, osteopenia o alguna enfermedad crónica, condición cardiovascular o 

autoinmune, enfermedad inflamatoria (por ejemplo: artritis reumatoide, fibromialgia, 

esclerosis múltiple, lupus eritematoso sistémico, diabetes mellitus o asma). 

 

Se excluyeron estudios enfocados a mujeres embarazadas o lactando, estudios con 

pacientes predispuestos a desarrollar OP secundaria por una condición médica como el uso 

de corticoides esteroideos. Se incluyeron estudios con población masculina solo en el caso 

de que los datos estuvieran analizados por sexo.  

 

Tipos de intervenciones: Se incluyeron ensayos con las siguientes tres comparaciones: 

1. Calcio vs. placebo 

2. Vitamina D vs. placebo 

3. Calcio + vitamina D vs. placebo 

Se excluyeron ensayos con un tratamiento menor a tres meses. Del mismo modo se 

excluyeron ECA con co-intervenciones con terapias anti-osteoporosis asi como 

bifosfonatos, terapias con hormonas de remplazo, hormona paratiroidea, moduladores 

selectivos del receptor estrogénico y ranelato de estronio. 

Ghogomu%202014
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Tipo de medidas de resultado evaluadas 

 

 Medidas principales 

 

1. DMO cadera total 

2. DMO columna lumbar 

3. Calidad de vida 

4. Fracturas vertebrales 

5. Fracturas no vertebrales 

6. Abandono por eventos adversos 

7. Eventos adversos serios (por ejemplo hospitalización, evento que resulte en 

discapacidad o muerte) 

 

 

 Medidas secundarias 

 

1. Recolección de todos los reportes de eventos adversos 

 

Metodos de búsqueda e identificación de estudios 

 

Métodos de búsqueda 

 

Se diseñaron estrategias de búsqueda (Apendice III) y realizaron en las siguientes 

bibliotecas electrónicas: 

 

 CENTRAL, Cochrane Library vía Wiley incluyendo CENTRAL 

 Bases de datos de revisiones de efectos (DARE) 

 MEDLINE vía Ovid (1946 hasta la actualidad)  

 Embase - Ovid (1947 hasta la fecha). 

 Clinical trials en clinicaltrials.gov y el portal de la organización mundial de la salud 

(OMS) (www.who.int/ictrp/en/). 

https://clinicaltrials.gov/
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Recolección y análisis de datos 

 

Dos revisores (LM-S y PC) seleccionaron de forma independiente los títulos y resúmenes 

de todos los estudios potencialmente relevantes. Se realizó proceso de selección adicional 

en el listado de referencias bibliográficas incluidas en los estudios seleccionados. Los datos 

de la selección final se codificaron y registraron a detalle su procedencia para completar su 

descripción en el diagrama de flujo PRISMA (Figura a continuación). Se realizó el mismo 

proceso segado para la extracción de la plataforma de datos con los estudios incluidos y 

excluidos. Utilizamos un software específico (Plot Digitizer 2016) para extraer datos de 

gráficos o figuras (estos datos también se extrajeron por duplicado). Uno de los revisores 

(LM-S) ingreso los datos al programa Review Manager (Review Manager 2014). 

 

 

Evaluación del riesgo de sesgo en los estudios incluidos 

 

Dos revisores (LM-S y PC) evaluaron de forma independiente el riesgo de sesgo para cada 

estudio utilizando los criterios descritos en el Manual Cochrane de Revisiones Sistemáticas 

de Intervenciones (Higgins 2011). Los desacuerdos se resolvieron mediante discusión o 

involucrando a un tercer autor (PT o L-CK). Se evaluó el riesgo de sesgo según los 

siguientes dominios (Assessment of risk of bias in included studies): 

 

 

1. Generación de secuencia aleatoria (sesgo de selección). 

2. Ocultamiento de la asignación (sesgo de selección). 

3. Cegamiento de participantes y personal (sesgo de desempeño). 

4. Cegamiento de la evaluación de resultados (sesgo de detección). 

5. Datos de resultados incompletos (sesgo de desgaste). 

6. Informe selectivo de los resultados (sesgo de notificación). 

 

 

Review%20Manager%202014
QUALITY_ASSESSMENT


Sistema musculo esquelético: Biología de hueso y nutrientes  

 
 

23 

Calificando cada fuente potencial de sesgo como riesgo alto, bajo o poco claro, y 

proporcionado en la tabla "Riesgo de sesgo". 

 

 El resúmen de hallazgos, medición del efecto, unidades de análisis evaluadas, manejo de 

datos ausentes (“missing data”), evaluación de la heterogeneidad (Deeks 2011), reporte de 

sesgos, síntesis de datos (de acuerdo al capítulo 12 del manual Cochrane Schünemann 

2011), así como sub-análisis por dosis, intervención y tiempo de suplementación) se 

hicieron acorde al manual de métodos del grupo musculo esquelético Cochrane protocolo 

publicado previamente (Anexo III).  

El resúmen de hallazgos y su análisis se desarrollo de acuerdo al manual Cochrane capitulo 

11 y 12  (Higgins 2011; Schünemann 2011), así como el uso del programa GRADEpro 

GDT 2016 y se prsentan los resultados siguiendo la sección de medición del efecto de 

tratamiento ( “Summary of Findings” Measures of treatment effect). 

 

 

RESULTADOS 
 

Se evaluaron un total de 6313 títulos de los cuales se pre-seleccionaron 109 resúmenes, 

solo 45 publicaciones fueron seleccionadas para su evaluación en extenso (éste incluyo una 

búsqueda manual en revisiones sistemáticas relacionadas así como una selección dentro de 

la bibliografía citada en los estudios incluidos); finalmente se presenta un total de 7 

estudios incluidos mismos que cumplen los criterios de inclusión predefinidos en el 

protocolo publicado (Anexo III). 

Los 7 ensayos incluidos evalúan a 1030 participantes, los cuales incluyen a cuatro estudios 

en población abierta, uno enfocado a mujeres dentro de un programa de pérdida moderada 

de peso y dos estudios más en mujeres atletas. 

 

Deeks%202011
SchŸnemann%202011
SchŸnemann%202011
Higgins%202011
SchŸnemann%202011
GRADEpro%20GDT%202016
GRADEpro%20GDT%202016
EFFECT_MEASURES
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Diagrama de flujo donde se aprecia el proceso de selección en sus etapas de identificación en las principales bibliotecas electrónicas (Ovid 

Medline, Ovid Embase, Cochrane Library, DARE y clinical trials); selección, elegibilidad y finalmente su clasificación como estudios incluidos. 
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A continuación se especifican las dosis evaluadas por las siete investigaciones enlistadas 

por autor, intervención y dosis: 

 

  Barger-Lux 2005: Calcio 500 mg (3 capsulas) 

  Islam 2010: Vitamina D 10μg vs Vitamina D + Calcio 10 μg/600mg  

  Andersen 2008: Vitamina D 10μg/20 μg  

  Rouke 1998: Calcio 1000 mg 

  Shapses 2001: Calcio 1000mg 

  Winter-Stone 2004: Calcio 1000 mg 

  Woo 2007: Calcio + Vitamina D 1000mg/5 μg 

 

Riesgo de sesgos en los estudios incluidos. 

 

Se evaluó el nivel de acuerdo de dos investigadores en la evaluación de la calidad 

metodológica de los estudios. Los desacuerdos se resolvieron y discutieron con el grupo de 

investigación. 

 

 
Gráfica de riesgo de sesgo: Los autores emiten su juicio acerca de la calidad metodológica 

de los estudios la cual se expresa en términos de porcentaje por cada dominio evaluado. 
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Resumen de riesgo de sesgo: Los autores emiten su juicio de calidad metodológica por 

cada dominio y publicación en particular. 

Diagrama de comparaciones. 
 

Una vez realizada la selección, extracción y análisis de la calidad metodológica de los 

estudios incluidos, es relevante cualificar la pertinencia de ingresar los datos obtenidos a un 

meta-análisis.  Para lo cual se presenta a continuación en diagrama de flujo las tres 

comparaciones propuestas (calcio vs placebo; vitamina D vs placebo y calcio + vitamina D 

vs placebo); con las principales medidas de resultado propuestas y que se encontraron 

reportadas en los estudios seleccionados; así como las evaluaciones y unidades en las que 

fueron expresadas; adicionalmente mostramos la principal característica de referencia 

reportada por los autores. 



Sistema musculo esquelético: Biología de hueso y nutrientes  

 
 

27 

 

 
 

[,~. Ii_,-l .. F! .... -~ 

Inlervnadonel y CMl"nl tolld 
M .. h ~ MNh 

Comparadores OMO -,~ Wi,k"..s.- "= ...... kn 

~ 

[.~. .. ...... 
~--

... a_ .. - '" C ....... n.I .. Jab.r "= 
~, lI .. h O "'. 

Calcio 
'I. , ..... 4k.c S .... "'. 

'" C~ I¡'hd ok ..... c= 
~ '" .. 

Placebo b~·· "= O ... 
:a '" 

., 
Fndll.l1Il '" ~ ... 1:1- < 1"i" ... ~r4rl1n.kt '" c= 1:1- '" APR~" ~ " , n'ullldt.·UJIIII 

'" "= G) [nnlti . d'·~BKRI"¡ill c= "= 

b;_U L'.'M 
~ [ -- lo .... . .. S I)~ 'O 
~ 

(;-,, - ...... - ...... - 6J, 
Vitanlio O O 
Vi CIlIiII~¡J 111~ .id~ ... 
Placebo ~.~ ¡:l., 

rnct.11I1 .. 
."'\I_,I1~br.tn 1:: G) 

Alu.ndr.nn pw rnalnl all\"tt'lnl c= .~ 
.c 

["~njnl .!h~1'Sti H'.riott; c= .. c -- - o. C 
CalciD +\ 'itamin O ~n ",,~ 'O 

" ';:¡ 
PlaCf,' bo 1>.\10 C "_· .. 

C"I.m •• lAI m •• r :¡;; , ... , ... 
O 

c= ¡:l., 
Calibd dt ,"¡lb 

~k'" G) t' r....: 11I r •• 

N.n.nrt.tbnli! . 

,\ b~.t1 u .. p"r t~f. t ", II!I.V¡.,... c= 
En.t .. Mnnill Hriti c= 

Medldu dr l'Hultado Pobladón 



Sistema musculo esquelético: Biología de hueso y nutrientes  

 
 

28 

 

I. Calcio vs Placebo 
 

A continuación se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los desenlaces 

planteados previamente: 

 

1. DMO en cadera total con diferentes unidades de análisis Media y DS (MDS -0.38, 

IC 95% -1.14 a 0.38; participantes= 174; estudios = 3; I2 = 77%), resultados 

expresados en porcentaje de cambio (MDS -0.99, IC 95% -1.37 a -0.61; 

participantes= 121; estudios = 1; I2 = 0%) y en Media DS (MDS 0.01, IC 95% -0.53 

a 0.55; participantes= 53; estudios = 2; I2 = 0%). 

2. DMO en columna lumbar con diferentes unidades de análisis (MDS -0.08, IC 95% -

0.65 a 0.50; participantes = 202; estudios = 4; I2 = 68%), específicamente para 

porcentaje de cambio (MDS -0.02, IC 95% -1.24 a 1.21; participantes = 149; 

estudios = 2; I2 = 88%) y MDS (MDS -0.06, IC 95%-0.60 a 0.48; participantes = 

53; estudios = 2; I2 = 0%). 

 

Los siguientes datos no fue factible su análisis al no estar reportados en ninguno de los 

estudios seleccionados: 3. Calidad de vida; 4. Fracturas vertebrales; 5. Fracturas no 

vertebrales; 6. Abandono por eventos adversos y 7. Eventos adversos serios (por ejemplo., 

hospitalización u otro evento que resulta en discapacidad o muerte). 

 

En específico para “Abandono por eventos adversos”,  realizamos el análisis contemplando 

solo las proporciones por abandono (RR 0.78, IC 95% 0.52 a 1.16; participantes = 261; 

estudios = 4; I2 = 0%). 
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 Comparación: Calcio vs placebo. 

 

 
 

 

 Calcio vs placebo: DMO cadera total. 

 

Los datos reportados por Barger-Lux 2005 se encontraban expresados en porcentaje 

de cambio, por lo que realizamos el cálculo de su equivalencia a media con 

desviación estandar empleando el programa Review Manager. Con lo que 

ingresamos los datos al grupo de análisis por Media y DS. Lo anterior no significo 

ningun cambio estadistico o clinicamente significativo para el análisis. 
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 Calcio vs placebo: DMO Columna lumbar 

 

Los datos reportados por Barger-Lux 2005 y Shapses SA 2001 se encontraban 

expresados en porcentaje de cambio, por lo que realizamos el calculo de su 

equivalencia a media con desviación estandar empleando el programa Review 

Manager. Con lo que ingresamos los datos al grupo de análisis por Media y DS. Lo 

anterior no significo ningun cambio estadistico o clinicamente significativo para el 

análisis. 
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 Abandonos 

Barger-Lux 2005 y Shapses SA 2001 no reportan eventos de abandon en sus 

estudios, se ingresó una unidad a cada grupo a manera de ejemplificar en el análisis. 

Lo anterior no significo ningun cambio estadistico o clinicamente significativo para 

el análisis. 
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II. Vitamina D vs placebo 
 

A continuación se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los desenlaces 

planteados previamente: 

 

1. DMO en cadera total con diferentes unidades de análisis Media y DS (MDS 0.17, 

IC 95% -0.20 a 0.54)(MDS 0.17, IC 95% -0.20 a 0.54)  

2. DMO en columna lumbar con diferentes unidades de análisis (MDS 0.17, 95% IC -

0.20 a 0.54; participantes = 114; estudios = 2; I2 = 0%)  

 

Los siguientes datos no fue factible su análisis al no estar reportados en ninguno de los 

estudios seleccionados: 3. Calidad de vida; 4. Fracturas vertebrales; 5. Fracturas no 

vertebrales; 6. Abandono por eventos adversos y 7. Eventos adversos serios (por ejemplo., 

hospitalización u otro evento que resulte en discapacidad o muerte). 

 

En específico para “Abandono por eventos adversos”,  realizamos el análisis contemplando 

solo las proporciones por abandono (RR 1.48, CI 95% 0.87 a 2.52; participantes = 159; 

estudios = 2; I2 = 0%). 
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 Resumen de hallazgos principales 

 

 
 

Comparaciones 
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 Columna Lumbar 

 

 
 

 Abandonos 
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III. Calcio + vitamina D vs Placebo 
 

A continuación se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los desenlaces planteados 

previamente: 

 

1. DMO en cadera total con diferentes unidades de análisis Media y DS (MDS -0.03, IC 

95% -0.06 a 0.00; participantes = 408; estudios = 1; I2 = 0%)  

2. DMO en columna lumbar (MDS 0.01, IC95% -0.01 a 0.03; participantes = 76; estudios = 

1; I2 = 0%)  

 

Los siguientes datos no fue factible su análisis al no estar reportados en ninguno de los estudios 

seleccionados: 3. Calidad de vida; 4. Fracturas vertebrales; 5. Fracturas no vertebrales; 6. 

Abandono por eventos adversos y 7. Eventos adversos serios (por ejemplo., hospitalización u otro 

evento que resulta en discapacidad o muerte). 

 

En específico para “Abandono por eventos adversos”, realizamos el análisis contemplando solo 

las proporciones por abandono (RR 0.92, CI 95% 0.55 a 1.54; participantes = 541; estudios = 2; 

I2 = 72) 
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 Resumen de hallazgos principales 

 

 

 
 

Comparaciones 

 

 

 
 

 

 



Sistema musculo esquelético: Biología de hueso y nutrientes  

 
 

38 

 Calcio + vitamin D vs placebo DMO: Cadera total 

Los datos se encontraban reportados en format grafico, por lo que empleando el programa 

ProDigitizer se obtuvieron sus valores cuantitativos puntuales. 

 

 

 
 

 Calcio + vitamin D vs placebo DMO: Columna total 

 

 
 

 

 Abandonos 
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Resumen preliminar de los principales resultados 
 

En esta revisión, se examina la eficacia del calcio y/o vitamina D (solos o en combinación) versus 

placebo para aumentar la densidad mineral ósea en mujeres pre menopáusicas sanas. La literatura 

hasta el momento muestra que no hay suficiente evidencia que sustente el uso de calcio para 

incrementar la DMO en esta población y con ello prevenir el riesgo de fractura. Sin embargo, los 

análisis de subgrupos sugieren que esto puede ser explicado por la ausencia de comparaciones 

que integren de forma conjunta la suplementación con calcio y vitamina D. 

 

Adicionalmente existen potenciales explicaciones a la falta de efectividad de cualquiera de las 

intervenciones que aquí evaluamos. Una de ellas podría atribuirse a la diferencia en la dosis de 

suplementos y la capacidad de absorción dependiente del tipo de calcio. 

Otros posibles modificadores del efecto del suplemento de calcio y / o vitamina D incluyen el 

tipo de molécula y el cumplimiento. Desafortunadamente, los estudios de subgrupos por tipo de 

molécula son difíciles de separar y los potenciales efectos de absorción hacen necesario 

interpretar los resultados del análisis con precaución. Esto podría reflejar diferencias clínicas y 

metodológicas entre los estudios en las diferentes moléculas de suplementación 

 

Si bien es difícil extrapolar los resultados de la densidad ósea a la reducción del riesgo de 

fractura, particularmente la densidad mineral ósea en mujeres pre menopáusicas sanas es 

considerado un desenlace intermedio. Por lo que nuestro estudio tiene la limitante de que al 

evaluar la diferencia de medias estandarizada no refleja de forma directa dicha reducción del 

riesgo, pero es imperativo mencionar que ninguno de los estudios aquí analizados presentan de 

forma intencional la detección de este resultado clínico  

 

El número de estudios identificados en esta revisión fue pequeño (siete) y sólo cinco de ellos 

aportaron datos al meta-análisis. La interpretación para cada análisis depende del tipo de 

resultado numérico (porcentaje de cambio o media con desviación estándar). 
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En el desarrollo de los meta-análisis cuando fue posible realizarlos, la heterogeneidad reportada 

no muestran rangos estadisticamente significativos que sugieran que los efectos de los estudios 

no pudieran ser comparables. 

 

Conclusiones preliminares 

 

Los resultados publicados hasta el momento de este trabajo, no apoyan el uso de suplementos de 

calcio en mujeres premenopáusicas sanas como una intervención de salud pública. 

De forma preliminar no hubo efecto de la suplementación de calcio vs placebo (4 estudios); 

vitamina D vs placebo (2 estudios con unidades y áres no comparables entre si) y Calcio + 

vitamina D vs placebo (2 estudios con unidades y áreas no comparables entre si). 

 

Las razones de abandono reportadas en los estudios fueron cambio de domicilio, desagrado por el 

sabor de las pastilas, embarazo, perdida de interes, entre otros. 
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MARCO TEÓRICO 

Los tres protocolos presentados en esta tesis se han enfocado al estudio del sistema musculo 

esquelético con particular énfasis en la biología de hueso y la acción de nutrientes como la 

vitamina D y calcio sobre el mismo. 

 

Existe una creciente necesidad por entender los procesos biológicos del hueso desde un enfoque 

dinámico, reflejo de su naturaleza. Es relevante su análisis inclusive desde el estudio de la 

compleja relación que lleva el proceso metabólico óseo y su manifestación clínica traducida en 

diversas patologías con impacto directo e indirecto en la calidad de vida humana. Continuando 

con la importancia de la evaluación de la capacidad diagnóstica de muchas de las técnicas ya 

conocidas y otras de nueva propuesta que empleamos en la actualidad para poder confirmar el 

estatus de salud-enfermedad. Sin dejar de lado el conjunto de conocimientos al área de la clínica 

aplicada para  comprobar su relevancia clínica de múltiples opciones a tratamiento preventivo y 

terapéutico. 

Todo lo anterior con miras a poder establecer medidas de pronostico clínico tanto en paciente 

sanos (o al menos sin la patología manifiesta), como en individuos clínicamente predispuestos a 

desarrollar este tipo de alteraciones en la micro y macroarquitectura ósea. Sin olvidar que una 

cadena de conocimiento como la antes mencionada no significa nada a la ciencia sin un abordaje 

con miras a su aplicación en los principales servicios sanitarios de atención nacional e 

internacional (Figura 18). 

 
Figura 18.  Proceso cíclico de desarrollo científico que ataña al estudio de la Biología clínica de hueso. 
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Micro-arquitectura ósea, un sistema siempre dinámico. 

 

Existen tres factores que componen al hueso (mineral, osteoide y celular), el principal factor es el 

componente mineral. El tejido óseo combina células vivas (osteoblastos, osteocitos y 

osteoclastos) y materiales inertes (sales de calcio y fósforo), además de sustancias orgánicas de la 

matriz ósea como el colágeno, que le dan al hueso su micro-arquitectura y elasticidad a la masa 

ósea. Más de un 99% del volumen de la matriz se halla mineralizado en hueso cortical, y en 

hueso esponjoso. En total los componentes orgánicos alcanzan aproximadamente el 65% del peso 

óseo.  El componente inorgánico de matriz ósea está constituido en un 98% por fosfato de calcio 

en forma de cristales de hidroxiapatita1 (Figura 1). 

 
Figura 1.Conformación de la micro-arquitectura del hueso7. 

 

El hueso es un complejo órgano en constante remodelación, es decir, un equilibrio en su micro-

arquitectura entre reabsorción y formación, inclusive es posible evaluar este fenómeno de forma 

indirecta a través de la medición bioquímica de marcadores óseos en muestras de sangre y de 

orina2. 
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Proceso de acreción ósea 

 

La acreción ósea comienza principalmente desde 

el primer trimestre del embarazo, con la 

acumulación de nutrimentos como calcio (Ca), 

fósforo (P) y otros minerales3. Dicha ganancia 

ósea implica un complejo proceso de recambio 

celular y mineral en el individuo que continua 

diferencialmente a lo largo de la vida; siendo 

siempre en el embarazo y la etapa de lactancia, un 

balance de calcio a favor del feto y del recién 

nacido (figura 2); etapas determinantes para su 

desarrollo4, cuyo proceso es mediado por la 

placenta y producción de vitamina D en el 

neonato5.  

Figura 2. Balance de calcio durante el embarazo y la lactancia, flujo abrumadoramente a favor del feto y 

del recién nacido. Las fuentes de calcio en la vida fetal son ingresadas a través del transporte activo a la 

placenta, del cual muy poco calcio es devuelto a la circulación materna. El resto de calcio es excretado 

en la orina, estando disponible para la reabsorción por el intestino. Este proceso es mediado por la 

placenta y la producción de vitamina D del feto6. 

La etapa de acreción ósea comienza 

desde el primer trimestre del embarazo, 

pero es en el tercer trimestre la etapa de 

mayor ganancia. 
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La pérdida de hueso relacionada con la edad, comienza en la cuarta o quinta década de la vida. 

Esto ocurre como resultado de la descomposición del hueso por  osteoclastos y disminución de la 

formación de hueso por osteoblastos. En la figura 3 se muestran los cambios de masa ósea 

relacionados con la edad, demostrando que la infancia es la única etapa de la vida en la que hay 

ganancia de DMO, llegando al pico en la tercera década de la vida e iniciando la pérdida 

alrededor de los 40 años. Por esta razón es importante intervenir en los primeros años de vida 

para que la formación de hueso sea adecuada.7 

 

 
Figura 3.Curva que muestra los cambios de masa ósea relacionada con la edad. 

 

En la Figura 4 se muestra en un esquema el proceso de actividad metabólica ósea, el cual se 

produce en la infancia mediante un proceso de calcificación de las células cartilaginosas 

presentes en los extremos del hueso. Según las concentraciones de calcio y fosfato en el líquido 

del espacio extraarticular, se deposita mineral en aquellos condrocitos o células cartilaginosas 

para lograr la mineralización. La función principal del eje endocrino Vitamina D/PTH es 

mantener las concentraciones de calcio y fosfato en el LEC (Líquido Extracelular) en cifras 

apropiadas para permitir la mineralización.1 
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Figura 4. Diagrama que describe la actividad metabólica ósea desde crecimiento, modelación y 

remodelación 

 

Una de las principales características del esqueleto de los mamíferos, es la capacidad que tiene 

para renovarse constantemente durante la vida. El remodelado óseo, es un proceso mediante el 

cual el hueso se renueva para mantener la fuerza ósea y la homeostasis mineral, este proceso se 

realiza a través de las unidades de remodelado óseo (URO) en las que se incluyen osteoblastos, 

osteoclastos, osteocitos y otras células accesorias.1  

En la figura 5. Se muestra el proceso de remodelado óseo, en el cual los osteoclastos reabsorben 

el hueso y enseguida los osteoblastos depositan hueso nuevo en la misma porción general (100 

días).1  

 

Diversos factores intervienen en el remodelado óseo, RANKL (ligando del receptor activador del 

factor nuclear kappa-B), que pertenece a la superfamilia de los TNF es una proteina 

transmembrana regulada por RANK, el cual una vez unido a RANKL, estimulan la 

diferenciación y fusión de células precursoras de osteoclastos.1 

Otro receptor soluble expresado en los osteoblastos es la osteoprotegerina (OPG), miembro de la 

familia de los TNF. Su principal función es la inhibición de la maduración y de la activación de 
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los osteoclastos interponiéndose entre RANK y RANKL (Regulación hormonal del balance 

fosfocálcico.1  

 

 
Figura 5. Proceso de remodelado óseo1. 

Implicaciones de la vitamina D en el recambio óseo 

 

El hueso es un órgano complejo en constante remodelación, es decir, un organo que requiere del 

equilibrio en su  micro-arquitectura entre reabsorción y formación, inclusive es posible evaluar 

este fenómeno de forma indirecta a través de la medición bioquímica de marcadores óseos en 

muestras de sangre y de orina, tanto en adultos8 como en población pediátrica9.  

 

Este complejo balance inicia desde la exposición a la irradiación ultravioleta, el 7-

dehidrocolesterol, o provitamina D3 de la piel, se convierte en previtamina D3, la cual más tarde 

se isomeriza a vitamina D3 más estable, mediante una transformación inducida térmicamente. 

Tanto la vitamina D3, formada en la piel u obtenida de la dieta, y la vitamina D2, derivada de 

fuentes alimentarias y de multivitamínicos, se hidroxilan en el hígado a 25(OH)D, la principal 
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forma circulante de la vitamina D. La 25(OH)D, que es biológicamente inerte a concentraciones 

fisiológicas, se hidroxila en el riñón a 1,25(OH)2D, la principal forma biológicamente activa de la 

vitamina D. Los niveles de PHT y fósforo sérico regulan la producción de 1,25(OH)2D.  Cuando 

las concentraciones de vitamina D son inadecuadas, la 1,25(OH)2D aumenta la absorción 

intestinal de calcio y fósforo y, en conjunto con la PTH, moviliza las reservas de calcio y fósforo 

de los huesos para mantener niveles séricos adecuados de calcio y fósforo para la salud ósea y 

para las funciones metabólicas y neuromusculares (figura 6)10. Se ha observado que la deficiencia 

asintomática de vitamina D eleva la prevalencia de fracturas, ello debido a las alteraciones 

derivadas de su bajo suministro y su efecto en la absorción de calcio.11 

 
Figura 6. Diagrama que  muestra la producción cutánea de vitamina D y su metabolismo. Adaptado de 

Holick MF Osteoporosis International 1998;8 (suppl 2):S24–S29. 

Como hemos observado la vitamina D desempeña un papel crítico para mantener la salud de los 

huesos, ya que es esencial para asegurar que el calcio se absorba adecuadamente en el tracto 

gastrointestinal. Los niveles inadecuados de vitamina D reducen la absorción intestinal de calcio, 

lo cual disminuye las concentraciones séricas de calcio y desencadena la liberación 

compensadora de hormona paratiroidea. Este hiperparatiroidismo secundario origina la 

movilización de calcio del hueso y causa una reducción en las concentraciones séricas de 

vitamina D, lo que a su vez genera disminución en la densidad mineral ósea12. La evidencia actual 
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sugiere que los niveles inadecuados de vitamina D, que son muy comunes en las mujeres 

posmenopáusicas, aumentan el riesgo de fracturas (Figura 7).13.  

 
Figura 7. Mecanismo de acción:La vitamina D y el metabolismo óseo. * PTH= hormona paratiroidea. 

El mecanismo primario por el cual la vitamina D3 lleva a cabo este papel, es induciendo a las 

proteínas involucradas en la absorción intestinal del calcio1. Sin embargo, cuando hay deficiencia 

de vitamina D, la absorción del calcio disminuye (de 30%– 40% a 10%–15% respectivamente), y 

las menores concentraciones séricas de calcio aumentan la secreción de la hormona paratiroidea2. 

Asimismo, el incremento en la secreción de la PTH contrarresta los niveles bajos de calcio 

circulante aumentando la producción de vitamina D, y estas dos hormonas actúan en conjunto 

para mediar la reabsorción del calcio del riñón3 y la movilización del calcio del hueso4 para 

mantener las necesidades fisiológicas.  
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Por tanto, la función fisiológica principal de la vitamina D3 es mantener las concentraciones 

séricas de calcio circulante suficientes para apoyar una gran variedad de funciones metabólicas 

(incluyendo una mineralización ósea normal), la transducción de señal y la actividad 

neuromuscular (Figura 7).  

 

En cuanto a los parámetros de deficiencia y suficiencia acerca de la vitamina D, no existe un 

punto de corte establecido, es decir existen discrepancias entre los institutos e investigadores en 

la materia, pero en lo que si consensan es en el punto de suficiencia, que esta en valores mayores 

o iguales a 30ng/ml (Tabla 1). 
Tabla 1. Niveles de suficiencia y deficiencia establecidos por el Instituto de Medicina USA y los 

establecidos por investigadores en la materia.  

 

Pico de masa ósea 

 

Al fenómeno de ganancia de masa ósea se le denomina acreción ósea. Se refiere a la máxima 

cantidad de masa ósea (calcio) que se alcanza al final de la maduración esquelética se le 

denomina pico de masa ósea (PMO)14. El 85 % de la acreción ósea se alcanza en la infancia y 

juventud (figura 8); Siendo los principales modificadores de este crecimiento la edad y el sexo 

(figura 9)15,  sin embargo, existen otros factores como los genéticos, el estilo de vida entre los 
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que destacan, la actividad física y la nutrición. Conocer los principales factores relacionados con 

la acreción ósea en este periodo de la vida puede impactar en alcanzar una adecuada acreción 

ósea y así garantizar la adquisición de un pico de masa óseo óptimo16.  

 
Figura 8. Representación esquemática de los cambios de masa ósea con la 

edad, medido por DXA. La línea punteada muestra el comportamiento teórico 

consecuencia de una reducción de la masa ósea máxima.17 

 
Figura 9. Cambios en la masa ósea relacionados con la edad a lo largo de toda la vida en mujeres y 

hombres. El Pico de Masa Ósea (85% de la máxima cantidad de masa ósea) se alcanza en las etapas de 

infancia y juventud18 . Se relaciona la pérdida ósea con la edad (alrededor de los 40 años, de manera 

distinta entre hombres y mujeres.10  

Factores asociados al desarrollo de osteoporosis y alteraciones óseas. 

  

La osteoporosis es una enfermedad silenciosa caracterizada por un deterioro sistémico de la masa 

ósea y su micro-arquitectura, en muchos casos con resultados en fracturas por fragilidad19, siendo 

reconocida por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como una de las principales 

enfermedades crónicas y por tanto un problema de salud pública, definida como un “trastorno del 
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esqueleto caracterizado por una disminución de su resistencia, que predispone a un mayor riesgo 

de fractura (Figura 10)20. Se calcula que hay más de 200 millones de personas que la padecen a 

nivel mundial21. Una de las principales consecuencias es la propensión a fracturas de cadera, tan 

solo en México  se reportó para el periodo 2000-2006 un aumento del 26% en la incidencia de 

fracturas, cerca de 22,000 casos fueron de cadera, las cuales alteran directamente en el estado de 

salud del individuo22,  y su calidad de vida23. Ello generó costos directos totales estimados en 97 

millones de  dólares americanos24. 

 

 
Figura 10. Hueso normal y hueso osteoporótico. En el lado izquierdo se muestran trabéculas de un hueso 

normal y del lado izquierdo se observan trabéculas disminuidas de un hueso con diagnóstico de 

osteoporosis2. 

 

Se han implementado pautas nacionales e internacionales para enfrentar el reto de la detección 

temprana de osteoporosis, basados en la presencia de varios factores de riesgo; tales como la 

edad, el bajo índice de masa corporal, fracturas previas por fragilidad, antecedentes familiares de 

fracturas, artritis reumatoide, el uso de glucocorticoides, y el tabaquismo activo entre otros, 

donde una medición de la densidad mineral ósea (DMO) es recomendable para aquellos con 

menos uno o 2 factores de riesgo menores. Varios intentos se han hecho para desarrollar 

herramientas de decisión para ayudar a los médicos en la selección de pacientes para la DMO 

usando una variedad de combinaciones de dichos factores (Tabla 2)25. 
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Tabla 2. Factores de riesgo asociados al desarrollo de osteoporosis14. 

Factores que identifican a individuos en riesgo a osteoporosis 

Principales factores de riesgo Factores de riesgo menores 

 Edad ≥65 años. 

 Fractura por compresión vertebral. 

 Fractura por fragilidad después de 

los 40 años. 

 Antecedentes familiares de fractura 

osteoporótica (especialmente 

fractura de cadera materna). 

 Terapia con  glucocorticoides 

sistémicos >3 meses de duración. 

 Síndrome de mala absorción. 

 Hiperparatiroidismo primario. 

 Propensión a caídas. 

 Osteopenia aparente reflejada en 

rayos x. 

 Hipogonadismo. 

 Menopausia precoz (antes de los 45 

años). 

 Artritis reumatoide. 

 Antecedentes clínicos de 

hipertiroidismo. 

 Terapia crónica anticonvulsiva. 

 Baja ingesta de calcio dietético. 

 Fumador. 

 Consumo excesivo de alcohol. 

 Consumo excesivo de cafeína. 

 Peso <57kg. 

 Pérdida de peso >10% de su peso en 

los anteriores 25 años. 

 Terapia de heparina crónica. 

 

Un método para evaluar y predecir el riesgo de fractura atribuido a osteoporosis es la herramienta 

“FRAX”, el cual integra factores clínicos de riesgo con una densitometría dual de rayos x (DXA) 

basado en la DMO para predecir un riesgo individual a 10 años de sufrir una fractura de cadera 

así como la probabilidad a 10-años de tener una fractura osteoporótica mayor en columna 

vertebral clínica antebrazo, cadera u hombro (Tabla 3)26. 
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Tabla 3. Factores de riesgo clínico considerados en el FRAX ®15. 

Factores de riesgo clínico considerados en el FRAX® 

Factor de riesgo 

clínico 
Descripción 

País de residencia FRAX® disponible a partir de Junio 2009 en: Alemania, Austria, China, 

Francia, , Italia, Japón, España, Suecia, Suiza, Turquía, Reino Unido, 

Estados Unidos, Argentina, Bélgica, Finlandia, Hong Kong, Líbano y 

Nueva Zelanda 

Edad Comprende entre los 40 y 90 años. 

Sexo No se aportan datos. 

Raza Se ofrece solamente para individuos de Estados Unidos, Europeos, Afro-

americanos, hispanos y asiáticos. 

Peso, talla, índice 

de masa corporal 

Peso en kilogramos (Kg) y la altura en centímetros (cm) para calcular el 

índice de masa corporal (kg/m2) 

Historial de 

fractura por 

fragilidad 

Incluye evidencia de radiografías o fracturas por compresión de vertebras. 

Historial familiar 

de osteoporosis 

Fractura de cadera materna o paterna. 

Fumador 

recurrente. 

No se aportan datos. 

Uso de 

corticoesteroides 

Exposición a ≥5mg/día de prednisolona por ≥3 meses (o dosis equivalente 

de otros glucocorticoides). 

Artritis reumatoide Diagnóstico confirmado por un profesional de la salud. 

Osteoporosis 

secundaria 

Diabetes tipo I, osteogénesis imperfecta en adultos, hipotiroidismo no 

tratado e Hipogonadismo, menopausia precoz, malnutrición crónica ó mala 

absorción crónica y enfermedades hepáticas. 

Consumo de 

alcohol 

Mayor a 3 unidades al día [una unidad equivale a un vaso de cerveza de 

(285ml), una onza (30ml), o un vaso de vino de tamaño mediano (120ml)].  

 

Ninguna de estas herramientas de decisión está exenta de problemas y, si se aplica a la población 

general de mujeres posmenopáusicas (>50 años) se ha visto que sobre estima el riesgo, identificar 
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al menos al 90% de las mujeres >65 años como candidatas para medición de la DMO15.  Por 

tanto los factores de riesgo clínicos utilizados en FRAX ®, asumen que cada uno hace una 

contribución independiente al riesgo de fractura.   

 

Está muy claro a partir de estudios epidemiológicos, que la edad es un importante factor de riesgo 

de fractura (figura 11) debido a una disminución en la DMO. Sin embargo también debe haber 

una edad en la que vale la pena comenzar a utilizar la DMO como herramienta de detección27.  

  
Figura 11. La edad juega un papel decisivo en el riesgo a fractura. Probabilidad a 10 años de fractura en 

cuello de fémur atribuido a osteoporosis conforme avanza la edad en población sueca16. 

 

Debido a que la pérdida de hueso se presenta constantemente y es inicialmente asintomática, el 

diagnóstico de osteoporosis suele ser sólo después de la primera fractura15. Una vez que ya se 

tiene el diagnóstico de osteoporosis, lo que resta es el tratamiento para prevenir fracturas. Sin 

embargo, aun así el individuo esta condicionado a una serie de factores que le predisponen a 

riesgo de fractura por fragilidad, entre los que destacan: el historial familiar, el uso de 

glucocorticoides, fracturas previas aunadas a la probabilidad directa aun sin presentar dichos 

factores de riesgo (Figura 12)16. 
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Figura 12. Efecto de tres factores de riesgo clínicos sobre la probabilidad a diez años de una fractura 

osteoporótica mayor en población de hombres y mujeres caucásicos (65 años)16. 

 

Por lo anterior surge interés en el monitoreo de la salud ósea mediante la medición de la masa 

ósea, debido al impacto en todas las etapas de la vida. 

 

 

Métodos de evaluación del estado óseo. 

 
La evaluación del estado y recambio del hueso en el infante es compleja, el estándar de oro para 

la medición del mineral óseo es la absorbimetría dual de rayos X de baja densidad (DXA por sus 

siglas en inglés). Este método ha sido probado con suficiencia y aceptado internacionalmente por 

su baja dosis de radiación, alta exactitud, presición y alta sensibilidad al diagnóstico para predecir 

fracturas. Sin embargo, el DXA no es un método que pueda aplicarse a los recién nacidos por 

problemas de uso de radiación y técnicas de inmovilización total del individuo que para esta 

población se logra por medio de anestesia completa del individuo, lo que resulta no ético en éste 

grupo de edad. Una alternativa de evaluación ósea es la medición de la velocidad del sonido (SoS 

por sus siglas en inglés) por medio del ultrasonido cuantitativo (QUS por sus siglas en inglés) ya 

que por sus caracteristicas de seguridad (libre de radiación), facilidad de uso, portabilidad a la 

cama del paciente, mediciones no invasivas y relativo bajo costo, lo hacen un método atractivo a 
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explorar. Previamente ha sido evaluado en población pretérmino sana28,29 y en condiciones de 

masa ósea baja comparada con los referentes que son niños pretérmino sanos30. Cabe mencionar 

ciertas limitaciones de la ultrasonografía, y ello recae en que estan siendo generados los 

conocimientos en cuanto a referentes en niños sanos a término y pretérmino. 

 

 

 

 

 
Figura 13. Fosfatasa alcalina como 

marcador diagnóstico. (A) 

Asociación positiva entre fosfatasa 

alcinina alcalina y fosfatasa alcalina 

ósea [BALP por sus siglas en inglés] 

n=158 R2=0.93 p<0.001 para 3 y 

17 semanas de edad postnatal en 62 

infantes pretérmino. 
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Otras técnicas de evaluación de la maduración esquelética (edad ósea) o grado de 

osificación, son el uso de indicadores relativamente preciso para medir la edad fisiológica. 

La zona anatómica más empleada es la mano (mano izquierda por consenso internacional) 

por las siguientes razones: fácil accesibilidad, escasa radiación y la existencia de un amplio 

número de huesos en una pequeña zona corporal. Son tres los métodos utilizados : Atlas de 

Greulich y Pyle31 (Comparación radiográfica de mano y muñeca).  

 

El método de Tanner y Whitehouse 32 (evalúa la mano y muñeca: carpo y la sumatoria de 

estos dos ultimos; es un método numérico de osificación al cual se le asignan una 

puntuación a cada uno de los estadios evolutivos según el sexo, valores que se trasladan a 

una tabla que nos da la edad ósea. Sin embargo, los métodos anteriores no son aplicables ya 

que al nacimiento y en el primer año de vida no existe ningún núcleo de osificación  y por 

tanto no son valorables en la radiografía de la mano y estos van apareciendo a lo largo del 

primer año.  

 

En contraste, el método descrito por Hernandez y colaboradores en 198833, se basa en una 

radiografía lateral del pie y tobillo izquierdos, y valora cinco núcleos de osificación a los 

que se les da una determinada puntuación siendo la suma de todos ellos la maduración ósea, 

que  se comparara con los estándares de población general34. La mayor desventaja de los 

anteriores métodos es requerir forzosamente de la toma de radiografías y personal 

calificado para la aplicación de dichos intrumentos. 

 

En cuanto a la evaluación molecular del balance entre reabsorción y generación ósea, se 

han planteado diversos biomarcadores que indican el estado específico en el balance entre 

la reabsorción y generación ósea y la interacción que mantienen con la vitamina D3, 

algunos de ellos son: calcio, fosfatos, fosfatasa alcalina por su alta relación con la fosfatasa 

alcalina específica (figura 13), paratohormona y sus consecuencias clínicas (Tabla 4)35. 
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Tabla 4. Biomarcadores óseos séricos y su relación con los niveles de vitamina D. 

 
 

Como podemos observar, la vitamina D impacta directamente en los fenómenos implicados 

en la salud ósea y muscular de los individuos, inclusive si éstos son en mujeres en estado de 

gestación, el impacto se transfiere al producto: La Dra. Clark P. y colaboradores en 2008, 

observaron que mujeres de 14 a 29 años con deficiencia de vitamina D se encontraba asoció 

con alteraciones en el desarrollo del producto en un 52%36. 

 

 

 
 

 

 

 
Figura 14. El riesgo de fractura por 

fragilidad en un paciente con 

osteoporosis es de 40%, siendo 

afectadas más comúnmente las áreas 

como: muñeca, vértebras y cadera; 

aunque también se observan en 

trocánter, húmero y costillas17. 
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Actualmente ya se tienen valores de referencia de la DMO de población mexicana sana en 

distintas áreas, en espina lumbar (figura15ª), cadera (figura 15b)  y totales (figura 15c) 

donde se demuestra que las bases de referencia del fabricante subestiman 

significativamente el número de casos con densidad mineral ósea anormal en la población 

mestiza mexicana37; lo que resulta de utilidad para denotar nuestra particularidad genética, 

étnica y alimenticia.  

 

 

  

 
Figura 15. Distribución de la densidad mineral ósea en tres regiones anatómicas de hombres y 

mujeres mexicanas de 7 a 37 años de edad. (a) espina lumbar, (b) cadera  y (c) total 18. 

 

Sin duda, la DXA presenta múltiples beneficios. Sin embargo, en México sólo el 25% de 

estos instrumentos se encuentran disponibles en instituciones gubernamentales de salud, lo 

que refleja poca factibilidad para su uso como prueba de tamizaje en población de primer 

nivel de atención3. 
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El DXA no está libre de presentar limitaciones y cabe mencionar algunas: Este  instrumento 

mide las áreas mineral del hueso, no es capaz de evaluar la geometría ósea, tampoco 

distinguir entre el hueso cortical, la cubierta exterior, y el hueso trabecular, la parte interna 

esponjosa, que son importantes determinantes de la resistencia y de la pérdida ósea38. 

Existen múltiples métodos alternativos al DXA  (Tabla 5), entre ellos los realizados por 

medio de tomografías computarizadas39, resonancia magnética y un tercer método es el 

QUS40.  
Tabla 5. Técnicas para la evaluación de la calidad ósea21. 

 

Técnica y área de exploración 

Tiempo 

aproximado 

de 

exploración 

en minutos 

Precisión, 

error (%) 

Exposición 

a 

radiación 

mrem 

La DXA es una radiografía de baja radiación, que puede detectar 

porcentajes bastante bajos de pérdida ósea. Se utiliza para medir 

la densidad ósea de la columna y la cadera, y también puede 

medir la densidad ósea de todo el esqueleto. 

5-10 1-2 1-5 

La pDXA (DXA periférica) mide la masa ósea del antebrazo, 

dedo y talón. 

5-15 1-3 1 

La SXA (absorbimetría de rayos X de energía simple) mide el 

talón o la muñeca. 

5-15 1-3 1 

La QCT (Tomografía Computada Cuantitativa) mide la columna 

o la cadera. La pQCT (QCT periférica) mide el antebrazo. 

10-30 2-4 50 

El QUS (Ultrasonido Cuantitativo) utiliza ondas de sonido para 

medir la densidad en el talón o el dedo 

5-10 1-2 0 

La DPA (absorciometría de fotón dual) mide la columna, la 

cadera o la totalidad del cuerpo. 

No se encontró registro 

La SPA (absorciometría de fotón simple) mide la muñeca.  No se encontró registro 

 

Los avances en las técnicas de imagen con tomografía computarizada periférica (TC) de 

alta resolución con rendimiento volumétrico de la densidad ósea podrían permitir una mejor 

predicción de los huesos fuerza y por lo tanto el riesgo de fractura, ya que tiene en cuenta 

índices como intracortical y porosidad del hueso. Sin embargo, es un método de alto costo 

no recomendable como prueba de tamizaje (figura 16)19.  
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Figura 16. Tomografia computarizada que muestra  La porosidad de las muestras post mortem de 

tres mujeres de diferentes edades (A) Micrografía con muestra de una mujer de 29 años de edad. 

Los poros son de forma regular y uniformemente distribuido en la corteza. (B) Micrografía con 

muestra de una mujer 67-años de edad. Los poros son grandes, de forma irregular, y se han unido 

en la corteza adyacente a la médula para producir restos corticales. (C) Micrografía con muestra 

de una mujer de 90 años de edad. La mayor parte de la corteza es trabecular y los poros se 

fundieron. Micrografías son de especímenes anteriores subtrocantéreas19. 
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En cuanto al uso del QUS se tiene un creciente interés dadas sus características de 

portabilidad, técnica no invasiva y relativamente menor costo, aunado a que permite la 

evaluación de la microestructura de los huesos; es decir, logra la estimación de la masa ósea 

mediante la emisión de ondas de ultrasonido a través de la atenuación de la banda ancha de 

ultrasonido (BUA) y la atenuación de la velocidad del sonido (SOS), mostrando la 

velocidad de transmisión de ondas sonoras a través de los tejidos suaves y el hueso, lo que 

reflejan no solo al mineral (cristales de hidroxiapatita) sino otros contenidos óseos como lo 

son la matriz blanda (colágeno) que da al hueso su arquitectura y elasticidad a la masa 

ósea41. Sin mencionar su reciente utilidad en la evaluación del riesgo de fracturas en 

mujeres post-menopáusicas42 en varios puntos de medición, como el radio distal, calcáneo, 

la tibia y falanges (Figura 17). 43, 44  

 

 
Figura 17. Puntos de medición del ultrasonido cuantitativo para la evaluación ósea: como el radio 

distal, falanges, tibia y metatarso45. 
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En resumen los ultrasonidos cuantitativos (QUS), miden tres principales formas de 

transmisión del sonido: La atenuación del sonido (banda ancha del sonido BUA y sus 

unidades son dB/MHz), la velocidad del sonido (SOS medida en metros por segundo m/s) y 

que es el de mayor uso en la clínica. Y el índice de rigidez (SI) ó índice de ultrasonido 

cuantitativo (QUI variable compuesta que combina matemáticamente el BUA y SOS) 

aunque este generalmente no es empleado en la práctica clínica. 

 

El ultrasonido cuantitativo Sunlight Omnisense (en sus versiones 7000p y 8000p), emplea 

las bases de datos de referencia recolectadas en cuatro regiones geográficas donde incluyen 

a sujetos entre las edades de 20 a 90. Actualmente compatibles con los siguientes grupos 

étnicos (Tabla 6)46.  

 
Tabla 6.  Poblaciones que cuentan con datos de referencia para el uso del ultrasonido cuantitativo 

Sunlight Omnisense( modificado de especificaciones del proveedor)79.Recientemente se tienen los 

valores para población mexicana en hombres y mujeres47. 

Región geográfica Población 

Caucásico Masculino y Femenino 

América del Norte Masculino y Femenino 

América Latina Mujer 

Asia Masculino y Femenino 

México (centro) Masculino y Femenino28 

 

El uso del QUS continua siendo controversial, lo anterior, debido al escaso conocimiento 

sobre los mecanismos físicos del ultrasonido para determinar las características del hueso, a 

las diferencias que existen entre los distintos aparatos que miden QUS, el uso de distintas 

variables para medir las características del hueso. Dentro del manejo de distintos aparatos 

para medir SOS, el empleo del QUS Omnisense destaca por contrastar con los 

transductores fijos ya que utiliza sondas manuales para medir múltiples sitios periféricos lo 

que le suma practicidad48, 
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Diferencias  DXA y QUS. 

La densidad de la masa ósea que se analiza con DXA, mide los cristales de hidroxiapatita 

del hueso con un movimiento transversal y longitudinal (en zig-zag). Esto permite recorrer 

un área amplia, ya que la atenuación de los rayos X depende de la estructura que atraviesan 

y de la energía de los fotones, la medición de los factores de transmisión en dos energías 

diferentes (DUAL) permitiendo determinar la densidad del contenido mineral óseo7. 

 

El QUS  a diferencia del DXA logra la estimación del superficie ósea y cartílago mediante 

la emisión de ondas de ultrasonido que a través de la atenuación de la velocidad del sonido 

y la amplitud de la onda, reflejan no solo al mineral (cristales de hidroxiapatita) sino a los 

otros contenidos del hueso como lo son la matriz blanda (colágeno) y celular que da al 

hueso, y su arquitectura y elasticidad49.  

Como se ha mencionado, el DXA y el QUS no son equiparables desde el punto de vista 

técnico, debido a que utilizan distintos tipos de tecnología para el diagnóstico de la masa 

ósea. Sin embargo, ambas técnicas al medir la masa ósea, tienen la capacidad de predicción 

de fracturas, aportando importantes herramientas en la decisión del tratamiento inicial. Se 

reportan sus diferencias en el siguiente cuadro (Tabla 7). 

Tabla 7. Contraste de principales características de DXA y QUS. 
Parámetro DXA QUS 

Radiación 2mRems 0.2mRems 

Lugar de Medición Cualquier parte del esqueleto Solo huesos periféricos 

Precisión  Error del 1% Error del 3.4% 

Porcentaje mínimo de 

cambio detectado. 

2.8% 9.6% 

Portabilidad Nula Completa 

Nivel de atención Tercer nivel o especialistas Primer contacto 

Precio 400,000 USD 45,000, USD 

Precio por medición 40 USD 0 USD 

Uso sugerido Confirmación y Diagnóstico de 

osteopenia/osteoporosis 

Prueba de tamizaje para la identificación 

de sujetos en riesgo de osteoporosis 
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Correlación DXA y QUS reportada en la literatura 

Al realizar una revisión sistemática de la literatura sobre la correlación entre la 

ultrasonografía cuantitativa y la densitometría dual de rayos x (Tabla 8), podemos observar 

que existen estudios de correlación entre DXA y QUS en diferentes poblaciones y estados 

de salud. Entre las conclusiones que destacan son la utilidad del SOS para diagnosticar 

estado óseo en mujeres postmenopáusicas con Diabetes Mellitus tipo II. En otra 

publicación se menciona que no se encuentra correlación entre SOS tibia y anorexia 

nerviosa vs control (jóvenes sin anorexia nerviosa), pero si para SOS radio con anorexia 

nerviosa vs control, siendo su poder predictivo de 63.9 (29.9) p=0.03 al controlar IMC, 

edad y raza. Concluyen también que las medidas periféricas no pueden ser utilizadas como 

un sustituto de la DXA de cadera. Sin embargo, podría ser útil para guiar la derivación de 

pacientes para el centro especializado donde se cuente con servicio de DXA.  

 

Se sugiere también a QUS en tibia y radio como herramienta útil para preseleccionar las 

mujeres posmenopáusicas en quienes DXA axial está indicada para confirmar o excluir el 

diagnóstico de osteoporosis en la columna o la cadera.  Y finalmente se entabla una 

controversia sobre la utilidad de QUS tibia, pues mientras que en otras publicaciones se 

destaca una fuerte correlación significativa entre DXA y mediciones QUS tibia que 

sugieren que éste es una técnica que puede ser aplicable en niños y adolescentes.  

 

La correlación mas alta y estadísticamente significativa entre QUS tibia y DXA total en 

niños y adolescentes (7-23 años) varones r=0.81, en mujeres r= 0.77; respecto a DXA 

lumbar en varones r=0.79 y en mujeres r=0.72 (Tabla 6)50.En general, estos resultados 

varían según la etnia51, 52, 53, 54, 55, y estado de salud56,57,58,59 (Tabla 9).  

Tabla 8. Correlación mas alta reportada entre DXA cadera y QUS tibia y radio31. 
 

Reporta 

Finalidad 

Área de medición 

Nivel de correlación 

(Significancia estadística) 

DXA QUS tibia 

Van Rijn RR. 

2000. 

Predictor de fracturas de cadera. 

Femúr/1/3del Radio distal 

R=0.83 

P<0.001 

R=0.73 

P=0.008 
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PUBLICACIONES RELACIONADAS CON EL TEMA 

 Comparación de diferentes dosis de Vitamina D en el recambio y estado óseo 
de infantes pre-término ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos 

Neonatales: Ensayo Clínico Aleatorizado. 
 

Derivadas del proyecto de vitamina D en neonatos se publican 3 artículos asociados con el 

tema: 

 

1. Toussaint-Martínez de Castro G, Guagnelli MÁ, Clark P, Méndez-Sánchez L, 

López-González D, Galán-Herrera J-F, et al. Vitamin D, not Iron, Is the Main 

Nutrient Deficiency in Pre-school and School-aged Children in Mexico City: A 

Cross-Sectional Study. Nutrición Hospitalaria. 2016;33(4):794-800. 

DOI: http://dx.doi.org/10.20960/nh.372   [Anexo IV] 

La vitamina D, y no el hierro, es la principal deficiencia nutricional en niños 

preescolares y escolares en la ciudad de México: un estudio transversal 

Resumen  

Introducción: en 2012 la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) 

mostró una prevalencia moderada de deficiencia de vitamina D, alrededor del 16%, 

en una muestra de niños representativa del país. A su vez, la anemia carencial ha 

disminuido durante los últimos 15 años en México. El objetivo del presente estudio 

fue determinar los niveles de vitamina D en niños de 3 a 8 años de edad en cuatro 

diferentes regiones dentro del área metropolitana de la Ciudad de México y 

compararlos con los niveles de hierro y zinc como referentes del estado nutricional.  

Métodos: ciento diecisiete niños sanos de 3 a 8 años de edad que regularmente 

asisten a cuatro diferentes hospitales en la Ciudad de México fueron invitados a 

participar. Todos los niños recibieron una evaluación médica y nutricional, y se 

obtuvieron muestras de sangre.  

Resultados: se reclutaron niños en los cuatro hospitales entre abril y agosto del 

2008. Más de la mitad (51,3% fueron niños, su edad pro- medio fue de 5,5 ± 1,6 

http://dx.doi.org/10.20960/nh.372
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años. La prevalencia de sujetos con niveles deficientes de 25-OH-vitamina D (< 50 

nmol/l) fue de 24,77%. Ninguno de los niños tuvo niveles de hemoglobina por 

debajo del umbral de la anemia y la determinación de zinc reveló que 8,26% de los 

individuos tenían niveles deficientes (< 65 μg/dl). Estos datos confirman los 

hallazgos reportados en el ENSANUT acerca de la reducción sostenida en la 

prevalencia de anemia en escolares y preescolares, pero también muestran que se 

eleva la de deficiencia de vitamina D en esta población. De forma similar a otros 

estudios, encontramos un vínculo entre el estatus socioeconómico y la deficiencia 

de micronutrimentos en tanto que estos son marcadores de mejor estado nutricional 

y la vitamina D se relaciona notablemente con la calidad de la dieta. Estos hallazgos 

no se han considerado previamente en nuestra población.  

Conclusiones: existen datos que sugieren una disminución progresiva de la anemia 

en niños mexicanos debido a una fortificación general de los alimentos y el enfoque 

en población vulnerable, mientras que la deficiencia de vitamina D parece haber 

incrementado. Se requieren más estudios para obtener más información acerca de 

los niveles de vitamina D en distintos grupos de edad y definir a los grupos 

susceptibles para investigar la posibilidad de llevar a cabo medidas de impacto en la 

población general como enriquecimiento de alimentos, que ha probado ser efectiva 

en otros nutrimentos.  

2. López-González D, Méndez-Sánchez L, Guagnelli MÁ, Clark P. Deficiencia de 

vitamina D en la edad pediátrica. Una oportunidad de prevención. Boletín médico 

del Hospital Infantil de México. 2015;72(4):225-34. DOI: 

10.1016/j.bmhimx.2015.01.011. 

 

Deficiencia de vitamina D en la edad pediátrica. Una oportunidad de prevención 

Resumen La prevalencia de deficiencia de vitamina D en la población pediátrica ha 

incrementado en los últimos años y se considera que continúa subdiagnosticada y 

subtratada. De acuerdo con datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 
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2006, en México se ha estimado una prevalencia del 16% en niños de 2 a 12 años. 

La vitamina D desempeña un papel fundamental en la formación y homeostasis del 

hueso, y consecuentemente en el crecimiento. Su deficiencia se asocia con 

enfermedades como raquitismo y osteomalacia, y se ha relacionado con otros 

padecimientos, como obesidad, síndrome metabólico, diabetes, cáncer, infecciones 

de vías respiratorias y problemas del sistema inmune. En la literatura se han descrito 

grupos específicos de riesgo para deficiencia de vitamina D en los que el 

suplemento pudiera ofrecer un beneficio. Actualmente aún hay controversia en 

definir los niveles séricos de suficiencia, así como la dosis de suplemento. En 

México, la ingesta diaria sugerida de vitamina D es de 5.6 �g/día (224 UI), que 

resulta significativamente menor a las recomendaciones en los Estados Unidos y 

Europa (entre 400 y 1,000 UI). Debido al aumento en la deficiencia de vitamina D 

en los últimos años y a la falta de consenso con respecto a los niveles de suficiencia 

de vitamina D (ya que los valores de corte varían de 20 a 30 ng/ml considerados por 

la asociación de endocrinología), el objetivo de esta revisión fue proporcionar un 

panorama general del problema en la población pediátrica, así como describir 

aquellos grupos en riesgo y analizar las recomendaciones vigentes para el 

suplemento de vitamina D.  

La deficiencia de vitamina D se ha considerado rara en México, y la falta de 

evidencia no ha permitido establecer las recomendaciones de ingesta diaria, de 

acuerdo con el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador 

Zubirán. Sin embargo, hoy debe reconocerse como un problema de salud, meritorio 

de atención y acción. Sugerimos que se lleven a cabo estudios prospectivos en 

nuestro país, donde se establezca la relación entre la deficiencia sérica de vitamina 

D y la pobre mineralización ósea.  

 

3. Patricia Clark, Lucia Méndez-Sánchez, Desireé López-González, Alfredo Reza 

Albarrán, Solange Heller R, Mario Flores, Luis Miguel Gutiérrez Robles. Brochure: 

importancia de la prevención de la deficiencia de vitamina d por medio de la 
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suplementación a población vulnerable. Boletín informativo CCINSHAE. 2014,10; 

Pag.40-55.  

 

Presentaciones de Trabajos en Congresos Nacionales e Internacionales de estas 

publicaciones: 

Marzo 2014. 

Presentación de carteles en el XIV Congreso Mexicano de Osteoporosis y 

Enfermedades Metabólicas Óseas. México2014. Del 14-17 de Marzo del 2014. Con 

el trabajo: 

 “Efecto de suplementación con vitamina D en pediatría para alcanzar niveles 

de suficiencia: Revisión sistemática” Autores: Méndez-Sánchez Lucia, López-

González Desireé, Clark Patricia.  
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 Desempeño diagnóstico de la Densitometría Dual de rayos X (DXA) y el 
Ultrasonido Cuantitativo (QUS) versus la Biopsia ósea metabólica, en la 

evaluación del estado óseo en pacientes pediátricos receptores de trasplante 
renal 

 

Dos artículos fueron derivados de este protocolo :. 

 

1.  A.L. González-Jorge, S. Enciso, A. Reyes, A.M. Hernández, L. Ortiz, R. Aldana, F. 

Velásquez-Forero, R. Ambrosi, P. Clark, L. Méndez, R. Rivas-Ruiz and M. 

Medeiros: 635-638. Post-Renal Transplantation Bone Health in Children Evaluated 

by Means of Quantitative Ultrasound and Densitometry. Transplantation 

proceedings. 2016;48(2):635-8. PMID:27110019. 

DOI:10.1016/j.transproceed.2016.02.025. 

Trasplante post-renal Salud ósea en niños evaluados por medio de ultrasonido 

cuantitativo y densitometría 

RESUMEN 

Los pacientes con enfermedad renal en etapa terminal desarrollan una enfermedad 

mineral ósea, que no siempre se resuelve después de un trasplante renal exitoso; 

además, algunos de los inmunosupresores utilizados para prevenir el rechazo del 

injerto pueden afectar la salud ósea. El objetivo de este estudio fue evaluar la salud 

ósea de los niños trasplantados con el uso de ultrasonido cuantitativo (QUS) y 

absorbimetría de rayos X de energía dual (DXA). 

Métodos. Se realizó un estudio descriptivo en niños >3 meses después del trasplante 

renal y con función estable de injerto. Se realizaron  evaluaciones de QUS radiales y 

DXA (columna lumbar y cuerpo total sin cabeza (TBLH) el mismo día. 

Resultados. Se incluyeron 35 pacientes. La edad media fue de 13,9 `3,9 años. Diez 

sujetos tuvieron una puntuación total de densidad ósea <2 (28,5%), 4 una 

puntuación Z de la columna lumbar (L1-L4) de <2 (11,4%) y TBLH <2 y 6 sujetos 

tenían una puntuación Z de QUS radial de <2 (17,1%), y sólo 2 de ellos tenían 

https://doi.org/10.1016/j.transproceed.2016.02.025
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puntuación Z concomitante <2 con el uso de DXA. Hubo una correlación positiva 

no significativa entre TBLH y las puntuaciones QUS Z radiales (Pearson r 1/4 

0,317; P 1/4 0,016) y una correlación significativa positiva de la columna lumbar 

DXA y las puntuaciones QUS Z radiales (Pearson r 1 / 4 0,452; P 1/4 0,014). 

Conclusiones. A pesar de una buena correlación entre TBLH y QUS Z-

puntuaciones, hay sujetos que pueden ser considerados normales por QUS y en 

realidad tienen osteopenia por TBLH DXA y viceversa; esto podría deberse a las 

diferentes áreas óseas evaluadas. 

 

2. Rivas-Ruiz R, Mendez-Sanchez L, Castelan-Martinez OD, Clark P, Tamayo J, 

Talavera JO, et al. Comparison of International Reference Values for Bone Speed of 

Sound in Pediatric Populations: Meta-analysis. Journal of clinical densitometry : the 

official journal of the International Society for Clinical Densitometry. 

2016;19(3):316-25. PMID: 26088387. DOI:10.1016/j.jocd.2015.04.005.  

Comparación de valores internacionales de referencia para la velocidad ósea del 

sonido en poblaciones pediátricas: Meta-análisis 

Resúmen 

El objetivo de este estudio fue comparar valores de referencia internacionales (VR) 

para la velocidad tibial y radial del sonido (SOS) evaluados por ultrasonido 

cuantitativo (QUS) en poblaciones pediátricas. Estos valores fueron comparados por 

edad y país de origen en una revisión sistemática con meta-análisis de estudios 

publicados en QUS (Sunlight Omni- sense). Se realizó una búsqueda en bases de 

datos electrónicas. Nueve estudios con 6963 pacientes fueron incluidos en el meta-

análisis. Para las poblaciones de recién nacidos se utilizaron 3 estudios (de Italia, 

Portugal e Israel). Estos estudios incluyeron sujetos con 27e42 semanas de edad 

gestacional. Se encontró que la diferencia de medias (Portugal-Israel) era de 23,62 

m / s [intervalo de confianza del 95% [IC] 6,29, 40,95]. Además, no se encontraron 

diferencias entre Italia-Portugal (p 5 0,69), o Italia-Israel (p 5 0,28). En poblaciones 

https://doi.org/10.1016/j.jocd.2015.04.005
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pediátricas, comparamos 8 estudios de Canadá, México, Israel, Grecia, Portugal y 

Turquía. No se encontraron diferencias significativas para SoS RV entre Israel-

Turquía, Israel-Grecia o Israel-Canadá (p 0,05). Se encontraron diferencias 

significativas en México-Israel: 105,29 m / s (IC del 95%: _140,05, _70,54) (p 

0,001); México - Portugal_115,14 m / s (IC del 95% _164,86, _65,42) (p \ leq 

0,001); México - Grecia: _239,14 m / s (IC del 95% _267,67, _210,62) (p 0,001); 

México - Turquía: _115,14 m / s (IC del 95%: _164,86, _65,42) (p 0,001); México - 

Canadá: _113,51 m / s (IC 95% _140,25, _86,77) (p 0,001). Este estudio demuestra 

que existen diferencias en el SoS-RV obtenido por QUS tibial y radial en 

poblaciones pediátricas entre México y otros países (Israel, Portugal, Grecia, 

Turquía y Canadá). 
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 Revisión sistemática Cochrane: Calcio y vitamina D para aumentar la densidad 

mineral ósea en mujeres premenopáusicas (Protocolo). 

[Cochrane Systematic Review: Calcium and vitamin D for increasing bone mineral density 
in premenopausal women.] 
 
 
La productividad directa y asociada al trabajo de revisiones sistematicas y meta-analisis  se 

ve reflejada en tres publicaciones internacionales y se mencionan a continuación: 

 

1. Méndez-Sánchez Lucía, López Casimiro Karen, Winzenberg Tania M, Tugwell 

Peter and Clark Patricia. Calcium and vitamin D for increasing bone mineral density 

in premenopausal women (Protocol). Cochrane Database of Systematic Review. 

2017, Issue 5 Art. No.: CD012664. DOI: 10.1002/14651858.CD012664. 

2. Zerbini CAF, Clark P, Mendez-Sanchez L, Pereira RMR, Messina OD, Uña CR, et 

al. Biologic therapies and bone loss in rheumatoid arthritis. Osteoporosis 

International. 2016:1-18 PMID: 27796445. DOI: 10.1007/s00198-016-3769-2. 

 

3. Valencia SEH, Méndez-Sánchez L, Clark P, Altamirano LM, Aranguré JMM. 

Glutamina como coadyuvante en la recuperación de la fuerza muscular: revisión 

sistemática de la literatura. Nutrición Hospitalaria. 2015;32(n04):1443-53. 

PMID:26545503. DOI: 10.3305/nh.2015.32.4.9321. 

 
 

 

 

https://doi.org/10.1007/s00198-016-3769-2
https://doi.org/10.3305/nh.2015.32.4.9321
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PUBLICACIONES NO RELACIONADAS CON EL TEMA Y OTRAS 

COLABORACIONES 

1. Gregory Torres-Palomino, Gabriela Juárez, Lucia Méndez-Sánchez. Obstrucción de 

la vía aérea por higroma quístico en un recién nacido (Airway obstruction due to 

cystic hygroma in a newborn). Boletín Médico del Hospital Infantil de México, 

Vol.71, Pag.233-237. http://dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2014.07.001  

 

2. Gregory Torres-Palomino, Gabriela Juárez-Domínguez, Manuel Guerrero-

Hernández, Lucía Méndez-Sánchez. Hemorragia intracraneal secundaria a trauma 

obstétrico en recién nacidos. Anales Médicos Centro Médico ABC. 2015;60 

(4):273-277. 

 

3. Torres P Gregory, Juárez D. Gabriela, Méndez-Sánchez Lucia. Escleroterapia en 

malformaciones linfáticas infantiles: Revisión sistemática de la literatura. Anales 

Médicos Centro Médico ABC 2014Vol.59, Pag.127-132. Revistas Indizadas. 

 

ESTANCIAS Y CURSOS DE INVESTIGACIÓN 
 

I. Julio – Agosto 2017. WHO/Cochrane/Cornell Summer Institute 2017 en Corrnel 

University, Ithaca USA. 

II. Septiembre- Diciembre del 2016. Segunda parte de capacitación en Medicina basada 

en evidencia. Centro Cochrane Grupo Musculoesquelético. Colaboración 

interinstitucional con la universidad de Ottawa Canadá," Institute of population 

health. Ejecución de la Revisión sistemática y meta-análisis: Calcium and vitamin D 

for increasing Bone Mineral Density in pre-menopausal women.  

III. Junio a Septiembre del 2014. Fundamentos de Medicina basada en evidencia. Centro 

Cochrane Grupo Musculoesquelético. Colaboración interinstitucional con la 

universidad de Ottawa Canadá," Institute of population health.  
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ACTIVIDADES DE DIFUSIÓN CIENTÍFICA. 
 

 Titular de la asignatura “Epidemiología Clínica y Medicina Basada en Evidencia” 

dirigida al tercer año de la licenciatura en la Facultad de Medicina de la Universidad 

Nacional Autónoma de México. Desde 2012 a la fecha. 

 Adjunta de la asignatura “Metodología de la investigación” dirigida a alumnos de 

primer semestre de la Maestría en Ciencias de la Salud, campo: Epidemiología 

clínica, en UNAM. Desde 2015 a la fecha. 

 Titular de las asignaturas: Epidemiología clínica, Practica en salud basada en 

evidencia y Búsqueda de literatura científica. En el Diplomado de ciencias de la 

Salud 2016 a la fecha, impartida en Posgrado UNAM. 

 Titular de la asignatura “Nutrición clínica basada en evidencia” dentro de Modulo 1 

en el Diplomado Nutrición clínica Pediátrica, impartida por el COANutrición 2015, 

con sede en la Universidad La Salle de México. 

 Profesora invitada, impartiendo los temas: Investigación basada en evidencia y 

Análisis crítico de la literatura, dentro del Curso de Enfermería basada en evidencia 

2016, organizado por el Centro Dermatológico “Dr. Ladislao de Pascua”. 

 

FORMACIÓN DE RECURSOS HUMANOS. 
 

Capacitación de 5 alumnas de pregrado de la carrera de Medicina, en  Investigación y 

medicina basada en evidencia (Revisiones sistemáticas y meta-análisis). 

• Dos alumnas de 4º y 5º año. 

 Karen López. 

 Berenice Hernández. 

 Diana Zaragoza. 

 Mariandrea Pérez. 

 Alicia Chaves Vilchis. 
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BÚSQUEDA DE FONDOS. 
 

Una parte fundamental en potenciar la factibilidad del quehacer delinvestigador es sin duda 

el postular adecuadamente y obtener fondos que patrocinen su trabajo. Como parte de este 

trabajo se postuló a las siguientes convocatorias donde lamentablemente no se logro la 

obtención de fondos: 

• Se postulo y paso a segunda etapa de FOSISS-CONACyT 2015. 

• Se realizó registro en Comité de Investigación y Ética de la Facultad de Medicina 

UNAM. 

• Postulación a PAPIIT-2016. 
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CONCLUSIONES. 

 

A través de los proyectos y los artículos derivados de esta línea de trabajo, he tratado de 

reflejar en esta tesis el impacto que estos han tendido en los cuatro campos de investigación 

del área de las Ciencias de la salud: Ciencias biológicas, Investigación clínica, Ciencias 

demográficas y Servicios sanitarios; sin perder de vista la  formación en el campo de 

Epidemiología clínica, entendiendo a la epidemiología clínica como la “Disciplina 

dedicada al estudio de personas con una condición clínica particular, a las que se les 

brinda atención directa, y de las que se pretende obtener evidencias necesarias para la 

toma de decisiones en su atención”60. Nuestros proyectos han sido enfocados a poblaciones   

con una condición clínica o enfermedad particular, tratando de incidir en  la mejor forma de 

hacer un diagnostico, establecer un tratamiento, , establecer criterios de prevención de la 

enfermedad utilizando siempre , el rigor del método científico en la investigación medica 

en salud.. (Figura 22). 

 
Figura 22. Esquema de Ciencias de la salud y al menos cuatro campos de investigación 

que la componen, en cuyos objetivos principales destaca la concordancia con los tres 

proyectos propuestos durante el doctorado. 
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REFLEXIONES SOBRE EL DOCTORADO 

 

De forma personal quisiera dejar plasmado a través de estas reflexiones la experiencia en el 

quehacer diario a la cual  nos enfrentamos los estudiantes de posgrado en nuestro país;  de 

las habilidades que tenemos que desarrollar  a lo largo de este periodo,  cuando detectamos 

problemas que no se relacionan con el desarrollo   metodológico de alto nivel del protocolo, 

sino con la  factibilidad en el  desarrollo de la investigación por otros problemas. ¿cómo los 

resolvemos? ¿que alternativas nos permiten seguir con nuestro proceso de formación? ¿qué 

planes alternos tendremos que seguir para llevar a buen término la obtención de grado 

académico?.  

 

En este contexto y de forma puntual, me gustaría comentar como fue en lo particular mi 

formación académica y adquisición de habilidades a lo largo del posgrado, mismos que 

coinciden con los puntos clave esperados en el perfil de egreso del estudiante de doctorado 

según el plan de estudio y normas operativas del programa61, los cuales al menos en mi 

caso, se cumplen cabalmente: 

 

Sin duda el apoyo de diversas redes y colaboraciones fue crucial en mi formación para 

permitirme sacar adelante proyectos paralelos. Es entonces que el presente trabajo implica 

una colaboración inter-institucional y fortalecimiento del personal de investigación con las 

siguientes instituciones a quienes reconocemos y dedicamos este trabajo (Figura 23): 

 
Figura 23. Colaboraciones nacionales e internacionales: México, Canadá, USA, Australia 

y Chile. 
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 Unidad de Posgrado en Ciencias de la Salud, Universidad Nacional Autómoma de 

México. 

 Cochrane Canadá Musculoskeletal group and Department of Medicine, Faculty of 

Medicine, University of Ottawa, Ottawa, Canada. Dr. Peter Tugwell, Dr. Lara 

Maxwell and Lic. Jordi Pardo. 

 Menzies Institute for Medical Research and Faculty of Health, University of 

Tasmania, Hobart, Australia. Tania M Winzenberg. 

 Unidad de Epidemiología Clínica del Hospital Infantil de México Federico Gómez. 

Dra. Patricia E. Clark. 

 Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del Hospital Infantil de México Federico 

Gómez. Dra. Dina Villanueva.  

 Unidad de investigación en Nefrología pediátrica del Hospital Infantil de México 

Federico Gómez. Dra. Mara Medeiros. 

 

A todos ellos mi enorme gratitud por impulsar las relaciones interinstitucionales, nacionales 

e internacionales, pero sobre todo gracias por impulsar a las carreras de los jóvenes 

investigadores.  

 

Y es entonces que pude comprobar y desarrollar en experiencia propia la visión amplia 

sobre la visión estrecha de persistir con la idea de un proyecto que por causas ajenas a la 

planeación inicial resulta en un proyecto no factible. Sin duda el saber reconocer y abortar a 

tiempo un proyecto que presenta un problema de esta índole, es una estrategias 

determinante para desarrollar el perfil del egresado que se encuentra descrito en nuestro 

programa y permite a través de estos ejemplos visualizar no únicamente el éxito de terminar 

un proyecto de investigación a tiempo sino resolver los problemas y establecer planes 

alternos para terminar en tiempo y forma con la obtención del grado. La experiencia sin 

duda fue positiva y finalmente refleja el día a día del investigador. 
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Resumen: 

La población neonatal pretérmino presenta un riesgo etiologico de no alcanzar un desarrollo 

adecuado, derivado de su imadurez y falta de acumulación mineral ósea intrauterina, ya que el 

tercer trimestre del embarazo es la fase mas importante para esta acumulación nutrimental. Este 

riesgo aumenta si el neonato presenta bajo peso al nacer o requiere de cuidado médico intensivo; 

de ser el caso, derivado de ciertas condiciones premorbidas existe predisposición a sufrir 

alteraciones del metabolismo óseo que resultan a su vez en afecciones a su desarrollo. 

Independientemente de la causa, en neonatos pretérmino sanos son reportadas cerca de un 2% de 

fracturas derivadas del deterioro óseo y se desconoce cual es la prevalencia en pretérminos 

ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN). Un coadyuvante en el 

tratamiento de pacientes que tienen alteraciones en el hueso, son la administración de dosis altas 

de vitamina D3 (calciferol) a dosis de 400 Unidades internacionales (UI)  diarias, aceptándose 

megadosis sólo para pacientes con raquitismo (padecimiento que deriva de la deficiencia de 

vitamina D) con dosis que van desde las 1000 UI a las 10,000 UI. Existen diversos estudios que 

evaluan la suplementacicón con vitamina D. Sin embargo, no existe consenso de cual es la dosis 

óptima con efecto positivo en el metabolismo óseo. 

  

Hasta ahora, la población que conjunta la prematuridad con múltiples factores de comorbilidad 

asociados  a su estancia en la UCIN no cuentan con una terapia de suplementación que apoye y 

proteja al metabolismo y estructura ósea a corto y largo plazo, mucho menos han sido probadas 

dosis de vitamina D superiores a las contenidas en la fórmula o alimentación parenteral de rutina 

(40 UI/día); como tratamiento o contemplando una administración oral en presentación de aerosol 

(absorción en mucosa bucal), ello como un método preventivo a desordenes óseos o en el peor de 

los casos presencia de fracturas. 

 

Objetivo: Determinar la efectividad de dos diferentes dosis de vitamina D (vía oral en 

aerosol de 400 UI/dia  y 1000 UI /día durante tres meses) en el metabolismo óseo de 

neonatos pretérmino ingresados a la UCIN del Hospital Infantil de México Federico 

Gómez. 
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Métodos:  

Diseño del estudio. Ensayo clínico aleatorizado triple ciego. Donde se evaluaran a pacientes 

ingresados a la UCIN que cumplan con criterios de inclusión (edad gestacional <37   semanas, bajo 

peso al nacer >1.0k  ≤ 1.5 k), firma de consentimiento informado por los padres o tutor, tomando 

como criterios de exclusión el padecer neoplasias, enfermedades o malformaciones congénitas, 

anomalias cromosómicas o enfermedades del sistema circulatorio. Las variables clínicas y de 

tratamiento se obtendrán del expediente clínico y por cuestionario de factores maternos y 

gestacionales asociados a deficiencia de vitamina D aplicado a la madre del paciente. 

Se aplicarán dosis de 400 UI o 1000 UI diarias de concentrado grado farmacológico de vitamina 

D3 Biocare ® D.Day, (de origen canadiense) en aerosol con absorción en mucosa bucal. Los frascos 

se codificarán y cegarán por personal capacitado independiente a la investigación y se asignará un 

frasco por paciente, conteniendo en éste las dosis de su tratamiento completo. Con el programa 

“Research Randomizer Form v4.0” se aleatorizará a los pacientes hacia la opción terapeútica que 

le corresponda. La administración se realizara por residentes de la UCIN y de acuerdo a la Guía de 

buenas prácticas clínicas. Se tomará muestra sanguínea (un total de 4 muestras de 3ml; en el estado 

basal y cada mes) para analizar concentraciones de 25-OH-D, calcio, fosfatasa alcalina, fósforo, 

paratohormona (PTH por sus siglas en inglés)  al igual que deoxipiridinolina en muestras de 3 ml 

de orina (en el estado basal y cada mes). 

El número de pacientes requerido para demostrar un efecto positivo de suficiencia en los niveles 

séricos de 25-OH-D, se calculó usando la fórmula de diferencia de proporciones, basados en el 

estudio de la Dra. Sina Gallo 2013, con un alpha de 0.05 y un poder estadístico del 80%. Se requiere 

de la inclusión de 75 pacientes por brazo de tratamiento, es decir 150 pacientes para la realización 

del presente ensayo clínico (asumiendo una mortalidad del 11.52% y 20% adicional por las 

pérdidas metodológicas que implica éste diseño. 

 

Se realizará estadística descriptiva de cada variable y se establecerá relación entre las diferentes 

concentraciones desde el estado (correlación de Pearson). Se determinaran riesgos relativos 

atribuidos a la dosificación ajustando por factores clínicos asociados a su estancia en la UCIN por 

medio de una regresión lineal. De ser pertinente se realizarán curvas de supervivencia y establecerá 

http://www.randomizer.org/form.htm
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un modelo multivariado con los biomarcadores del estado óseo, a partir de las diferentes dosis de 

vitamina D y el estado de salud del paciente. 

Durante la realización del ensayo se realizará monitoreo de posibles reacciones adversas atribuidas 

a la aplicación del tratamiento, reportadas en el expediente clínico y en seguimiento a la NOM-

220-SSA1-2002.  

Palabras clave: Vitamina D, Neonatos, Unidad de cuidados intensivos neonatales, DXA total, 

QUS. 
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INTRODUCCIÓN. 

La acreción ósea comienza principalmente desde el 

primer trimestre del embarazo, con la acumulación 

de nutrimentos como calcio (Ca), fósforo (P) y 

otros minerales1. Dicha ganancia ósea implica un 

complejo proceso de recambio celular y mineral en 

el individuo que continua diferencialmente a lo 

largo de la vida; siendo siempre en el embarazo y 

la etapa de lactancia, un balance de calcio a favor 

del feto y del recién nacido (figura 1); etapas 

determinantes para su desarrollo2, cuyo proceso es 

mediado por la placenta y producción de vitamina 

D en el neonato3.  

Figura 1. Balance de calcio durante el embarazo y la lactancia, flujo abrumadoramente a favor 

del feto y del recién nacido. Las fuentes de calcio en la vida fetal son ingresadas a través del 

transporte activo a la placenta, del cual muy poco calcio es devuelto a la circulación materna. El 

resto de calcio es excretado en la orina, estando disponible para la reabsorción por el intestino. 

Este proceso es mediado por la placenta y la producción de vitamina D del feto4. 

 

La etapa de acreción ósea comienza 

desde el primer trimestre del embarazo, 

pero es en el tercer trimestre la etapa de 

mayor ganancia. 
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IMPLICACIONES DE LA VITAMINA D EN EL RECAMBIO ÓSEO. 

 

El hueso es un órgano complejo en constante remodelación, es decir, un organo que requiere del 

equilibrio en su  micro-arquitectura entre reabsorción y formación, inclusive es posible evaluar este 

fenómeno de forma indirecta a través de la medición bioquímica de marcadores óseos en muestras 

de sangre y de orina, tanto en adultos5 como en población pediátrica6.  

 

 

 

Figura 2. Metabolismo óseo e importancia de la Vitamina D su recambio y balance como 

determinantes de salud ósea. 

 

Este complejo balance inicia desde la exposición a la irradiación ultravioleta, el 7-

dehidrocolesterol, o provitamina D3 de la piel, se convierte en previtamina D3, la cual más tarde se 

isomeriza a vitamina D3 más estable, mediante una transformación inducida térmicamente. Tanto 

la vitamina D3, formada en la piel u obtenida de la dieta, y la vitamina D2, derivada de fuentes 

alimentarias y de multivitamínicos, se hidroxilan en el hígado a 25(OH)D, la principal forma 
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circulante de la vitamina D. La 25(OH)D, que es biológicamente inerte a concentraciones 

fisiológicas, se hidroxila en el riñón a 1,25(OH)2D, la principal forma biológicamente activa de la 

vitamina D. Los niveles de PHT y fósforo sérico regulan la producción de 1,25(OH)2D.  Cuando 

las concentraciones de vitamina D son inadecuadas, la 1,25(OH)2D aumenta la absorción intestinal 

de calcio y fósforo y, en conjunto con la PTH, moviliza las reservas de calcio y fósforo de los 

huesos para mantener niveles séricos adecuados de calcio y fósforo para la salud ósea y para las 

funciones metabólicas y neuromusculares (figura 2)7. Se ha observado que la deficiencia 

asintomática de vitamina D eleva la prevalencia de fracturas, ello debido a las alteraciones 

derivadas de su bajo suministro y su efecto en la absorción de calcio.8 

 

Como hemos observado la vitamina D desempeña un papel crítico para mantener la salud de los 

huesos, ya que es esencial para asegurar que el calcio se absorba adecuadamente en el tracto 

gastrointestinal. Los niveles inadecuados de vitamina D reducen la absorción intestinal de calcio, 

lo cual disminuye las concentraciones séricas de calcio y desencadena la liberación compensadora 

de hormona paratiroidea. Este hiperparatiroidismo secundario origina la movilización de calcio del 

hueso y causa una reducción en las concentraciones séricas de vitamina D, lo que a su vez genera 

disminución en la densidad mineral ósea9. La evidencia actual sugiere que los niveles inadecuados 

de vitamina D, que son muy comunes en las mujeres posmenopáusicas, aumentan el riesgo de 

fracturas.10.  

 

El mecanismo primario por el cual la vitamina D3 lleva a cabo este papel (Figura 5), es induciendo 

a las proteínas involucradas en la absorción intestinal del calcio1. Sin embargo, cuando hay 

deficiencia de vitamina D, la absorción del calcio disminuye (de 30%– 40% a 10%–15% 

respectivamente), y las menores concentraciones séricas de calcio aumentan la secreción de la 

hormona paratiroidea2. Asimismo, el incremento en la secreción de la PTH contrarresta los niveles 

bajos de calcio circulante aumentando la producción de vitamina D, y estas dos hormonas actúan 

en conjunto para mediar la reabsorción del calcio del riñón3 y la movilización del calcio del hueso4 

para mantener las necesidades fisiológicas.  
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Figura 3. Mecanismo de acción:La vitamina D y el metabolismo óseo. * PTH= hormona 

paratiroidea. 

Por tanto, la función fisiológica principal de la vitamina D3 es mantener las concentraciones séricas 

de calcio circulante suficientes para apoyar una gran variedad de funciones metabólicas 

(incluyendo una mineralización ósea normal), la transducción de señal y la actividad 

neuromuscular (Figura 3).  

 

En cuanto a los parámetros de deficiencia y suficiencia acerca de la vitamina D, no existe un punto 

de corte establecido, es decir existen discrepancias entre los institutos e investigadores en la 

materia, pero en lo que si consensan es en el punto de suficiencia, que esta en valores mayores o 

iguales a 30ng/ml (Tabla 1). 
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Tabla 1. Niveles de suficiencia y deficiencia establecidos por el Instituto de Medicina USA y los 

establecidos por investigadores en la materia.  

 

 

 

MÉTODOS DE EVALUACIÓN DEL ESTADO Y RECAMBIO ÓSEO: DXA, QUS Y 

BIOMARCADORES. 

 

La evaluación del estado y recambio del hueso en el infante es compleja, el estándar de oro para 

la medición del mineral óseo es la absorbimetría dual de rayos X de baja densidad (DXA por sus 

siglas en inglés). Este método ha sido probado con suficiencia y aceptado internacionalmente por 

su baja dosis de radiación, alta exactitud, presición y alta sensibilidad al diagnóstico para predecir 

fracturas. Sin embargo, el DXA no es un método que pueda aplicarse a los recién nacidos por 

problemas de uso de radiación y técnicas de inmovilización total del individuo que para esta 

población se logra por medio de anestesia completa del individuo, lo que resulta no ético en éste 

grupo de edad. Una alternativa de evaluación ósea es la medición de la velocidad del sonido (SoS 

por sus siglas en inglés) por medio del ultrasonido cuantitativo (QUS por sus siglas en inglés) ya 

que por sus caracteristicas de seguridad (libre de radiación), facilidad de uso, portabilidad a la cama 

del paciente, mediciones no invasivas y relativo bajo costo, lo hacen un método atractivo a explorar. 

Previamente ha sido evaluado en población pretérmino sana11,12 y en condiciones de masa ósea 

baja comparada con los referentes que son niños pretérmino sanos13. Cabe mencionar ciertas 
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limitaciones de la ultrasonografía, y ello recae en que estan siendo generados los conocimientos en 

cuanto a referentes en niños sanos a término y pretérmino. 

 

 

Figura 4. Fosfatasa alcalina como 

marcador diagnóstico. (A) Asociación 

positiva entre fosfatasa alcinina 

alcalina y fosfatasa alcalina ósea 

[BALP por sus siglas en inglés] n=158 

R2=0.93 p<0.001 para 3 y 17 semanas 

de edad postnatal en 62 infantes 

pretérmino. 

 

Otras técnicas de evaluación de la maduración esquelética (edad ósea) o grado de osificación, son 

el uso de indicadores relativamente preciso para medir la edad fisiológica. La zona anatómica más 

empleada es la mano (mano izquierda por consenso internacional) por las siguientes razones: fácil 

accesibilidad, escasa radiación y la existencia de un amplio número de huesos en una pequeña zona 

corporal. Son tres los métodos utilizados : Atlas de Greulich y Pyle14 (Comparación radiográfica 

de mano y muñeca). El método de Tanner y Whitehouse 15(evalúa la mano y muñeca: carpo y la 

sumatoria de estos dos ultimos; es un método numérico de osificación al cual se le asignan una 

puntuación a cada uno de los estadios evolutivos según el sexo, valores que se trasladan a una tabla 

que nos da la edad ósea. Sin embargo, los métodos anteriores no son aplicables ya que al nacimiento 

y en el primer año de vida no existe ningún núcleo de osificación  y por tanto no son valorables en 

la radiografía de la mano y estos van apareciendo a lo largo del primer año. En contraste, el método 

descrito por Hernandez y colaboradores en 198816, se basa en una radiografía lateral del pie y 

tobillo izquierdos, y valora cinco núcleos de osificación a los que se les da una determinada 

puntuación siendo la suma de todos ellos la maduración ósea, que  se comparara con los estándares 

de población general17. La mayor desventaja de los anteriores métodos es requerir forzosamente de 

la toma de radiografías y personal calificado para la aplicación de dichos intrumentos. 

 

En cuanto a la evaluación molecular del balance entre reabsorción y generación ósea, se han 

planteado diversos biomarcadores que indican el estado específico en el balance entre la 
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reabsorción y generación ósea y la interacción que mantienen con la vitamina D3, algunos de ellos 

son: calcio, fosfatos, fosfatasa alcalina por su alta relación con la fosfatasa alcalina específica 

(figura 4), paratohormona y sus consecuencias clínicas (Tabla 2)18. 

 

Tabla 2. Biomarcadores óseos séricos y su relación con los niveles de vitamina D. 

 

 

Como podemos observar, la vitamina D impacta directamente en los fenómenos implicados en la 

salud ósea y muscular de los individuos, inclusive si éstos son en mujeres en estado de gestación, 

el impacto se transfiere al producto: La Dra. Clark P. y colaboradores en 2008, observaron que 

mujeres de 14 a 29 años con deficiencia de vitamina D se asoció con alteraciones en el desarrollo 

del producto en un 52%19. 

  

EL RECIEN NACIDO PRETÉRMINO. 

 

Se define a recién nacido pretérmino cuando nace antes de las 37 semanas de gestación 20, 

situación que le priva de la etapa intrauterina en la que recibe el mayor aporte de nutrimentos y 

fluidos a través del cordón umbilical y la placenta, evitando que éstos se almacenen en el feto desde 

el tercer trimestre del embarazo, por lo que, sus reservas minerales son bajas e incluso mínimas21, 

lo que asociado con bajo peso al nacer (<1500g) ó padecer transtornos médicos que requieran 

cuidados o drogas especiales, los predispone al riesgo de padecer insuficiencia mineral y derivar 

en alteraciones en su metabolismo óseo22 (Tabla 3), e incluso en riesgo de no alcanzar el desarrollo 

adecuado en comparación con tablas de referencia internacionales de crecimiento en neonatos 

pretérmino23 e incluso se ha observado un riesgo de hasta 40% a desarrollar patologías como la 

denominada enfermedad metábolica ósea del prematuro, osteopenia de la prematuridad o 

raquitismo neonatal24. Esto evidencia la importancia de una alimentación adecuada durante el 
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embarazo y al nacimiento, para proporcionar los nutrimentos correctos y ayudar a lograr la 

recuperación de un  crecimiento apropiado25.  

 

Tabla 3. Factores de riesgo que predisponen a la población neonatal pretérmino hasta 40% de 

riesgo a desarrollar alteraciones metabólicas óseas17. 

Factores de riesgo que predisponen a la población neonatal pretérmino a desarrollar 

alteraciones metabólicas óseas. 

<1500g 

≤28 semanas de gestación. 

Nutrición parenteral total >4 semanas. 

Reservas deficientes de Ca y P. 

Mala alimentación mineral. 

Restricción del crecimiento intrauterino (daño de la placenta puede alterar transporte P) 

Períodos prolongados de inmovilidad (sepsis, patología cerebral, trastornos musculares , 

parálisis). 

Uso de medicamentos (esteroides, diuréticos, metilxantinas) 

Periodos prolongados de inmovilidad (sepsis, patologías cerebrales, transtornos musculares o 

parálisis). 

 

En cuanto a la suplementación vitamínica, se ha observado que en esta población susceptible se 

puede evitar el desarrollo de las patologías antes mencionadas hasta en el 16% al recibir 

suplementación a través de fórmulas lácteas17. Sin embargo, su inicio es cuando el niño ha 

establecido la alimentacion enteral total, en específico se recomienta administrar vitaminas A (700 

a 1500UI/k/día), D (400 UI/día) y C (30mg/día) a los prematuros que son alimentados con leche 

materna sin fortificador o con sucedáneo de leche humana de pretérmino, se recomienda 

mantenerlas hasta que el niño alcance el peso de 2k (independientemente de la edad corregida) y a 

mas de una semana de vida extrauterina26. Se ha observado que en el primer año de vida el infante 

pretérmino con adecuada exposición al sol, podría alcanzar las cantidades adecuadas de vitamina 

D, no así para niños con exposición solar limitada no alcanzan éstos niveles óptimos27. 
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POBLACIÓN CON MAYOR ACTIVIDAD METABÓLICA ÓSEAS EN MÉXICO. 

 

La adquisición, seguimiento y en determinados casos el apoyo con estrategias de prevención al 

deterioro óseo, son estrategias que impactan en alcanzar el pico de masa ósea óptimo (PMO). En 

México la osteopenia y osteoporosis (OP) es un importante problema de salud pública desde el 

punto de vista de co-morbilidad, calidad de vida y el costo de la atención. 28  Actualmente, se están 

buscando herramientas para mejorar la salud ósea de las personas y prevenir el riesgo de fracturas 

por fragilidad. 29 En nuestro país, en diciembre del 2013 la población acendía a 112,336,538 

individuos con una tasa bruta de natalidad de 18.9 por cada 1000 habitantes30 con esperanza de 

vida a 75 años. Siendo la población >85 años, quienes presentan masa ósea reducida y osteoporosis, 

en especifico para varones en un 39% y 44% en columna y cadera respectivamente, mientras que 

en mujeres el porcentaje es de 59% para ambas regiones31(Tabla 4). 

 

 

Del total de nacimientos en el mundo, al año ocurren cerca de 13 millones de partos prematuros, 

con una frecuencia que varía de 5 a 11% en países industrializados y hasta 40% en países muy 

pobres, ésta incidencia no ha cambiado por décadas32. Si bien los esfuerzos se han centrado en la 

edad adulta; lograr un crecimiento óseo adecuado durante la infancia puede ser una medida 

importante para la prevención de fracturas por fragilidad e incluso cuadros de OP más tarde en la 

vida.  
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Tabla 4. Población mexicana estratificada por edades de mayor recambio óseo (0-19 años) y menor 

recambio óseo asociado a mayor riesgo de enfermedades metabolicas óseas (>60 años), datos INEGI a 

diciembre del 2013. 

Grupo de edad Total Hombres Mujeres 

0 a 4 años 10 528 322 5 346 943 5 181 379 

5 a 9 años 11 047 537 5 604 175 5 443 362 

10 a 14 años 10 939 937 5 547 613 5 392 324 

15 a 19 años 11 026 112 5 520 121 5 505 991 

60 a 64 añ os 3 116 466 1 476 667 1 639 799 

65 a 69 añ os 2 317 265 1 095 273 1 221 992 

70 a 74 añ os 1 873 934 873 893 1 000 041 

75 a 79 añ os 1 245 483 579 689 665 794 

80 a 84 añ os 798 936 355 277 443 659 

85 y ma s añ os 703 295 298 739 404 556 

                       Cifras INEGI correspondientes a 12 de junio (2010). 

  

 

ENFERMEDAD ÓSEA DEL PREMATURO Y SUPLEMENTACIÓN CON VITAMINA D. 

 

La enfermedad metabólica del hueso es un transtorno frecuente en niños pretérmino menores de 

32 semanas de gestación y 1.5k de peso al nacer. Se caracteriza por un déficit de calcio y fósforo 

que produce inadecuada mineralizacion del tejido osteoide e incluye perturbaciones que van desde 

la hipomineralización (osteopenia) hasta la enfermedad ósea grave con fracturas (raquitismo). La 

osteopenia se manifiesta en la etapa de crecimiento rápido, alrededor del segundo o tercer mes de 

vida postnatal. El raquitismo (displasia epifisiaria y deformidades esqueléticas); este último es un 

ejemplo de la deficiencia extrema de vitamina D, se presenta con mas frecuencia entre los 3 y 18 

meses de edad33. Es de gran importancia la prevención oportuna de raquitismo, ya que la deficiencia 

de VD se produce meses antes de que el raquitismo sea evidente en el examen físico.  

 

Debido al incremento reciente de informes sobre deficiencia de VD, se tiene la necesidad de 

reexaminar el estado de conocimiento de las fuentes naturales de la VD, mecanismos de síntesis, 

de tal forma que la ingesta pueda ser optimizada. Las recomendaciones de prevención del 
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raquitismo carencial en nuestro país, indican en la guía clínica que las medidas de prevención de 

raquitismo y deficiencia de vitamina D en lactantes, escolares y adolescentes deben tener una 

ingesta de VD por lo menos de 400 UI al día en tanto se dispone de estudios clínicos aleatorizados 

cuyo nivel de evidencia sea mayor 34 quienes fundamentan sus recomendaciones en la Academia 

Americana de Pediatria35.  

 

Algunos de los tratamientos propuestos para combatir este deterioro óseo a temprana edad han sido 

planteamientos de una estrecha vigilancia de la densidad mineral ósea, actividad física adecuada ó 

técnicas de estimulación temprana en el neonato, ingesta de ácido palmítico, fórmulas con alto 

contenido de calcio, asi como la ingesta de Vitamina D y calcio en conjunto, ejemplo de ello, esta 

el tratamiento para la deficiencia de vitamina D en pacientes con raquitismo, para quienes la dosis 

de vitamina D oscila entre 1000 UI y 10,000 UI por día durante un peridodo hasta de 4 meses, sin 

consecuencias toxicas para el neonato (Tabla 5)36.  

 

Tabla 5. Raquitismo tratado  por deficiencia de vitamina D: suplementación con VD y calcio, 

monitoreo y terapia. 

Raquitismo tratado por deficiencia de vitamina D: Suplementación con vitamina D y 

calcio. 

Tratamiento Monitoreo 

 

Vitamina D2 (Ergocalciferol). 

 

Dosis doble de vitamina D: 20µg/d (800 

UI) por 3-4 meses. 

 

Dosis farmacológica vitamina D: 25-

125µg/d (1000-10,000 UI) por 8-12 

semanas, dependiendo de la edad del niño, 

manteniendo como mínimo en 

concentración sanguínea de 10-25µg/d 

(400-1000 UI/d) 

1er mes: 

 

 Calcio 

 Fósforo 

 Fosfatasa 

alcalina 

 

3er mes: 

 

 Calcio 

 Fósforo 

 Fosfatasa alcalina 

 Magnesio 

 Paratohormona 

 25(OH)-D 

 Calcio en 

orina/rango 

creatinina 

(frecuencia 

dependiente de 

gravedad de 

raquitismo e 

hipocalcemia); 

 Valoración 

radiográfica 

 

Al año y 

anual: 

 

 25(OH)-D 

 

Calcio. 

 

Calcio elemental: Dosis de 30-75mg/k/d 

dividido en tres dosis (de inicio, media y 

alta) en un tiempo de 2-4 semanas. 
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Un coadyuvante en el tratamiento de pacientes que se encuentran en alto riesgo de sufrir 

alteraciones en el metabolismo y estructura ósea podrían ser las dosis altas de vitamina D, ya que 

se ha evaluado su efectividad a dosis elevadas en neonatos pretérmino sanos, en un solo ensayo 

clínico aleatorizado (ECA) en Turquía 200837, se observaron resultados favorables en las 

concentraciones de FA, OC y Deoxipiridinolina a dosis elevadas de 800 UI, comparadas con las 

recomendadas para la edad pediátrica 400UI. Sin embargo, dicho estudio muestra controversias en 

su análisis estadístico, con resultados controversiales entre las dosis, aunque se reportan efectos  

estadística y clínicamente significativo38, que pudieran impactar en el desarrollo adecuado de la 

estructura ósea de esta población. Sin embargo se desconoce su efecto en neonatos pretérmino 

ingresados a una UCIN y la correlación con su manejo multifactorial. 

 

 

POTENCIAL TOXICIDAD DE LA VITAMINA D 

 

En cuanto a los efectos tóxicos potenciales atribuidos a la sobredosis por vitamina D, tales como 

la desmineralización ósea, hipercalcemia, hipercalciuria, nefrocalcinosis o con insuficiencia renal, 

son poco comúnes, atribuidos sólo cuando la dosis diaria y continua exceda las 10.000 UI de 

vitamina D 39. La preocupación sobre la toxicidad de la vitamina D en el pasado han sido a causa 

de sobredosis masivas en el rango de 50.000 hasta 150.000 UI por día en un consumo a largo 

plazo40. De acuerdo con la Academia Nacional de Ciencias, no hay riesgos conocidos para la salud 

asociados con el consumo de dosis de vitamina D en la gama de sobredosis masivas. 

 

EL RECIÉN NACIDO PREMATURO INGRESADO A UNA UNIDAD DE CUIDADOS 

INTENSIVOS NEONATALES. 

 

Como se menciono anteriormente, el riesgo de no alcanzar un desarrollo adecuado aumenta si la 

población neonatal pretérmino presenta bajo peso al nacer ó requiere de cuidado médico intensivo 

y por consecuencia son ingresados a una UCIN, a su ingreso existen condiciones premórbidas como 

por ejemplo gestas múltiples y pretérmino, problemas cardíacos, padecimientos congénitos e 
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incluso procesos infecciosos41. Sin mencionar los factores de riesgo maternos que predisponen su 

ingreso, como lo son la edad menor a 16 ó mayor a 40 años, consumo de alcohol o drogas, diabetes, 

hipertensión, hemorragias, enfermedades de transmisión sexual, entre otros. Siendo muchas de 

éstas condiciones las que predisponen al recién nacido pretérmino a  un alterado desarrollo óseo. 

Independientemente de la causa de ingreso a la UCIN, son reportadas cerca de un 2% de fracturas 

derivadas del deterioro óseo42.  

 

Entre las patologías mas frecuentes en el recién nacido prematuro, destacan: el reflujo 

gastroesofágico fisiologico, anemia, retinopatía del pematuro, apnea del prematuro, infecciones 

nosocomiales y enfermedades metabólicas óseas. Referente a ésta última patología, como 

estrategia de prevención se recomienda aportar una cantidad suficiente de calcio/fosforo 2:1 y 

vitamina D a todos los recién nacidos con peso menor de 1500 gramos.  

 

Se sugiere medir niveles de fosfatasa alcalina sérica a los 30 días de vida, si se encuentra alteración 

y despúes de iniciado el tratamiento para su correccion cada 15 días hasta el alta ó hasta las 40 

semanas de edad de gestación corregida. En el seguimiento; control, al mes y a los 3 meses de edad 

de gestación corregida, en caso de valores de fosfatasa alcalina sérica >1000 UI/L se recomienda 

iniciar tratamiento, si a los 60 dias es <700 UI/L se suspende el tratamiento. Se recomienda realizar 

control sérico de calcio y fosforo cada 15 días. En los pacientes con osteopenia, y en aquellos que 

reciben diuréticos se debe tener control estricto de los niveles de fosfatasa alcalina por lo menos 

hasta los 6 meses. 43. Cabe destacar que las medidas de apoyo recomiendan evitar la alimentación 

parenteral prolongada cuando esto sea posible y una manipulación mínima y cuidadosa del recién 

nacido para evitar fracturas; así como iniciar un programa de ejercicios pasivos que promuevan la 

formación ósea y el crecimiento44. 
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EVIDENCIA DE SUPLEMENTACIÓN CON VITAMINA D Y EFECTO EN EL 

METABOLISMO ÓSEO DE INFANTES PRETÉRMINO Y NEONATOS SANOS: 

REVISIÓN SISTEMÁTICA DE LA LITERATURA. 

 

En cuanto a la suplementación, en aquellos pacientes con nutrición parenteral total (NP) y según 

la guía de prácticas clínicas de NP pediátrica, la suplementación de vitamina D es recomendada 

(sin contar con evidencia clínica), dosis de 30 UI/Kg/día45 46; siendo controversial que en la guía 

de manejo del recién nacido prematuro sano en la sala de prematuros, las recomendaciones para la 

suplementación con vitamina D son a dosis de 400 UI/día, cuando no recibe aporte suficiente de 

calcio y fósforo, y gluconato de calcio 200 mg/día (fraccionado en todos los biberones) y fosfato 

bibásico de sodio 100 mg/día (evitar uso conjunto con fórmulas estándar ya que no se puede 

mezclar con lípidos)47.  

 

En población neonatal y pediátrica sana, la suplementación con vitamina D se ha relacionado con 

una seríe de desenlaces no clásicos al metabolismo óseo, entre ellos la ganancia de fuerza muscular, 

prevención de enfermedades crónicas como: neoplasias, enfermedades autoinmunes. 

enfermedadades cardiovasculares, y prevención de enfermedades infecciosas. Sin embargo, para 

población neonatal de 0-12 meses los parámetros de suplementación no son claros, peor aun, no 

existe consenso sobre la ingesta diaria recomendada, ya que el Instituto de Medicina de los Estados 

Unidos de América (IOM) opina que los desenlaces nos son concluyentes y por tanto no existe 

evidencia científica suficiente para establecer recomendaciones, aventurandose a proponer límites 

máximos de 1000 y 1500 UI de vitamina D para población de 0 a 6 y >6 a 12 meses de edad 

respectivamente. Mientras que la Sociedad de Endocrinología propone para dosis que oscilan entre 

los 400 y 1000 UI de vitamina D para población de 0 a 6 meses de edad, y límites tolerables de 

2000 UI/dia hasta 50,000 UI/semana como terapia para tratar el raquitismo carencial48. En cuanto 

a las recomendaciones en nuestro pais, la Guía de raquitismo carencial recomienda una 

suplementación con 400 UI al día, pero una vez más la evidencia se maneja como recomendación 

de grado III49. 

 

Es debido a las inconsistencias respecto a ¿Cuál es la dosis óptima de suplementación con vitamina 

D para llevar o mantener a niveles de suficiencia 25-OH-D en sangre y otros metabolitos 
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implicados en el metabolismo óseo de neonatos pretérmino y a término sanos?. Es por ello que 

realizamos una revisión sistemática de la literatura (Metodología y flujograma disponible en  el 

Anexo I) y de la cual deriva la siguiente tabla de evidencia sobre la suplementación con vitamina 

D y su efecto en los metabolitos implicados en el metabolismo óseo de infantes pretérmino (Tabla 

6) y neonatos a término (Tabla 7). 
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Tabla 6. Tabla de evidencia de suplementación con vitamina D y efecto en el metabolismo óseo de infantes pretérmino: revisión sistemática de la 

literatura. 

Cita País OBJETIVO S Dosis VD 
[N] 

Edad 
Resultados 

Kislal FM. et 

all. 2008 

Tu
rq

u
ía

 

Medición de los niveles de 

biomarcadores en suero 

antes y después de la 

suplementación. 3
 m

es
es

 200 UI/kg/d 

400 UI/kg/d 

800 UI/kg/d 

[37] 

15-30 días 

No hubo diferencias significativas en los niveles de Ca y P en 

suero antes y después de la suplementación con vitamina D en 

todos los grupos. Niveles de fosfatasa alcalina en suero se 

incrementaron en forma significativa en todos menos sólo en los 

grupos 1 y 3. Niveles de OC en suero se incrementaron, en cada 

grupo de tratamiento. La excreción urinaria de DPD se aumentó 

gradualmente por el aumento en la ingesta de vitamina D, pero 

sólo fue significativa en el grupo 3. 

Bacström 

MC, Maki R. 

et al. 1999 

Fi
n

la
n

d
ia

 

Evaluación del contenido 

mineral del hueso y la 

densidad por DXA, el calcio 

ionizado en plasma, 

fosfatasa alcalina en plasma 

y PTH 

3
 m

es
es

 

200 UI/kg/día 

hasta un 

máximo de 400 

UI/día 

vs 

960 UI/día 

[39] 

≤ 33 sem de 

gestación 

Concentraciones de vitamina D en plasma tienden a ser mayores 

en los niños que recibieron 960 UI / día, pero las diferencias no 

fueron significativas en el contenido mineral, densidad mineral 

ósea a los 3 y 6 meses de edad corregida, incluso después de 

tener en cuenta factores de riesgo potenciales. 

S= seguimiento. EC= Ensayo clínico. ECA=Ensayo clínico aleatorizado. VD=Vitamina D. VD2=Ergocalciferol. VD3=Colecalciferol. 25-OHD=25 Hidroxi-

vitamina D. RNPT=Recién nacido pre-término. PT=Pretérmino. UI=Unidades internacionales. NE=No especifican. Nmol= nanomoles. 

Pg=picogramos.  
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Tabla 7. Tabla de evidencia de suplementación con vitamina D y efecto en el metabolismo óseo de neonatos: revisión sistemática de la literatura. 

Cita País OBJETIVO S Dosis VD 
[N] 

Edad 
Resultados 

Gallo S. et al. 

2013 

C
an

ad
á 

% de vitamina D sérica 

Ev
al

u
ad

o
s 

a 
3

,6
,9

 y
 1

2
 m

es
es

 

D3 [400UI/día] 

[800 UI/día] 

[1200UI/día] 

[1600 UI/día] 

[132] 

1 mes 

A los 3 meses , el 55% ( IC del 95 % , 38 % -72 % ) de los recién 

nacidos en el grupo de 400 UI/d alcanzado una ( OH ) D 25 

concentración de 75 nmol/L o mayor vs 81 % ( IC del 95 % , 65 % 

-91 % ) en el grupo de 800 UI/d vs 92 % ( IC del 95 % , 77 % -98 % 

) en el grupo 1200 UI / d , vs 100 % en el grupo de 1600 UI/d. 

Esta concentración no se mantuvo en 97,5 % de los recién 

nacidos a los 12 meses en cualquiera de los grupos. La dosis de 

1600 UI / d se interrumpió prematuramente debido a la 

elevación en plasma de 25(OH)D concentraciones . Todas las 

dosis de 25(OH)D a concentraciones de 50 nmol/L o mayor de 97 

% ( IC del 95 %, 94 % -100 % ) de los bebés a los 3 meses y se 

mantienen en el 98 % ( IC del 95 %, 94 % -100 % ) a 12 meses . 

Holmlund-

Suila E. et al. 

2012 

Fi
n

la
n

d
ia

 Homeostasis del calcio, y 

características esqueléticas 

(pQCT) 3
 m

es
es

 

D3 

400 UI/d 

1200UI/d 

1600UI/d 

[113] 

2 sem a 3 

m 

A los 3 meses , la media de los valores de S - 25 - OHD fueron 88 

, 124 , y 153 nmol / litro , y los valores mínimos fueron 46 , 57 , y 

86 nmol / litro en los grupos que recibieron 10 , 30 , y 40 mu g ( 

ANOVA , P < 0,001 ) . No se produjo hipercalcemia, similar 

concentración de calcio plasma, PTH suero y la excreción 

urinaria de calcio. La tomografía computarizada cuantitativa 

periférica mostró una tendencia hacia una mayor masa ósea 

total del hueso tibial y el área cortical con dosis más altas de 

vitamina D . 
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Kumar GT. Et 

al. 2011 In
d

ia
 

Niveles plasmáticos de VD, 

Morbi-mortalidad, 

crecimiento, medidas 

antropométricas tras visitas 

semanales al hogar para la 

suplementación observada 

en 

6
 m

es
es

 

1400UI/sem 

Vs placebo 

[2079] 

> 37 

semanas 

de 

gestación 

con bajo 

peso al 

nacer 

Las diferencias entre los grupos no fueron significativas para la 

muerte o los ingresos hospitalarios (92 entre los 1.039 recién 

nacidos en el grupo de vitamina D en 99 de entre 1,040 niños en 

el grupo placebo; OR ajustada 0,93, intervalo de confianza del 

95%: 0,68 a 1,29, P = 0,68) 

, o derivación a la consulta externa de morbilidad moderada. Los 

suplementos de vitamina D dio lugar a un mejor estado de 

vitamina D según la evaluación de los niveles plasmáticos de 

calcitriol a los seis meses. En análisis ajustados , la vitamina D 

aumentó significativamente (z) puntuaciones de la desviación 

estándar a los seis meses para el peso , la longitud y la 

circunferencia del brazo y la disminución de la proporción de 

niños con retraso en el crecimiento (longitud para edad 

puntuación z ≤ 2) o con la circunferencia del brazo puntuaciones 

z de 2 o menos 

Siafarikas A. 

et al. 2011 

A
le

m
an

ia
 

Parámetros de la vitamina D 

y el metabolismo óseo en el 

parto y 6 semanas más 

tarde, el tiempo de 

exposición al sol, dosimetría 

de rayos UVB y los factores 

circundantes incluyendo la 

dieta materna. 

6
 s

em
an

as
 D3 

250 UI/d 

500 UI/d 

[40] 

RN 

Niveles de 25-hidroxivitamina D fueron insuficientes: 68 (53-83) 

nmol / l en cada grupo. A las 6 semanas los niveles alcanzaron la 

suficiencia: 139 (114-164) nmol / l en 250 unidades de vitamina 

D3 por día y 151 (126-176) nmol / l en 500 unidades / día. No 

hubo variación estacional. Tiempo diario de exposición al sol era 

0,4-3,5 h y mayor en verano. Exposición a UVB fue 0.01-0.08 

mínima dosis eritema / día. Los niveles de calcio estaban dentro 

de lo normal. 
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Shakiba M. 

et al. 2010 Ir
án

 

Comparar los dos métodos 

de administración de 

suplementos de VD. 

Muestra de sangre fue 

tomada y evaluada para el 

25-hidroxi vitamina D y 

calcio, 

6
 m

es
es

 Bolo [50,000 

UI/2meses]  vs 

200 UI/d vs 400 

UI/d 

[120] 

RN 

No se observaron diferencias significativas entre la 

concentración sérica de 25-hidroxivitamina D en los grupos 

administrados con 200 UI y 400 UI de vitamina D al día. Sin 

embargo, el nivel sérico de 25-hidroxi-vitamina D alcanzó 

significación en el tercer grupo (p es menor que 0,001). Todo el 

calcio en la sangre estaba por debajo de 11 mg / dl en el grupo 

de bolo. Algunas complicaciones, como la diarrea y la agitación, 

todo lo cual se auto-limitada, se observaron en el grupo de bolo. 

No se informaron otros efectos secundarios significativos en los 

otros grupos. 

Seghount F. 

et al.1994. 

Fr
an

ci
a 

Evaluar la eficacia y la 

toxicidad potencial de tres 

dosis orales intermitentes 

de colecalciferol 6
-9

 m
es

es
 

tres dosis 

intermitentes 

600000, 100000 

o 80000UI 25-

hidroxivitamina 

D3 

[60] 

RN 

Dos semanas después de una primera dosis de 600000, 100000 

o 80000UI, 25 (OH) D concentraciones alcanzaron 307 + / - 160, 

150 + / - 55, y 92 + / - 42 nmol / L, respectivamente. Prolongada 

sobrecarga de vitamina D, hasta 6 meses, se encontró en 50% de 

los niños que recibieron 15 mg, pero no en los otros lactantes. El 

calcio sérico aumentó transitoriamente 2 semanas después de 

15 mg, pero no después de las dosis más bajas. 

Specker BL. 

et al. 1992. 

C
h

in
a 

Determinar si las cantidades 

de vitamina D inferiores a 

las dosis recomendadas son 

eficaces para prevenir el 

raquitismo. Evaluación de 

sangre del cordón, sangre y 

las radiografías. 

6
 m

es
es

 vitamina D (100, 

200 ó 400 UI / 

día) 

[256] 

RN 

Las concentraciones séricas de 25-hidroxivitamina D fueron más 

bajos en el norte que en el sur (5 frente a 14 ng / ml (12,5 vs 

35,0 nmol / L), p menos de 0,01). Centros de osificación de 

pulsera eran menos propensos a estar presente en el nacimiento 

de los niños del norte que en los niños del sur (p = 0,009) y 

tenían más probabilidades de estar presentes en los bebés 

nacidos con bajas concentraciones que en los que tuvieron 

concentraciones séricas más elevadas de cable 25-

hidroxivitamina D (p = 0,04). Las concentraciones séricas de 25-

hidroxivitamina D fueron menores en los niños del norte de 6 

meses de edad que en los niños del sur (p = 0,005) y fueron más 

altos con un aumento de la dosis suplementaria de vitamina D (p 

menor de 0.001), sobre todo en los niños, en el norte 
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Evans JR. et 

al. 1989. 
C

an
ad

á 

Evaluación de radiografías 

de todos los recién nacidos 

para determinar el grado de 

la enfermedad ósea 

radiográfica. Análisis de 

osteocalcina sérica y los 

niveles de 25-

hidroxivitamina D fueron 

medidos. 

6
 s

em
an

as
 

dosis de 400 UI / 

día vs  dosis de 

2.000 UI / día 

[81] 

RN 

En general, el 20% de los niños tenían evidencia de enfermedad 

ósea radiográfica moderado y sólo el 2% se vieron gravemente 

afectados. La puntuación ósea radiográfica (media = 2,5) y la 

concentración sérica de osteocalcina (media = 21,7 + / - 8,7 ng / 

ml) en los sujetos de control no difirieron significativamente de 

los del grupo experimental (escala ósea mediana = 2,0, con una 

media de nivel de osteocalcina = 24,1 + / - 7,9 ng / ml). 

 

EC= Ensayo clínico. ECA=Ensayo clínico aleatorizado. VD=Vitamina D. VD2=Vitamina D. VD3=Colecalciferol. 25-OHD=25 Hidroxi-vitamina D. 

RNPT=Recién nacido pre-término. PT=Pre-término. UI=Unidades internacionales. NE=No especifican. Nmol= nanomoles. Pg=picogramos.  
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SUPLEMENTADCIÓN NUTRIMENTAL CON VITAMINA D: SUSTANCIA PURA O EN 

COMBINACIÓN. 

 

En México se encuentran disponibles 32 productos de suplementación nutrimental especializada 

que contienen vitamina D en presentaciones de multivitamínicos combinados (veintiocho 

productos en diversas formulaciones de comprimidos, tabletas, ampolleta, solución ingerible, 

polvos y fórmulas lácteas) o como única sustancia activa (cuatro productos en presentaciones de 

cápsula de gelatina blanda, cápsulas, ungüento y tabletas)  reportadas en el catalogo de la página 

de PLM50 (Anexo II); todas ellas con dosis variables e involucrando sistema digestivo, hepático y 

renal, órganos que en muchos casos se encuentran comprometidos por diversas patologías. Por lo 

que la necesidad de generar y avalar nuevas vías de suplementación con vitmaina D a población 

vulnerable a transtornos metabólicos óseos, ya sea a edades tempranas (raquitismo) como 

avanzadas (osteopenia y osteoporosis) resulta impresindible. 

 

En la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, el soporte nutrimental especializado es la 

administración de nutrimentos de forma oral, enteral o parenteral con fines terapéuticos de acuerdo 

a la CIE-1051. La nutrición enteral (NE) es una técnica especial de alimentación, que junto con la 

nutrición parenteral también se denomina nutrición artificial. Consiste en administrar los diferentes 

elementos nutrimentales a través de una sonda, colocada de tal forma que un extremo queda en el 

exterior y el otro en distintos tramos del tubo digestivo como el estómago, duodeno o yeyuno, 

suprimiendo las etapas bucal y esofágica de la digestión. Este tipo de soporte nutrimental está 

indicado cuando no es posible una adecuada alimentación oral voluntaria, siempre que la capacidad 

del aparato digestivo permita absorber los nutrimentos. Por tanto, el requisito imprescindible para 

que el paciente reciba dicha alimentación, es que éste tenga un aparato digestivo con una mínima 

capacidad motora y funcional. Dentro de un concepto más amplio, la nutrición enteral también 

incluye la vía oral si se emplean suplementos alimentarios o fórmulas químicamente definidas. La 

sonda nasoduodenal y nasoyeyunal se utilizan preferentemente en aquellas enfermedades que 

originan reflujo gástrico importante, para prevenir y evitar complicaciones, usadas mas 

frecuentemente por pacientes pediátricos52.  
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En Canadá, existe un producto en presentación de aerosol, marca Biocare ® de venta libre en ese 

país que pudiera proporcionar una alternativa de suplementación con vitamina D3, cuyo principal 

beneficio contra una píldora, es la ventaja de su aplicación en boca y su rápida absorción en el 

torrente sanguíneo a través de los capilares en la boca, evitando pasar por el sistema digestivo, lo 

que promueve una absorción mayor de producto. Se le puede encontrar en dos presentaciones D. 

Day1000 UI y Baby D 400 UI (Especificaciones del producto Anexo III).  

Se usa una aplicación diaria de una atomización directa bajo la lengua según lo recomendado por 

su profesional de atención de la salud. En cada atomización [equivalente a 0.2 ml] contiene 

vitamina D3 (colecalciferol) a 400 o 1000 UI Vitamina D3 (Colecalciferol) diluido en agua, alcohol, 

fructosa, ácido cítrico, sorbato de potasio, benzoato de sodio y saborizante de arándano. 
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JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

La población neonatal pretérmino presenta un riesgo etiológico de no alcanzar un desarrollo 

adecuado, derivado de su imadurez y falta de acumulación mineral intrauterina, ya que la fase mas 

importante para esta acumulación nutrimental se da en el tercer trimestre del embarazo. Este riesgo 

aumenta si el neonato presenta bajo peso al nacer ó requiere de cuidado medico intensivo, aunado 

a diversas condiciones premórbidas a su ingreso las que le predisponen a sufrir afecciones en su 

desarrollo óseo. Independientemente de la causa, en neonatos pretérmino son reportadas cerca de 

un 2% de fracturas derivadas del deterioro óseo y se desconoce cual es la prevalencia en 

pretérminos ingresados a la UCIN. Un coadyuvante en el tratamiento de pacientes que tienen 

alteraciones en el hueso son la administración de dosis altas de vitamina D3 (calcitriol) a 400 UI. 

 

Canadá en 2013 bajo la dirección de la Dra. Sina Gallo53 teniendo como objetivo comparar el efecto 

en alcanzar los niveles séricos de suficiencia de 25-OH-D (30ng/ml) por medio de la 

suplementación con dosis de 400 y 800, 1200 y 1600 UI/día de vitamina D3 en población neonatal 

sana. Después de los primeros tres meses, el porcentaje que alcanzan dichas concentraciones a 400 

UI/día es 55% [IC95% 38-72%], a  800 UI/día 81% [IC95%  65-91%] y a 1200 UI/día 100%. 

Respecto a la dosis de 1600 UI/día fue suspendida y los pacientes reasignados al grupo de 

suplementación de 1600 UI/día al registrar niveles de 25-OH-D por encima de ≥30 ng/ml en el 

97.5% de los neonatos a los 3 meses, lo que se consideró un factor de riesgo a desarrollar 

hipercalcemia, sin embargo no se detectaron eventos adversos asociados.  

 

Otro estudio relevante de Kislal FM y colaboradores, 2008, en Turquía evaluaron en neonatos 

pretérmino sanos la efectividad  y seguridad de diferentes dosis de 200, 400 y 800 UI/día de 

vitamina D3, reportan su efecto en algunos de los biomarcadores de reabsorción y formación ósea 

(fosfatasa alcalina, osteocalcina y deoxipiridinolina).  Sin embargo, presentan algunas 

incongruencias en los resultados, entre ello la significancia estadística para las dosis de 200 UI y 

800 UI respectivamente, pero no así a dosis de 400 UI y por tanto no permiten discernir la verdadera 

efectividad clínica de dicha suplementación.  
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Cabe destacar que no existen estudios de suplementación con vitamina D en población con mayor 

suceptibilidad a desórdenes óseos como lo son los pacientes pretérmino ingresados a la UCIN. Con 

lo anterior se resalta la necesidad de un estudio que compare diferentes dosis de vitamina D y su 

efecto en el recambio y estado óseo en la población pretérmino ingresada a la UCIN, ya que el 

único estudio que existe (en población pretérmino sana) resulta hasta este momento controversial. 

 

Por tanto: 

 

 Se sabe que los neonatos pretérmino son un grupo vulnerable a enfermedades óseas. 

 Las guías clínicas mexicanas, IOM y Sociedad de endocrinología difieren en sus 

recomendaciones  de suplementación y suficiencia de vitamina D. 

 No se conoce el efecto de suplementación en los recién nacidos pretérmino vulnerables. 

 Existe la necesidad urgente de atender este grupo en riesgo de a desarrollar alteraciones 

metabólicas óseas potencialmente a desarrollar cuadros de osteopenia, raquitismo y en el 

peor de los casos fracturas derivadas del daño arquitectónico óseo. 

 

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 

 

 

¿Cuál es la efectividad de dos dosis de suplementación con vitamina D (vía oral en aerosol de 

400 UI y 1000 UI al día) en las concentraciones séricas de 25-OH-D en recién nacidos 

pretérmino ingresados a la unidad de cuidados intensivos neonatales del Hospital infatil de 

México Federico Gómez ? 

 

 

OBJETIVOS. 

Determinar la efectividad de dos diferentes dosis de vitamina D en las concentraciones 

séricas de 25-OH-D en niños pretérmino ingresados a la UCIN del Hospital Infantil de 

México Federico Gómez. 
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Objetivos primarios. 

• Determinar la magnitud del efecto de suplementación con vitamina D a dos dosis(vía oral 

en aerosol de 400 UI y 1000 UI al día), en las concentraciones séricas de 25-OH-Vitamina 

en un periodo de tres meses. 

 

Objetivos secundarios. 

• Determinar su efecto en marcadores bioquímicos relacionados a osteogénesis: 

o PTH. 

o Fosfatasa alcalina 

o Calcio 

o Fósforo 

o Deoxypiridinolina  

 

HIPÓTESIS O EXPECTATIVAS EMPÍRICAS. 

A mayores concentraciones de vitamina D mayores serán los marcadores de neogenesis ósea. 

 

METODOLOGÍA. 

Diseño del estudio. 

 Ensayo clínico Aleatorizado triple ciego (Figura 5). 

 

Selección de la población. 

 

Pacientes ingresados a la unidad de cuidados intensivos neonatales que cumplan con los siguientes 

criterios: 

Inclusión. 

Neonatos pretérmino <37 semanas de gestación  

Hospitalizado en la UCIN 

Firma del consentimiento informado otorgado por los padres o tutores legales, 

preferentemente madre y de su cónyuge o concubinario, previa información de los 

riesgos posibles para el recién nacido, dejando como mínimo un día para 

consideración con los familiares (Anexo III). 
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Exclusión. 

Diagnóstico de enfermedades congénitas  

Peso extremadamente bajo al nacer<1 k 

Eliminación. 

Fallecimiento 

Abandono del estudio 

 

Cálculo de tamaño de muestra. 

 

Se calculó el tamaño de muestra usando la fórmula de diferencia de proporciones, basados en el 

estudio de la Dra. Sina Gallo del 201354 teniendo como objetivo el alcanzar la suficiencia de 

concentración sérica de vitamina D (>30 ng/ml) a los tres meses de suplementación comparando 

dosis de 400 y 800 UI de vitamina D en población neonatal. Asumiendo un alpha de 0.05 o nivel 

de seguridad al 95%, un poder estadístico del 80%. Obtenemos un total de 57 individuos. Sin 

embargo si le sumamos lo correspondiente al 11.52% (7 pacientes) reportado a mortalidad en 

nuestro hospital y 20% (12 pacientes) más por las pérdidas metodológicas que implica el diseño 

clínico. Lo que eleva la muestra a 75 individuos por grupo de tratamiento. Siendo en total 150 

individuos requeridos para el presente Ensayo Clínico. 

 

Selección y operalización de las variables. 

 

Se pedirá a la madre que conteste cuestionario de antecedentes perinatales, hábitos de consumo 

durante y después del embarazo, medidas antropométricas, suplementación alimenticia, hábitos de 

tabaquismo, fármacos y antecedentes de enfermedades crónicas, entre otras cuestiones generales 

acerca de su hijo(a) como por ejemplo edad de gestación y uso de fármacos. El cuestionario  tendrá 

una duración aproximada de 15 a 20 minutos (Anexo IV). 

 

De forma basal se tomará muestra sanguínea para analizar concentraciones basales de  fostatasa 

alcalina, osteoclacina y a los 3 meses después, respecto a la medición de deoxipiridinolina en orina, 

esta se realizará de forma basal y mensualmente. 

 



Efectividad de dos diferentes dosis de vitamina D en el metabolismo óseo de 

 Infantes pre-término ingresados a la UCIN: ECA-2C. 

35 

 

 

 

Figura 5. Diagrama del Ensayo Clínico Aleatorizado: triple ciego. “Efectividad de dos diferentes dosis de suplementación con 

vitamina D en las concentraciones séricas de 25-OH-D en niños pretérmino ingresados UCIN” 
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Administración y cegamiento. 

 

Cegamiento. 

Se retirarán las etiquetas originales de los frascos, conservándolas en un expediente con los 

números de lote y caducidad. Serán codificados y cegados por personal específico ajeno al 

proyecto, con el programa “Research Randomizer Form v4.0” se aleatorizara a los 

pacientes hacia la opción terapeútica que le corresponda, siendo asignado un frasco para 

cada paciente (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Cegamiento y asignación de la maniobra para cada paciente, el personal de 

residencia que aplica la maniobra y el investigador que analiza los datos. 
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Administración. 

 

Se aplicaran dosis diarias de concentrado grado farmacológico de vitamina D3 [Biocare ® 

D. Day (1000 UI y Baby D 400 UI en un disparo simple) en aerosol vía oral (Figura 7), con 

absorción en mucosa bucal. La administración se realizara por residentes de la UCIN y de 

acuerdo a la Guía de buenas prácticas clínicas ICH E-6. Se realizará diariamente monitoreo 

y recabo de las variables clínicas y reporte de potenciales eventos adversos derivados de la 

maniobra. De encontrarse evidencia de algún evento adverso que comprometa la salud e 

integridad del paciente, manifestado por el médico especialista tratante (evaluado de forma 

individual), se suspenderá la dosificación y se abrirá el ciego para dicho paciente, 

analizando las potenciales implicaciones de la maniobra. Se extenderá reporte completo al 

Comité de Ética en Investigación en un plazo no mayor a 15 días. El mismo procedimiento 

aplica en el caso de muerte, cualquiera que sea la causa, para lo cual se abrirá el ciego para 

dicho paciente analizando las potenciales implicaciones de la maniobra. 

 

Figura 7. Forma de administración del concentrado de vitamina D vía aerosol, en un 

disparo se dosifican 0.2 ml de la fórmula que contiene la dosis especifica de 400 o 1000 

UI de Colecalciferol (imagen modificada para éste estudio). 



Efectividad de dos diferentes dosis de vitamina D en el metabolismo óseo de 

 Infantes pre-término ingresados a la UCIN: ECA-2C. 

38 

 

Técnicas e instrumentos 

 

Se realizará la extracción de sangre, con técnica estéril a través de vena periférica/central, dentro 

de los horarios de toma de muestra rutinarios de la unidad de cuidados intensivos neonatales y solo 

por personal médico calificado con estrecha vigilancia del área de extracción. La sangre extraída 

se centrifugará a 3500rpm durante 10 min. (Centrifuga estándar) inmediatamente y se colocara, el 

componente sérico en refrigeración (previamente codificado) a -70°C, para su posterior envío a 

análisis. 

 

Antes de colocar la bolsa de recolección de orina, usar guantes estériles  y limpiar con agua tibia 

estéril y jabón el periné, secar con gasas estériles y luego quitar el protector  de alrededor del 

orificio de la bolsa (diferente según género) y adherirla con firmeza al periné, colocar una sonda 

estéril dentro de la bolsa recolectora de orina para extraer 3ml de orina con una jeringa estéril.  Se 

debe repetir el procedimiento si el niño(a) no orina en 30 minutos.  

 

Se evaluarán las concentraciones de vitamina D, estado óseo y biomarcadores sanguíneos (3ml. de 

muestra de sangre periférica) al inicio y al final del estudio, para los marcadores urinarios estos se 

evaluarán con una muestra de 3ml en el estado basal y tres meses después (25-OH-D, calcio, 

fosfatasa alcalina, fósforo, PTH y deoxipiridinolina) y mensualmente solo para calcio, fosfatasa 

alcalina, fósforo y deoxipiridina. La muestra de sangre requerida por nuestra investigación, 

representa (3 ml en un neonato de 1k representa 3.3% del volumen si se calcula a 90ml de volumen 

circulante por lo que tendrá que revalorarse la cantidad de sangre a extraer si pesa 1k, es menos del 

2% cuando alcanza peso de 2k). 
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Tabla 8. Biomarcadores y técnica de laboratorio empleada para su reporte. 

Biomarcador Tipo de muestra Técnica de laboratorio empleada 

25-OH-D Sangre Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas. 

Calcio  Sangre Espectrofotometría de masas. 

Fosfatasa alcalina.  Sangre Determinación de la actividad fosfatasa alcalina en suero. 

Fosforo.  Sangre Técnica de ácido fosfomolibdico. 

PTH Sangre Radioinmunoensayo. 

Deoxipiridinolina Orina Inmunoensayo quimioluminicente en fase sólida. 

 

Durante la realización del ensayo se realizará monitoreo de posibles reacciones adversas atribuidas 

a la aplicación del tratamiento, reportadas en el expediente clínico y en seguimiento a la NOM-

220-SSA1-2002. 

Administración de la vitamina D;  (riesgo mayor al mínimo). Cualquiera de las 2 dosis 

administradas, éstas se encuentran dentro de las recomendaciones internacionales de esta vitamina 

(nunca excediendo las 10.000 UI/d, dosis a la que de forma poco común se le atribuyen eventos 

adversos como desmineralización ósea, hipercalcemia, hipercalciuria, nefrocalcinosis e 

insuficiencia renal; ni las denominadas sobredosis masivas (50.000 hasta 150.000 UI/d), en caso 

de presentarse algún evento adverso grave durante la administración de la vitamina D, atribuido a 

la misma se detendrá su administración y se tratara de inmediato, y solicitara se  informe sobre la 

dosis asignada al paciente, informando de inmediato al comité de ética. 

 

 Toma de muestras: En la toma de muestra sanguínea, existe la posibilidad de un pequeño 

hematoma y/o dolor al momento en la zona de toma de muestra si se toma directamente de la vena. 

Referente a la toma de muestras de orina se realizará con material especializado para la colecta en 

recién nacidos, siendo la maniobra generalmente sin molestias. 
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Obtención de la información clínica y familiar. 

 

El resto de variables clínicas y de tratamiento se obtendrán del expediente clínico y por cuestionario 

aplicado a la madre del paciente, con previa firma de carta de confidencialidad por parte del 

personal encargado de la revisión (Anexo V). 

 

En cuanto a pacientes que sean dados de alta antes de concluir el estudio (3 meses de 

suplementación) y para evaluaciones de seguimiento, se harán llamadas telefónicas para agendar 

citas de seguimiento en las instalaciones del centro de investigación departamento de 

Epidemiología Clínica del Hospital Infantil Federico Gómez (se harán llamadas de recordatorio 

15, 7 días y 1 día a previo a su cita). 

 

Manejo y análisis de los datos. 

 

Se realizará estadistica descriptiva de cada variable, y se establecera relación entre las diferentes 

concentraciones desde el estado basal de Vitamina D₃ y fosfatasa alcalina, deoxipiridinolina y 

fósforo, ello por medio de una Correlación de Pearson.  

 

Se determinaran riesgos relativos atribuidos a la dosificación ajustando por factores clínicos 

asociados a su estancia en la UCIN (Peso, genero, días de estancia, padecimiento, etc.). 

 

De ser pertinente se establecerá un modelo multivariado con los biomarcadores del estado óseo, a 

partir de las diferentes dosis de vitamina D y el estado de salud del paciente. 
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CONSIDERACIONES ÉTICAS DE LA INVESTIGACIÓN. 

 

El presente ensayo clínico aleatorizado triple ciego se someterá a juicio y aprobación por el Comité 

de Ética, Bioseguridad e Investigación del Hospital Infantil de México Federico Gómez, 

instalaciones donde se pretende llevar a cabo nuestra investigación y ante quien exponemos las 

siguientes consideraciones éticas. 

 

En el presente protocolo se manifiesta el sustento científico y la necesidad de estrategias de 

protección a un sector de la población con mayor propensión a daño metabólico óseo entre otras 

comorbilidades, y la necesidad de determinar la eficacia y seguridad de dosis de suplementación 

con vitamina D3 y su efecto en marcadores determinantes del metabolismo óseo, no solo por el 

mérito científico de que no existen estudios de suplementación con vitamina D en pacientes que 

conjuntan factores de riesgo tan determinantes como lo son la prematuridad y su ingreso a la UCIN, 

población particularmente vulnerable, siendo su inclusión justificada dada la creciente necesidad 

de proporcionar un apoyo extraordinario al tratamiento del paciente durante su estancia en la UCIN 

y  derivado de su egreso. Además, se garantiza en todo momento la atención médica y cualificación 

profesional durante la duración del estudio, y el seguimiento de eventos derivados de la maniobra 

terapéutica que administremos. Respecto a la justicia distributiva, los beneficiarios directos de los 

conocimientos que deriven de la investigación, así como, una estrategia de suplementación que 

hasta hoy no se encuentran disponible en nuestro país, siendo en todo momento accesible y sin 

costo para el paciente. Manteniendo siempre el valor social con el anonimato en el manejo de las 

muestras e información y la claridad en el manejo posterior de la información derivada de la 

presente investigación.  

En cumplimiento al artículo 20 de la Ley General de Salud en materia de investigación en salud, 

por ningún motivo se incluirá a pacientes que no hayan sido informados de la naturaleza y los 

riesgos a los que será sometido su hijo o dependiente legal según sea el caso, derivado de su 

participación, así como su libre elección a participar o retirarse, sin coacción o condicionamiento 

de la atención médica ya recibida. Confirmando su aceptación con la firma del consentimiento 

informado para participar en la presente investigación. Preferentemente se planea obtener el 

consentimiento informado de la madre y de su cónyuge o concubinario, previa información de los 

riesgos posibles para el recién nacido.  
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Beneficio directo para el paciente y los padres de familia. 

 

Al paciente durante el estudio se le proporcionará de forma gratuita el tratamiento de vitamina D 

Biocare ® “D.Day” de origen canadiense, según le sea asignada la dosis de forma aleatoria a 

concentraciones de 1000 UI o 400 UI. En cuanto a la farmacovigilancia extensa, se mantendrá un 

monitoreo de reacciones adversas atribuidas al tratamiento, adicionalmente a la terapia que reciba 

en la UCIN. De encontrarse evidencia de algún evento adverso que comprometa la salud e 

integridad del paciente, se suspenderá la dosificación y se abrirá el ciego (para dicho paciente), 

analizando las potenciales implicaciones de la maniobra. No se cobrara costo alguno por la toma 

de muestras ni su análisis pertinente a nuestra investigación.  

El padre o tutor del paciente, en cualquier momento puede revocar su consentimiento a participar 

el estudio, de ser preferente, a través de la firma de la “Carta de revocación del consentimiento” 

(Anexo VI). 

Al egreso del estudio se ofrecerá a los padres asesoría nutricional pediátrica y en estimulación 

temprana. A la conclusión del estudio y una vez roto el ciego, se le entregará informe de los 

resultados atribuidos a la terapia que le fue asignada. 

 

Beneficios indirectos  

Con la presente investigación se pretende iniciar la afluencia de recursos hacia las terapias de apoyo 

extra al tratamiento del paciente en la UCIN, además de mejorar el conocimiento sobre la 

suplementación en ésta población altamente vulnerable a alteraciones metabólicas óseas, entre las 

comorbilidades que le han atribuido su ingreso a la UCIN. 

 

Recursos Humanos y materiales. 

 

De acuerdo a la normatividad de las Buenas Prácticas Clínicas, se designan las siguientes 

responsabilidades y competencias de los investigadores participantes. 
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Investigador Principal: Dra. Patricia E. Clark Peralta. Jefa de la Unidad de 

Epidemiología Clínica, Investigadora Nivel 2 (Sistema Nacional de 

Investigadores) del Hospital Infantil Federico Gómez. 

 

Investigador Colaborador:  

 MCs Pediatra Desireé López Gonzalez, adscrita a la Unidad de 

Epidemiología Clínica, del Hospital Infantil Federico Gómez. 

 MCs Biól. Lucia Méndez Sánchez, alumna de doctorado en la Unidad 

de Epidemiología Clínica, del Hospital Infantil Federico Gómez. 

 

Investigador Suplente y Coordinador: Dra. Dina Villanueva García, Jefa de 

Servicio de la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del Hospital 

Infantil Federico Gómez. Será quien coordine la administración de la 

suplementación.  

 

Personal que adminstre la maniobra: Residentes médicos de la UCIN, a cargo 

de la Dra. Dina Villanueva, brindaran la suplementación, toma de muestras y 

atención especializada las 24 horas del día.  

 

Promotor-Investigador. Se declara que promotor-investigador es la la jefatura 

de la Unidad de Epidemiología Clínica a cargo de la Dra. Patricia E. Clark 

Peralta del Hospital Infantil Federico Gómez. 

 

En cuanto a los análisis de laboratorio, y proceso inicial de conservación para su análisis se 

realizarán dentro de las instalaciónes del Hospital en colaboración con el área de laboratorio clínico. 

Los costos derivados del transporte y análisis especializado de las muestras correrá a cargo de la 

Unidad de Epidemiología Clínica del Hospital. 

 

En lo referente a papelería y recursos de oficina, serán proporcionados por la Unidad de 

Investigación en Epidemiología Clínica del Hospital.  
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Presupuesto. 

Se solicitara presupuesto proveniente de Fondos Federales para la compra de la molecula de 

vitamina D3 con grado farmaceútico y análisis de las muestras biológicas. El resto del presupuesto 

se pretende obtener de la candidatura a otras convocatorias. 

 

Programa de trabajo. 

El periodo de evaluación de cada paciente comprende un tiempo de 3 meses. Sin embargo se tienen 

previstos tiempo de juicio y aprobación del protocolo por parte del comité de ética hospitalario, 

obtención de fondos adicionales. 

 

Cronograma de actividades  

Fecha de inicio: 

(mes/año) 

BIMESTRE 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

              

ACTIVIDAD 

Obtención de insumos X X X           

Estandarización de 

técnica 
   X X         

Inclusión de pacientes      X X X X X X   

Realización de estudios      X X X X X X   

Análisis de los estudios            X  

Presentación de 

resultados 
           X X 

Elaboración de 

manuscritos 
           X X 

Publicación             X 

 

Limitaciones del estudio. 

 

Se tiene en cuenta que las características de distintas comorbilidades y mortalidad atribuida a su 

estancia en la UCIN pudieran impactar en los resultados observados. Sin embargo, se ajustara el 

análisis estadístico intentando contemplar estos fenómenos. 
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BENEFICIOS CIENTÍFICOS ESPERADOS. 

 

Aplicación clínica de los resultados obtenidos de la suplementación con VD en el metabolismo 

óseo de neonatos pretérmino ingresados a la UCIN y efecto en la prevención del deterioro óseo en 

esta población. 

Se reportará por primera vez el efecto de una estrategia de prevención y benéfica para la 

arquitectura ósea en población pretérmino susceptible de deterioro óseo. 

 

En cuanto a la difusión del conocimiento se publicarán los resultados en revista de nivel 

internacional así como presentación en foros nacionales e internacionales. 
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ANEXO I.  

Flujograma de la revisión sistemática de la literatura. 
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ANEXO II. 

Productos suplementados con vitamina D como sustancia pura o en combinación de venta en México al 2013. 

 

 

SUSTANCIA 

ACTIVA 
PRESENTACIÓN NOMBRE COMERCIAL DÓSIS 

Vitamina D2 

(Calcitriol) 

Cápsula de gelatina 

blanda 

ALBRINOL. Metabolito de vitamina D. Cápsulas de gelatina 

blanda. ALVARTIS . 10,000 UI 

Cápsulas 
ALTROL. Para osteoporosis 

postmenopáusica.. Cápsulas. GELCAPS . 10,000 UI 

Ungüento SILKIS. Tratamiento de la psoriasis.. Ungüento. GALDERMA . 12,000 UI 

Cápsulas 
Osteoporosis post-menopáusica establecida. Osteodistrofia renal en 

pacientes con insuficiencia renal crónica.  Rocatrol de Roche 200, 400 800 y 1600 UI 

Vitamina D3 

(Calciferol) 
Tabletas 

VALMETROL-3. Para el tratamiento de los síntomas que se 

manifiestan en la hipocalcemia y 

osteoporosis. Tabletas. VALDECASAS. 
400, 800 y 1600 U.I. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.medicamentosplm.com/productos/silkis_unguento.htm
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Productos suplementados con vitamina D en combinación con otras moléculas y suplementos, de venta en México al 2013. 

SUSTANCIA 

ACTIVA 
PRESENTACIÓN NOMBRE COMERCIAL DÓSIS 

Calciferol  

Comprimidos 
FOSAMAX PLUS. Alendronato, Alendrónico, ácido. Tratamiento 

de la osteoporosis.. Comprimidos.MERCK SHARP AND DOHME.  

70 mcg o 140 mcg 

equivalente a 2,800 U.I. 

o 5,600 U.I. de vitamina 

D3 

Tableta OSSOPAN. Fósforo, Proteínas. Tabletas. TAKEDA MÉXICO.  

Complejo oseínico 

mineral 200 mg 

Egocalciferol 

Solución 

BARIPLEX. Cianocobalamina (vitamina b12), L-lisina, 

Nicotinamida (vitamina b3), Retinol (vitamina a), Tiamina, 

Vitamina b6 (piridoxina). Multivitamínico.. Solución. DEGORT'S. 

Ergocalciferol 

(vitamina D2) 40,000 UI 

Soución  FRAVIT. Retinol (vitamina a). Solución. DEGORT'S. 

Ergocalciferol 

(vitamina D2) 400 UI 

Cápsulas 

FRAVITAN. Ascorbato de sodio, Calcio, pantotenato de, Ferroso, 

sulfato, Fosfato dicalcico anhidro, Nicotinamida (vitamina b3), 

Retinol (vitamina a), Riboflavina (vitamina b2), Sulfato de magnesio, 

Tiamina, Vitamina b2 (riboflavina), Vitamina b6 (piridoxina), 

Vitamina c (ascórbico, ácido), Vitamina e (tocoferol).Vitaminas y 

minerales.. Cápsulas de gelatina blanda. DEGORT'S. 

Ergocalciferol 

(vitamina D2) 400 U.I. 

Tabletas 

PRENATEX. Ascórbico, ácido (vitamina c), Calcio, fosfato tribásico 

de, Calcio, pantotenato de, Cianocobalamina (vitamina b12), 

Ferroso, fumarato, Ferroso, sulfato, Fólico, ácido, Nicotinamida 

(vitamina b3), Riboflavina (vitamina b2), Tiamina, Vitamina a 

(retinol), Vitamina b6 (piridoxina). Tabletas.PRODUCTOS 

MEDIX. 

Ergocalciferol 

(equivalente a 200 U.I. 

de vitamina D2) 0.006 

mg 

Vitamina D 

(Calciferol) 

Ampolletas 
 ADEKON. Vitamina a (retinol). Vitaminas A y D 

hidromiscibles.. Solución ingerible. CONCORDIA. 

Ergocalciferol 

(vitamina D2) 1,000 U.I. 

Ampolletas 

ADEKON-C. Vitamina a (retinol). Vitaminas A y D 

hidromiscibles, Vitamina C. Solución infantil 

gotas.CONCORDIA.  

Ergocalciferol 

(vitamina D2) 400 U.I. 

http://www.medicamentosplm.com/productos/fosamax_plus_comprimidos.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/fosamax_plus_comprimidos.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/ossopan_tabletas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/bariplex_solucion.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/bariplex_solucion.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/bariplex_solucion.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/fravit_solucion.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/fravitan_capsulas_de_gelatina_blanda.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/fravitan_capsulas_de_gelatina_blanda.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/fravitan_capsulas_de_gelatina_blanda.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/fravitan_capsulas_de_gelatina_blanda.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/fravitan_capsulas_de_gelatina_blanda.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/fravitan_capsulas_de_gelatina_blanda.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/prenatex_tabletas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/prenatex_tabletas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/prenatex_tabletas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/prenatex_tabletas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/prenatex_tabletas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/prenatex_tabletas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/adekon_solucion_ingerible.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/adekon_solucion_ingerible.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/adekonc_solucion_infantil_gotas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/adekonc_solucion_infantil_gotas.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/adekonc_solucion_infantil_gotas.htm
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Solución 

ADEROWEST. Vitamina a (retinol), Vitamina d2 

(ergocalciferol). Para las deficiencias de las vitaminas de la 

fórmula.. Solución. BRULUART.  

Ergocalciferol 

equivalente a 400 U.I. de 

vitamina D2 

Polvo oral 

ELEMENTEX. Aminoácidos, Biotina, Colina, Hidratos de carbono, 

Lípidos, Minerales (citrato de potasio, fosfato dibásico de magnesio, 

cloruro de potasio, cloruro de sodio, f, Proteínas, Vitamina b3 

(nicotínico, ácido, niacina, niacinamida, nicotinamida), Vitamina c 

(ascórbico, ácido), Vitamina e (tocoferol), Vitamina k, Vitaminas b1, 

b6, b12 (complejo b). Polvo oral. INDUSTRIAS SUANCA.  

Vitamina D: 77.99 UI o 

97.00 UI 

Polvo oral 

I-VALEX 1 Y I-VALEX 2. Aminoácidos, Aminoácidos esenciales, 

Calcio, Cloruro, Cromo, Hidratos de carbono, L-carnitina, Lípidos, 

Retinol (vitamina a), Vitamina b1 (tiamina), Vitamina b2 

(riboflavina), Vitamina e (tocoferol), Vitamina k. Soporte 

nutricional para niños y adultos con acidemia isovalérica o 

desórdenes del catabolismo de la leucina.. Polvo. ABBOTT. 

Vitamina D: 300 UI 

Polvo oral 

 NAN 3. Acetato de vitamina a, Ascórbico, ácido (vitamina c), 

Cianocobalamina (vitamina b12), Citrato de calcio, citrato de sodio, 

citrato de potasio, cloruro de sodio, hidróxido de calcio, sulf, Grasa 

vegetal, Hidroxocobalamina (véase: vitamina b12), Inulina 

enriquecida con oligofructosa, Leche descremada, Lecitina de soya, 

Niacinamida (vitamina b3), Nicotinamida (vitamina b3), Propionato 

de vitamina a, Retinol (vitamina a), Riboflavina (vitamina b2), 

Sólidos de leche, Sólidos de maíz, Tocoferol (vitamina e), Vitamina a 

(retinol), Vitamina a, palmitato de, Vitamina b, complejo (vitaminas 

b1, b6 y b12), Vitamina b1 (tiamina), Vitamina b12 (cobalamina, 

cianocobalamina, hidroxocobalamina), Vitamina b2 (riboflavina), 

Vitamina b6 (piridoxina), Vitamina c (ascorbato de sodio), Vitamina 

c (ascórbico, ácido), Vitamina d (colecalciferol), Vitamina e 

(tocoferol), Vitamina e, acetato de, Vitamina k, Vitaminas, Vitaminas 

b1, b6, b12 (complejo b), Vitaminas y minerales. Fórmula de 

crecimiento con hierro y probióticos, para niños.Polvo. NESTLÉ. 

Vitamina D+ por ración 

por cada 30ml: 6.8 UI 

Polvo oral 
NAN PREBIO AE. Acetato de vitamina a, Ascórbico, ácido 

(vitamina c), Cianocobalamina (vitamina b12), Hidroxocobalamina 

Vitamina D por cada 

100 gr de polvo: 240 UI 

http://www.medicamentosplm.com/productos/aderowest_solucion.htm
http://www.medicamentosplm.com/productos/aderowest_solucion.htm
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(véase: vitamina b12), Propionato de vitamina a, Retinol (vitamina 

a), Riboflavina (vitamina b2), Vitamina b, complejo (vitaminas b1, 

b6 y b12), Vitamina b1 (tiamina), Vitamina b12 (cobalamina, 

cianocobalamina, hidroxocobalamina), Vitamina b2 (riboflavina), 

Vitamina b6 (piridoxina), Vitamina c (ascorbato de sodio), Vitamina 

c (ascórbico, ácido), Vitamina d (colecalciferol), Vitamina 

k. Fórmula infantil en polvo con hierro. Polvo. NESTLÉ. 

Polvo oral 

NIDAL. Aceites vegetales (oleína de palma, palma kernel, canola y 

maíz), Ácido fólico, Biotina, Cianocobalamina (vitamina b12), 

Citrato de calcio, citrato de sodio, citrato de potasio, cloruro de sodio, 

hidróxido de calcio, sulf, Cloruro de calcio, Cloruro de magnesio, 

Cloruro de sodio, Cobre, sulfato de, D-pantotenato de calcio, 

Lactosa, L-arginina, L-carnitina, Leche de vaca descremada), 

Lecitina de soya, L-histidina, Magneso, sulfato de, Niacinamida 

(vitamina b3), Proteína de suero de leche de vaca, Selenato de sodio, 

Taurina, Vitamina a (retinol), Vitamina b1 (tiamina), Vitamina b2 

(riboflavina), Vitamina b6 (piridoxina), Vitamina b7 (inositol), 

Vitamina c (ascorbato de sodio), Vitamina e (tocoferol), Vitamina k, 

Yoduro de potasio, Zinc, sulfato de. Fórmula infantil en polvo con 

hierro. Polvo. NESTLÉ.  

Vitamina D por cada 

100 gr de polvo: 240 UI 

Solución 

POLY-VI-SOL. Niacinamida (vitamina b3), Riboflavina (vitamina 

b2), Vitamina a, palmitato de, Vitamina b1 (tiamina), Vitamina c 

(ascórbico, ácido). Solución. SIEGFRIED RHEIN. 

Colecalciferol (vitamina 

D3) 40,000 U.I. 

Comprimidos 
 SENFEM 600. Calcio, Retinol (vitamina 

a). . Comprimidos. BIOFARMA.  

Ergocalciferol 

1,500 U.I. de vitamina 

D2 

Solución 
TILARMIN. Vitamina a (retinol). Para deficiencias de las 

vitaminas de la fórmula.. Solución.BRULUART.  

Colecalciferol (vitamina 

D3) 1,600 U.l. 

Vitamina D 

(Colecalcifero

l) 

Liquido 

PEPTAMEN JUNIOR. Aceite de canola, Aceite de soya, 

Acesulfame potásico 14,5 mg/100 ml (endulzante no nutritivo),, 

Acetato de vitamina a, Ácido fólico, Ácido selenito de sodio, Agua, 

Almidón de maíz, Biotina, Calcio, citrato de, Calcio, fosfato de, 

Carnitina, Cianocobalamina (vitamina b12), Cítrico, ácido, Cobre, 

Vitamina D por cada 

100 ml: 56 UI 
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sulfato de, Colina cloruro de, D-pantotenato de calcio, Fosfato de 

sodio, Goma guar, Hierro (sulfato ferroso), Inositol., L-carnitina, 

Lecitina de soya, Magnesio, cloruro de, Magnesio, óxido de, 

Maltodextrina, Manganeso, sulfato de, Niacinamida (vitamina b3), 

Potasio cloruro de, Potasio, citrato de, Potasio, yoduro de, Proteína 

de suero enzimaticamente hidrolizada (de leche de vaca), Rojo 3, 

Saborizante natural y artificial, Sacarosa, Sal, cloruro de sodio, ß-

caroteno, Sucralosa, Taurina, Triglicéridos de cadena media (fuente 

de tcm: aceite de coco fraccionado y aceite de palma), Vitamina b1 

(tiamina), Vitamina b2 (riboflavina), Vitamina b6 (piridoxina), 

Vitamina c (ascorbato de sodio), Vitamin.Fórmula de crecimiento 

lista para beber. Líquido. NESTLÉ. 

Tabletas SERALIS VIP. Risedrónico, ácido (risedronato). Tabletas. RIMSA. 

Colecalciferol (vitamina 

D3) a 2,000 U.I. o 2,800 

U.I. o 5,600 U.I. 

Cápsulas 

SHOT B-GS. Calcio, fosfato dibásico, Calcio, pantotenato de, 

Cianocobalamina (vitamina b12), Ferroso, fumarato, Ginseng, 

Nicotinamida (vitamina b3), Potasio, fosfato de, Riboflavina 

(vitamina b2), Vitamina a (retinol), Vitamina b1 (tiamina), Vitamina 

b2 (riboflavina), Vitamina b6 (piridoxina), Vitamina e (tocoferol), 

Zinc, sulfato de. Cápsulas. GENOMMA LABORATORIES DE 

MÉXICO.  

Colecalciferol (vitamina 

D3) 400 U.I. 

Cápsulas 

VITADIET. Ascórbico, ácido (vitamina c), Calcio, carbonato de, 

Cianocobalamina (vitamina b12), Cromo, dinicotinado de, Ferroso, 

fumarato, Fólico, ácido, Griffonia simplicifolia, Magnesio, óxido de, 

Selenio metionina, Vitamina a (retinol), Vitamina b6 (piridoxina), 

Vitamina e (tocoferol), Zinc. Cápsulas.PRODUCTOS MEDIX.  

Colecalciferol (vitamina 

D) 40,000 UI 

Vitamina D2 

(Ergocalcifero

l) 

Cápsula 
 AQUASOL AD. Vitamina a (retinol). Vitaminas A y 

D. Cápsulas. GROSSMAN.  

Ergocalciferol 

(vitamina D2) 600 U.I. 

Vitamina D3 

(Colecalcifero

l) 

Tabletas 

ACTICAL. Calcio, Magnesio, Magnesio, clorfibrato de, Silicio 

orgánico. Para el tratamiento de las deficiencias de los 

componentes de la fórmula.. Tabletas. USANA. 

Colecalciferol (vitamina 

D3) 100 U.I. 
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Gragea y tableta 

ACTONEL TRÍO. Calcio, carbonato de, Risedrónico, ácido 

(risedronato). Regulador del metabolismo óseo. Vitamina 

D.. Tabletas. SANOFI-AVENTIS.  

Colecalciferol (vitamina 

D3) 200 U.I. 

Solución 
 ORADEKAN. Vitamina a (retinol). Sinergia vitamínico A y 

D. Solución ingerible. STREGER. 

Colecalciferol (vitamina 

D3) 1,200 U.I. 

Comprimidos 
OSTEOMIN D. Calcio. Suplemento de calcio y vitamina 

D.. Comprimidos. TAKEDA MÉXICO.  

Vitamina D3 200 U.I. 

Liquido 

PERATIVE. Aceite de canola, Aceite de triglicéridos cadena media, 

Acetato de ?-tocoferilo, Ácido cítrico, Ácido fólico, Agua, Ascórbico, 

ácido (vitamina c), Biotina, Carragenina, Caseinato de sodio 

parcialmente hidrolizado, Cianocobalamina (vitamina b12), 

Clorhidrato de cloruro de tiamina, Clorhidrato de piridoxina, Colina 

cloruro de, Cromo, cloruro de, Cúprico, sulfato de, D-pantotenato de 

calcio, Ferroso, sulfato, Lactoalbúmina, hidrolizado de, L-arginina, 

Lecitina de soya, Magnesio, cloruro de, Maltodextrina (maíz), 

Manganeso, sulfato de, Molibdato de sodio, Niacinamida (vitamina 

b3), Potasio cloruro de, Potasio, citrato de, Riboflavina (vitamina 

b2), Selenato de sodio, ß-caroteno, Taurina, Tribásico fosfato de 

calcio, Vitamina a, palmitato de, Vitamina k (filoquinona), Yoduro 

de potasio, Zinc, sulfato de. Nutrición líquida especializada. Para 

nutrición enteral por sonda.. Líquido. ABBOTT.  

Vitamina D 

(colecalciferol) 40,000 

UI por cada 100ml 

Tabletas 

USANA AO PRO. Lipóico, ácido, Vitamina a (retinol), Vitamina b1 

(tiamina), Vitamina b2 (riboflavina), Vitamina b5 (pantoténico, 

ácido), Vitamina b6 (piridoxina), Vitamina b7 (inositol), Vitamina c 

(ascórbico, ácido), Vitamina e (tocoferol), Vitamina 

k. Vitaminas.. Tabletas. USANA.  

Colecalciferol 150 U.I. 

de vitamina D3 
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ANEXO III. 

 
HOSPITAL INFANTIL DE MÉXICO FEDERICO GÓMEZ 

 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

  PARA PARTICIPACIÓN DE   
  

 
 
 
 
 
 

 
 
Madre ( ) Padre ( )  Tutor ( ):___________________________________________________ 

 

Muchos de los bebes  que nacen antes de tiempo y que se les llama prematuros, necesitan 

hospitalizarse en áreas de cuidado intensivo para recién nacidos (UCIN), como es el caso de su 

bebe, en donde con frecuencia es necesario mantenerlos con alimentación especial por sus venitas 

porque no pueden comer por la boca por mucho tiempo, usar aparatos llamados ventiladores para 

que puedan respirar y medicamentos que son necesarios para su tratamiento, lo que hace que estos 

bebes pierdan con mayor facilidad un componente importante para sus huesitos llamado calcio, 

que hace necesario darles ese calcio por sus venitas, este calcio necesita de una vitamina llamada 

Vitamina D para que pueda ser mejor aprovechado por su bebe.  

 

El Hospital Infantil de México Federico Gómez, está realizando un estudio de investigación para 

valorar la efectividad (aprovechamiento) de dos diferentes dosis de vitamina D en los huesitos de 

los recién nacidos prematuros hospitalizados en la UCIN, que  los padres o tutor acepten este 

estudio. Se dará por la boquita del bebe, la dosis que le toque al azar de 400 UI/dia  ó 1000 UI /día 

durante tres meses en presentación de aerosol. 

 

Si usted acepta la participación de su hijo(a), se realizará la siguiente entrevista: 

 

 

1. A usted, le haremos preguntas acerca de antecedentes de enfermedades que haya presentado 

antes y durante el embarazo, hábitos de fumar, tomar bebidas alcohólicas, su peso y talla antes 

y después del embarazo, si tomo vitaminas u otros medicamentos durante el embarazo.  

Atención durante el embarazo, como fue su parto, semanas de embarazo al nacer su bebe, uso 

de medicamentos durante el parto o para reanimar a su bebe. El cuestionario  tendrá una 

duración aproximada de 15 minutos. La (o) entrevistaremos en el “Centro de investigación en 

Epidemiología Clínica” ubicado en el 4to piso del Edificio Mundet dentro de nuestro hospital, 

en el horario que a usted le convenga entre 9:00 de la mañana a 6:00 de la tarde, por favor 

llamar al teléfono 52-28-99-17 extensión: 2525. De requerirlo puede llamar al número celular: 

044-55-67-06-24-10 o al 044-55-16-39-75-15, o comentarle a la Dra. Dina Villanueva  García, 

para programar su entrevista a los teléfonos 52289917 extención 2119 y 2122 en las 

instalaciones del Hospital Infantil Federico Gómez en la coordinación de la Unidad de cuidados 

intensivos neonatales. 

Título de proyecto:  
EFECTIVIDAD DE DOS DIFERENTES DOSIS DE VITAMINA D EN EL METABOLISMO 

ÓSEO DE RECIÉN NACIDOS PRETÉRMINO INGRESADOS A LA UNIDAD DE CUIDADOS 

INTENSIVOS NEONATALES: ENSAYO CLÍNICO ALEATORIZADO TRIPLE CIEGO 
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A su hijo(a) se le dará: una dosis diaria de vitamina D3 Biocare ® “D.Day” de origen canadiense, 

la dosis será asignada de forma aleatoria a concentraciones de 1000 UI o 400 UI, la forma de 

aplicarla será en una atomización simple en aerosol vía oral.   

 

Aunque es poco probable, con la administración de vitamina D,  puede existir nausea, vomito, 

irritabilidad, disminución del apetito, que en caso que comprometa la salud e integridad del 

paciente, se suspenderá la dosificación y se solicitará de inmediato se nos diga que dosis estaba 

recibiendo de vitamina D. No se cobrara costo alguno por la toma de muestras ni los análisis 

pertinentes a nuestra investigación.  

 

2. A su hijo(a) se le tomarán muestras de: 
Sangre, 3ml (igual a 1/5 parte de una cuchara) de una vena o  a través de un  tubito de plástico 

llamado catéter que tenga en una vena, al inicio del estudio, una vez al mes y al concluir la 

administración de la vitamina D a los 3 meses. 

Orina 2ml ((igual a 1/5 parte de una cuchara) a través de una bolsa de plástico especial para 

recolección de orina pegada alrededor del área genital de su hijo (a)  al inicio del estudio, al mes, 

a los dos meses y al tercer mes que es cuando finaliza el estudio.  

 

Le aclaramos que tanto la administración del tratamiento como la toma de muestras serán realizadas 

por personal médico especializado de la UCIN.  

  

Por último las muestras obtenidas se congelarán y mandarán a analizar a laboratorios altamente 

especializados manteniendo la confidencialidad de los resultados. 

 

Beneficios: Al paciente durante el estudio se le proporcionará de forma gratuita el tratamiento de 

vitamina D Biocare ® “D.Day” de origen canadiense, según le sea asignada la dosis por azar a 

concentraciones de 1000 UI o 400 UI, esta presentación en forma de aerosol que se da por la boca, 

hasta nuestro conocimiento no existe todavía en México. Los estudios que se realizaran en un 

laboratorio especializado con los 2 ml de sangre que se extraerá a su bebe para este estudio, no 

habrá costo alguno para usted.  

 

Al egreso del estudio se ofrecerá como a todos los padres de los bebes que se dan de alta de la 

UCIN, información completa sobre su alimentación y estimulación por el Departamento de 

Rehabilitación. A la conclusión del estudio se le entregará informe de los resultados atribuidos a la 

terapia con vitamina D que le fue asignada. 

 

 

Confidencialidad: Se le asegura que toda la información que usted nos proporcione para el estudio 

será de carácter estrictamente confidencial, será utilizada únicamente por el equipo de 

investigación del proyecto y no estará disponible para ningún otro propósito. Usted y su hijo(a) 

quedarán identificados(as) con un número y no con su nombre. Los resultados de este estudio serán 

publicados con fines científicos, pero se presentarán de tal manera que no podrán ser 

identificados(as). 

 

Riesgos Potenciales: Los riesgos potenciales que implican su participación en este estudio son los 

siguientes: 
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En cuanto al cuestionario (sin riesgo); Si alguna de las preguntas le hicieran sentir un poco 

incómodo(a), a usted, tiene el derecho de no responderla.  

 

En cuanto a la administración de la vitamina D;  (riesgo mayor al mínimo). Aunque cualquiera de 

las 2 dosis que le toque a su bebe está dentro de las recomendaciones internacionales de esta 

vitamina, en caso de presentarse algún evento adverso grave durante la administración de la 

vitamina D y que sea atribuido a la misma se detendrá su administración y se tratara de inmediato, 

así como se solicitara se  informe sobre la dosis que le había tocado recibir a su bebe y se le 

comentará también de inmediato. 

 

 En cuanto a la toma de muestras: Respecto a la toma de muestra de sangre, existe la posibilidad 

de un pequeño hematoma (moretón) y/o dolor al momento en la zona de toma de muestra si se 

toma directamente de la vena. Cabe aclarar que el material utilizado será absolutamente nuevo, 

estéril y desechable. Referente a la toma de muestras de orina se realizará con material 

especializado para la colecta en recién nacidos, siendo la maniobra generalmente sin molestias. 

 

Se mantendrá una valoración frecuente de reacciones atribuidas al tratamiento y tomas de muestras 

para este proyecto, proporcionandole información actualizada, aunque ésta pudiera afectar su 

voluntad para seguir participando.  

 

Usted no recibirá ningún pago por participar en el estudio, pero tampoco implicará algún costo para 

usted   

 

Participación Voluntaria/Retiro: La participación en este estudio es absolutamente libre y 

voluntaria. Usted está en plena libertad de negarse a participar o de retirar su participación del 

mismo en cualquier momento, puede revocarlo de ser preferente, a través de la firma de la “Carta 

de revocación del consentimiento”.  

Su decisión de participar o de no participar no afectará de ninguna manera la forma en su cuidado 

y tratamiento en la UCIN del Hospital Infantil de México Federico Gómez.  

 

Números a contactar garantizando recibir respuesta: Si usted tiene alguna pregunta, 

comentario o preocupación con respecto al proyecto o alguna pregunta relacionada con sus 

derechos como participante de un estudio de investigación, por favor comuníquese con la 

investigadora principal Dra. Patricia E. Clark Peralta, o las investigadoras colaboradoras: MCS 

Pediatra Desireé López González o la MCS Lucia Méndez Sánchez al siguiente número de teléfono 

52-28-99-17 extensión: 2525 o con la Dra. Dina Villanueva al mismo teléfono pero extensión: 2119 

y 2122 en un horario de 9am a 4pm. De requerirlo puede llamar a los números de celular: 044-55-

67-06-24-10 o al 044-55-16-39-75-15, donde las investigadoras podrán atender sus dudas. 

 

Si usted acepta que su hijo participe en el estudio y acepta contestar el cuestionario de 

“antecedentes de usted y su parto”, le pedimos sea tan amable de firmar este documento y al 

momento le entregaremos una copia del mismo.  
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Consentimiento del padre/madre o tutor para su participación y la de su hijo(a)  

 

Su firma indica su aceptación para que Usted y su hijo(a) participen voluntariamente en el presente 

estudio. 

 

Nombre del Padre/Madre/Tutor participante:   

 

__________________________________________________ 

Fecha: 

 

_________________ 

Día / Mes / Año 

Firma: ________________________ 

 

 

Relación con el menor participante ___________________ 

 

 

 

Nombre completo del menor participante       

                   

_______________________________________________ 

 

 

 

Nombre Completo del Testigo 1:  

__________________________________________________ 

 

Dirección 

__________________________________________________ 

 

Firma:  _____________________ 

Relación con el participante _____________________ 

 

Fecha: 

 

__________________ 

Día / Mes / Año 

 

Nombre Completo del Testigo 2: 

__________________________________________________ 

 

Dirección 

_________________________________________________ 

 

Firma:  ____________________ 

Relación con el participante ___________________ 

 

 

Fecha:  

_________________ 

Día / Mes / Año 

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento 

 

 

 

Fecha: 

__________________ 

Día / Mes / Año 
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ANEXO IV.  

Hoja de recolección de datos basales, mensuales y calendarización de suplementación con vitamina D (Frasco cegado). 

HOJA DE DATOS GENERALES AL INGRESO DEL ESTUDIO 

Hospital de 
procedencia 

Privado  Público  Nivel I 
II 
II 

No. de 
registro 

 Sexo F  M  

Nombre    Fecha de  
nacimiento 
(dd/mm/año) 

 
                              /                              / 

Edad gestacional  
__  días  _ _  semanas  _ _ meses 

Edad gestacional al ingreso  
_ __  días  _ __  semanas  _ __ meses 

Edad cronológica al 
ingreso 

 
_ _ _ días   _ _ _ Semanas   _ __meses  

Estado de salud  Sano  Enfermo  Dx 
ingreso 

*Sepsis  *DBP  *CC  *IC  *Otros  

Estancia en UCIN (tachar con una cruz) 
(de manifestar negativo en las siguientes casillas se recomienda pasar a la medición de SOS y DXA) 

Corta estancia (<20 días) Larga estancia  (>20 días) 

                                                                                    Antecedentes POSNATALES 

MEDIDAS ANTROPOMÉTRICAS DEL NEONATO 

Peso (k /g)  PC 
(cm) 

 Talla (cm)  IMC  Edad 
(dd/mm/aa) 

             
               ____/_____/_____ 

Composición corporal (pliegues cutáneos)  

Uso Si No Especificar 

Esteroides    

Antecedentes de la estancia en UCIN 

Uso SI No Especificar 

Diurético   *  *  *  *  *  *  * 

Complicaciones   *  *  *  *  *  *  * 

Uso Si No Duración Dx Egreso: 

oxigeno 
suplementación 

  Duración 
Horas 

 Días   

VMA   Horas  Días  

MEDICIÓN ÓSEA 

Tiempo de medición (Edad posnatal) Nombre del evaluador Fecha ( dd /mm/año) 

Cero  (30-40 semanas de vida)  _ _ _ / _ _ _ / _ _ _ 
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ANTECEDENTES PERINATALES 

ANTECEDENTES DE LA MADRE 

Peso previo al 
embarazo (k /g) 

 Peso al final del 
embarazo (k /g) 

 Talla (cm)  IMC  Edad 
(dd/mm/aa) 

       
____/_____/_____ 

Embarazo planeado Si  Control prenatal Si  Número de 
consultas 
prenatales 

     

No  No      

Suplementos  durante el embarazo Si  
 
 

*Vitaminas 
(mencione) 

*Ac. Fólico 
(mencione) 

*Hierro 
(mencione) 

*Esteroides 
(mencione) 

*Otros 

No      
 
 
 

 
 
 
 

 

Fumo antes del embarazo Si  Número de cigarrillos  Día  Fumo durante el 
embarazo 

Si  Número de cigarrillos Día  

No  semana  No  Semana  

Abandono cuanto antes el cigarrillo Si  Abandono durante el 
embarazo 

Si  En que trimestre  

No  No  

 
Uso de drogas 

Si   
Cuales 

  
Uso de otros 
fármacos 

Si  Especifique 

No  No   
 
 

Padece o padeció 
DMII 

Si  Antes del embarazo  En que trimestre: Infecciones Si  Antes del embarazo  Duración: Cuales: 

Durante el 
embarazo 

  Durante el embarazo  <20 días   

No  Después del 
embarazo 

  No  Después del embarazo  >20 días  
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                                                                                  Vivo  Falleció  

 Estancia en UCIN Tiempo uno (1 mes posteriores a la primera medición) 

Uso Si No Especificar 

Esteroides    
 
 
 

Diurético                

Aminofilina                

Complicaciones                

Uso Si No Duración Dx Egreso: 

Anticonvulsivante   Horas  días   

Amikacina   Horas  días  

oxigeno suplementario   Horas  días  

NPT   Horas  días  

VMA   Horas  días  

NUTRICIÓN DEL NEONATO 

Aporte de Kcal totales  Aporte de 
proteínas 

 RCP  Edad de inicio de 
la vía enteral 

 Seno 
materno  

Si  Porcentaje 

Aporte de Kcal por peso  Aporte de lípidos  RCNP   No   

Fórmula  en %   
Fortificación de la 
leche 

 Suplementación 
con hierro 

Si  Cuanto Suplementación 
con vitaminas 

Si  Complicaciones:  

No    No   
 
 

MEDIDAS ANTROPOMÉTRICAS DEL NEONATO 

Peso (k /g)  PC 
(cm) 

 Talla (cm)  IMC  Edad 
(dd/mm/aa) 

             
               ____/_____/_____ 

Composición corporal (pliegues cutáneos)  

MEDICIÓN ÓSEA (A juicio del médico si se aproxima egreso o defunción del paciente) 

Nombre del evaluador  Fecha ( dd /mm/año) _ _ _ / _ _ _ / _ _ _ 
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                                                                                  Vivo  Falleció  

 Estancia en UCIN Tiempo uno (2 meses posteriores a la primera medición) 

Uso Si No Especificar 

Esteroides    
 
 
 

Diurético                

Aminofilina                

Complicaciones                

Uso Si No Duración Dx Egreso: 

Anticonvulsivante   Horas  días   

Amikacina   Horas  días  

oxigeno suplementario   Horas  días  

NPT   Horas  días  

VMA   Horas  días  

NUTRICIÓN DEL NEONATO 

Aporte de Kcal totales  Aporte de 
proteínas 

 RCP  Edad de inicio de 
la vía enteral 

 Seno 
materno  

Si  Porcentaje 

Aporte de Kcal por peso  Aporte de lípidos  RCNP   No   

Fórmula  en %   
Fortificación de la 
leche 

 Suplementación 
con hierro 

Si  Cuanto Suplementación 
con vitaminas 

Si  Complicaciones:  

No    No   
 
 

MEDIDAS ANTROPOMÉTRICAS DEL NEONATO 

Peso (k /g)  PC 
(cm) 

 Talla (cm)  IMC  Edad 
(dd/mm/aa) 

             
               ____/_____/_____ 

Composición corporal (pliegues cutáneos)  

MEDICIÓN ÓSEA (A juicio del médico si se aproxima egreso o defunción del paciente) 

Nombre del evaluador  Fecha ( dd /mm/año) _ _ _ / _ _ _ / _ _ _ 
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                                                                                  Vivo  Falleció  

 Estancia en UCIN Tiempo uno (3 meses posteriores a la primera medición) 

Uso Si No Especificar 

Esteroides    
 
 
 

Diurético                

Aminofilina                

Complicaciones                

Uso Si No Duración Dx Egreso: 

Anticonvulsivante   Horas  días   

Amikacina   Horas  días  

oxigeno suplementario   Horas  días  

NPT   Horas  días  

VMA   Horas  días  

NUTRICIÓN DEL NEONATO 

Aporte de Kcal totales  Aporte de 
proteínas 

 RCP  Edad de inicio de 
la vía enteral 

 Seno 
materno  

Si  Porcentaje 

Aporte de Kcal por peso  Aporte de lípidos  RCNP   No   

Fórmula  en %   
Fortificación de la 
leche 

 Suplementación 
con hierro 

Si  Cuanto Suplementación 
con vitaminas 

Si  Complicaciones:  

No    No   
 
 

MEDIDAS ANTROPOMÉTRICAS DEL NEONATO 

Peso (k /g)  PC 
(cm) 

 Talla (cm)  IMC  Edad 
(dd/mm/aa) 

             
               ____/_____/_____ 

Composición corporal (pliegues cutáneos)  

MEDICIÓN ÓSEA (A juicio del médico si se aproxima egreso o defunción del paciente) 

Nombre del evaluador  Fecha ( dd /mm/año) _ _ _ / _ _ _ / _ _ _ 
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CALENDARIO DE CUMPLIMIENTO DE APLICACIONES POR PERSONAL DE RESIDENCIA MÉDICA Y FECHAS SUGERIDAS PARA TOMA DE MUESTRA 

LUNES MARTES MIÉRCOLES JUEVES VIERNES SÁBADO DOMINGO 

Tiempo “0” o basal: Toma de muestra de sangre periférica: 25-OH-Vitamina D, PTH, Fosfatasa alcalina, Calcio, Fósforo y Deoxypiridinolina (en orina). 

1 2 3 4 5 6 7 

8 9 10 11 12 13 14 

15 16 17 18 19 20 21 

22 23 24 25 26 27 28 

29 30 1 Tiempo “1”: Toma de muestra de sangre periférica: PTH, Fosfatasa 

alcalina, Calcio, Fósforo y Deoxypiridinolina (en orina). 
2 3 4 5 

6 7 8 9 10 11 12 

13 14 15 16 17 18 19 

20 21 22 23 24 25 26 

27 28 29 30 31 1 Tiempo “2”: Toma de muestra de sangre periférica: 

PTH, Fosfatasa alcalina, Calcio, Fósforo y 

Deoxypiridinolina (en orina). 

2 

3 4 5 6 7 8 9 

10 11 12 13 14 15 16 

17 18 19 20 21 22 23 

24 25 26 27 28 29 30 

Tiempo “3” o Final: Toma de muestra de sangre periférica: 25-OH-Vitamina D, PTH, Fosfatasa alcalina, Calcio, Fósforo y Deoxypiridinolina (en orina). 
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ANEXO V. 

 

HOSPITAL INFANTIL DE MÉXICO FEDERICO GÓMEZ 

Carta compromiso de confidencialidad como colaborador de proyecto desempeñando funciones 

como Revisor(a) de expedientes clínicos/ Cegamiento de la maniobra.  

 

Yo, _______________________________________________, en mi carácter de Revisor(a) de 

expedientes clínicos/ Cegamiento de la maniobra, entiendo y asumo que, de acuerdo al Art.16, del 

Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigación para la Salud,  es mi obligación respetar 

la privacidad del individuo  y mantener la confidencialidad de la información que se derive de mi 

participación en el estudio “EFECTIVIDAD DE DOS DIFERENTES DOSIS DE VITAMINA D EN EL 

METABOLISMO ÓSEO DE RECIÉN NACIDOS PRETÉRMINO INGRESADOS A UNA UNIDAD DE 

CUIDADOS INTENSIVOS NEONATALES: ENSAYO CLÍNICO ALEATORIZADO TRIPLE CIEGO”. 

y cuyo(a) investigador(a) responsable es Dra. Patricia E. Clark Peralta, jefa del departamento de 

Epidemiología Clínica adscrita al Hospital Infantil de México “Federico Gómez”.  Asimismo, entiendo que 

este documento se deriva del cumplimiento del Art. 14 * de la Ley Federal de Protección de Datos 

Personales en Posesión de los Particulares a la que está obligado todo(a) investigador(a).  

 

Por lo anterior, me comprometo a no comentar ni compartir información obtenida con personas 

ajenas a la investigación del estudio arriba mencionado,  ya sea dentro o fuera del sitio de trabajo, con 

pleno conocimiento de que la violación a los artículos antes mencionados es una causal de despido de mis 

funciones.  

 

_________________________________            ______________________ _____________ 

(Nombre)       (Firma)    (Fecha) 

 

*“El responsable velará por el cumplimiento de los principios de protección de datos personales establecidos por esta 

Ley, debiendo adoptar las medidas necesarias para su aplicación. Lo anterior aplicará aún y cuando estos datos fueren 

tratados por un tercero a solicitud del responsable. El responsable deberá tomar las medidas necesarias y suficientes 

para garantizar que el aviso de privacidad dado a conocer al titular, sea respetado en todo momento por él o por 

terceros con los que guarde alguna relación jurídica 
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ANEXO VI 

 
 HOSPITAL INFATIL DE MÉXICO “FEDERICO GÓMEZ” 

 CARTA DE REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO  

   
  

 
 
 
 
 
 
 

 
Dra. Patricia E. Clark Peralta. 

Presente. 

Por este conducto deseo informar mi decisión de retirar la participación de este protocolo de 

investigación, a mi hijo (o de ser el caso, neonato en custodia legal) por las siguientes razones: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________.  

*Si el padre-madre o tutor del paciente así lo desea, podrá solicitar que le sea entregada toda la 

información que se haya recabado sobre él y su hijo, y, también las muestras recabadas (de ser el 

caso y existir la posibilidad) con motivo de su participación en el presente estudio.  

 _____________________________________                                          _____________________  

Firma del padre o tutor del paciente                                                                         Fecha  

 _____________________________________                                            _____________________  

Testigo                                                                                                                       Fecha  

  ____________________________________                                           _____________________  

Testigo                                                                                                                       Fecha  

  

c.c.p El paciente.  

 

 

 

Título de proyecto:  

EFECTIVIDAD DE DOS DIFERENTES DOSIS DE VITAMINA D EN EL METABOLISMO 

ÓSEO DE RECIÉN NACIDOS PRETÉRMINO INGRESADOS A LA UNIDAD DE CUIDADOS 

INTENSIVOS NEONATALES: ENSAYO CLÍNICO ALEATORIZADO TRIPLE CIEGO 
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ANEXO VII. 

Especificaciones del suplemento de vitamina D (Colecalciferol) marca registrada Biocare® 

en el idioma de origen (inglés). 

 

Baby D® is specifically designed to help parents ensure that their child gets their recommended 

dosage of vitamin D without messy liquids. Additionally, with the elderly, Biocare™ products 

allow the individual to avoid some of the negative effects of taking a pill; there is no large pill to 

swallow and because the digestive system is bypassed, there is no upset stomach. 

Recommended Dose: One spray directly under the tongue daily or as recommended by your 

health care practitioner. Each spray equals 1000 IU Vitamin D3 (Cholecalciferol)  

Medicinal Ingredients:  

Each 0.2 ml contains Vitamin D3 (Cholecalciferol) 1000 IU (25ug).  

Non-medicinal Ingredients: Water, alcohol, fructose, citric acid, potassium sorbate, sodium 

benzoate, blueberry flavouring 

Those at particular risk of Vitamin D deficiency: 

 Pregnant and breastfeeding women 

 Babies and children under 5 (see Baby D® ) 

 Older people over the age of 50 

 People with limited exposure to direct sunlight due to work environment, wearing of 

religious coverings, northern climates or high sun sensitivity 

 People with darker skin such as people of Aboriginal, First Nations, African, African-

Caribbean and South Asian origin 

 Obese people or those who have had gastric bypass surgery 

 People who have liver or gallbladder problems or have had gallbladder removed 

 People with autoimmune disorders 

 People with Crohn/Colitis or IBS 

 

Biocare™ products are safe, natural and sold without a prescription (over the counter). Please 

consult your health care provider before using our products.  

 

 

http://www.biocarehealth.ca/baby-d/
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DESEMPEÑO DIAGNÓSTICO DE LA DENSITOMETRÍA DUAL DE RAYOS X (DXA) 

Y EL ULTRASONIDO CUANTITATIVO (QUS) VERSUS LA BIOPSIA ÓSEA 

METABÓLICA EN LA EVALUACIÓN DEL ESTADO ÓSEO EN PACIENTES 

PEDIÁTRICOS RECEPTORES DE TRASPLANTE RENAL. 

 

Resumen 

 

La enfermedad renal crónica impacta en el sistema mineral óseo, inclusive aun después de un 

trasplante renal exitoso. La evaluación y el diagnóstico definitivo de osteodistrofia renal (ODR) 

requiere de una biopsia ósea metabólica (estándar de oro), la cual permite establecer un 

diagnóstico específico, normar conductas terapéuticas y obtener información pronostica del 

paciente. Sin embargo, implica procedimientos de anestesia general (en pediatría) y experiencia 

de cirujanos especialistas, lo que dificulta su aplicación en toda la población blanco. 

 

Existen métodos no invasivos para la evaluación de la arquitectura ósea, destacan la 

Densitometría dual de rayos X (DXA) y el ultrasonido cuantitativo (QUS). Pese a que su empleo 

en la práctica clínica se encuentra en aumento, aún se desconoce el desempeño diagnóstico de 

ambos instrumentos en comparación con la biopsia ósea metabólica.  

 

Objetivo:  

Estimación de la precisión diagnóstica del estado óseo de los métodos no invasivos DXA y QUS 

versus la biopsia ósea metabólica, en pacientes pediátricos a tres meses de trasplante renal 

exitoso. 

 

Métodos:  

 

Diseño del estudio. Prueba diagnóstica. 

 

Población de estudio: Pacientes pediátricos (5 a 17 años), sometidos a un primer trasplante renal 

exitoso (tres meses después), en el Hospital Infantil de México Federico Gómez. 

 

Plan de análisis estadístico: Se realizara estadística descriptiva, dependiendo del tipo de 

distribución de las variables cuantitativas se determinarán las medidas de tendencia central y de 

dispersión para variables con distribución normal y libre distribución. Análisis bivariado: 

Análisis de correlación de Pearson para todos los métodos no invasivos versus biopsia ósea 

metabólica. A las variables cuantitativas se les realizará curvas ROC para establecer los puntos de 

corte de mayor razón de verosimilitud y posteriormente calcular la sensibilidad, especificidad, 

valores predictivos positivos y negativos; así como las razones de verosimilitud, utilizando en IC 

95%. Con el fin de evaluar la utilidad clínica se graficarán los nomogramas de Fagan. El análisis 
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multivariado se realizará con regresión logística para evaluar relación entre ODR (alto y bajo 

remodelado). Se considerará una p <0.05 como estadísticamente significativa. 

 

Palabras clave: Prueba diagnóstica, DXA, QUS, Biopsia ósea metabólica, Alto/bajo 

remodelamiento, Pediatría, Trasplante renal. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El trasplante renal es el tratamiento de elección para los pacientes con ERC. En la figura 1 

se muestra la correlación entre trasplante renal y el índice de desarrollo humano (IDH), se 

observa que existe una tasa reducida de trasplantes en países con IDH bajo o medio y una 

gran dispersión incluso entre las naciones ricas.  

En México la tasa de trasplantes de los pacientes sin seguridad social es de 7 pmp (por 

millón de población), mientras que en los pacientes con cobertura de salud esta cifra es de 

27 pmp.1 

 

Receptores no sensibilizados de un primer trasplante de riñón de donante fallecido o vivo 

tienen ahora una expectativa de supervivencia al año de 95% para el paciente y de hasta 

90% para el injerto. 

 

 
Figura 1. Correlación de trasplantes renales y el índice de desarrollo humano. Número de 

trasplantes renales de donadores vivos y fallecidos en los Estados miembros de la OMS en 2010, 

correlacionados con el índice de desarrollo humano. 
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En América Latina (figura 2), se muestra el total de trasplantes por país, siendo Brasil el 

primer lugar con 54,360 trasplantes, seguido de México con un total de 26, 897.  

 

 

 

Figura 2. Número total de trasplantes por país en América Latina. 
 

La tasa de donadores potenciales por país (se muestra gráficamente en la figura 3), Se 

puede notar que Uruguay alcanzó su pico máximo en 2006 con más de 50 donadores por 

millón de población y en México esta tasa para el 2007 ni siquiera alcanzó los 20 donadores 

por millón de población, lo que indica que debe haber más difusión y conciencia sobre este 

problema en nuestro país.  
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Figura 3. Gráfica de la tasa de donadores potenciales por millón de población 

 

La evaluación de la salud ósea en los pacientes con trasplante renal es importante, dado que 

los principales mecanismos de regulación del metabolismo óseo se encuentran en un 

proceso de reestructuración, las comorbilidades asociadas le predisponen a riesgo de 

fractura, o deformaciones óseas, impactando en su calidad de vida. 

 

El estándar de oro para evaluar la osteodistrofia renal es la biopsia ósea metabólica. Sin 

embargo, se trata de un procedimiento invasivo, que no realizamos de manera rutinaria en 

nuestro hospital, debido a que no se contaban con las instalaciones y tecnología necesaria; 

recientemente se incorporará este análisis previamente establecido como parte del 

seguimiento de sospecha patológica en estos pacientes. Sin embargo, el valorar el 

desempeño diagnóstico de otras técnicas de menor o nula invasión para el paciente, por 

ello, valorar si los marcadores bioquímicos, el QUS y la DXA nos permiten identificar a los 

pacientes que tienen defectos en la mineralización del hueso trabecular, lo que resulta de 

impacto para la detección oportuna de patologías en el metabolismo óseo.  
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MARCO TEÓRICO 

 

Hacia la novena semana de gestación, se estima la 

aparición intraútero del patrón esquelético que 

inicialmente es de tejidos blandos que van osificándose 

y creciendo sobre todo respecto al tamaño y no a la 

forma. (Regulación hormonal del balance 

fosfocálcico.2 El 10 % de la masa ósea se forma en el 

vientre materno, más del 85 % antes de los 18 años y 5 

% después de la adolescencia. 3                                               

 

 

La pérdida de hueso relacionada con la edad, comienza en la cuarta o quinta década de la 

vida. Esto ocurre como resultado de la descomposición del hueso por  osteoclastos y 

disminución de la formación de hueso por osteoblastos. En la figura 4 se muestran los 

cambios de masa ósea relacionados con la edad, demostrando que la infancia es la única 

etapa de la vida en la que hay ganancia de DMO, llegando al pico en la tercera década de la 

vida e iniciando la pérdida alrededor de los 40 años. Por esta razón es importante intervenir 

en los primeros años de vida para que la formación de hueso sea adecuada.4 

 

 
Figura 4.Curva que muestra los cambios de masa ósea relacionada con la edad. 
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En la Figura 5 se muestra en un esquema el proceso de crecimiento óseo, el cual se produce 

en la infancia mediante un proceso de calcificación de las células cartilaginosas presentes 

en los extremos del hueso. Según las concentraciones de calcio y fosfato en el líquido del 

espacio extraarticular, se deposita mineral en aquellos condrocitos o células cartilaginosas 

para lograr la mineralización. La función principal del eje endocrino Vitamina D/PTH es 

mantener las concentraciones de calcio y fosfato en el LEC (Líquido Extracelular) en cifras 

apropiadas para permitir la mineralización.1 

 

 
 

Figura 5. Diagrama que describe la actividad metabólica ósea desde crecimiento, modelación y 

remodelación 

 

Una de las principales características del esqueleto de los mamíferos, es la capacidad que 

tiene para renovarse constantemente durante la vida. El remodelado óseo, es un proceso 

mediante el cual el hueso se renueva para mantener la fuerza ósea y la homeostasis mineral, 

este proceso se realiza a través de las unidades de remodelado óseo (URO) en las que se 

incluyen osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y otras células accesorias.1  

En la figura 6. Se muestra el proceso de remodelado óseo, en el cual los osteoclastos 

reabsorben el hueso y enseguida los osteoblastos depositan hueso nuevo en la misma 

porción general (100 días).1  

 

Diversos factores intervienen en el remodelado óseo, RANKL (ligando del receptor 

activador del factor nuclear kappa-B), que pertenece a la superfamilia de los TNF es una 

proteina transmembrana regulada por RANK, el cual una vez unido a RANKL, estimulan la 

diferenciación y fusión de células precursoras de osteoclastos.1 
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Otro receptor soluble expresado en los osteoblastos es la osteoprotegerina (OPG), miembro 

de la familia de los TNF. Su principal función es la inhibición de la maduración y de la 

activación de los osteoclastos interponiéndose entre RANK y RANKL (Regulación 

hormonal del balance fosfocálcico.1  

 

 
 

Figura 6. Proceso de remodelado óseo1. 

 

En la figura 7 se muestra la síntesis cutánea de vitamina D. Durante la exposición a la luz 

solar, el 7-dehidrocolesterol (7-DHC) en la piel, absorbe la radiación UVB solar y se 

convierte en previtamina D·(preD3), una vez formada ésta, se induce térmicamente la 

formación de vitamina D3. La vitamina D adquirida de la dieta o de la piel, entra a la 

circulación sanguínea y es metabolizada a 25(OH)D3 en el hígado por la D25 hidroxilasa 

(25-OHase). Nuevamente, la 25(OH)D3 entra a la circulación y es convertida en 

1,25(OH)2D3 en los riñones por la 25(OH)D3 1hidroxilasa (1-OHase). Una serie de 

factores como el fósforo (P) y la hormona paratiroidea (PTH), regulan la producción renal 

de 1,25(OH)2D. 1,25(OH)2D, regula el metabolismo del calcio a través de interacciones 

con órganos blanco como hueso e intestino. 25(OH)D es metabolizada por otros sistemas 

para la regulación del crecimiento celular.5 
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Figura 7. Diagrama que  muestra la producción cutánea de vitamina D y su metabolismo. 

Adaptado de Holick MF Osteoporosis International 1998;8 (suppl 2):S24–S29. 

 

 

Además de participar en el metabolismo de la vitamina D, los riñones cumplen funciones 

muy importantes, enunciadas a continuación. En la figura 8 se muestran de forma 

esquemática.  

 

 Retiran el exceso de agua y las toxinas que resultan del metabolismo del cuerpo, 

permitiendo la eliminación de este filtrado en forma de orina. 

 Moderan el balance de ácidos, evitando su excesiva acumulación en el organismo. 

o Cumplen un rol importante en la regulación de la presión sanguínea y en la 

producción de hormonas como la eritropoyetina que controla la producción 

en la médula ósea de glóbulos rojos.6  
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Figura 8. Esquema de las diversas funciones de los riñones. 

 

 

La enfermedad renal crónica tiene efectos importantes sobre el metabolismo mineral. 

Recientemente la guía internacional KDIGO (clinical practice guideline for the diagnosis, 

evaluation, prevention, and treatment of chronic kidney) recomienda el uso del término 

ERC-Trastorno mineral y óseo para describir el síndrome clínico amplio que comprende las 

alteraciones minerales, óseas y calcificaciones cardiovasculares que se desarrollan como 

complicación de la enfermedad renal crónica. También recomienda que el término 

“osteodistrofia renal” (ODR) se limite a la descripción de la patología ósea asociada con la 

enfermedad renal (Tabla 1)7. Esta afección ósea tiene un amplio espectro ya que se presenta 

desde etapas iniciales de la enfermedad renal hasta la insuficiencia renal crónica, por lo que 

la gravedad de la patología ósea tiende a asociarse con la gravedad y duración de la 

enfermedad renal.  
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Tabla 1. Clasificación KDIGO de la Enfermedad Renal Crónica-Enfermedad mineral ósea 

(ERC-EMO) y osteodistrofia renal 

_________________________________________________________________ 

Definición de ERC-EMO 

Un trastorno sistémico del metabolismo mineral y óseo debido a enfermedad renal que se 

manifiesta por uno o más de los siguientes: 

 Alteraciones en el metabolismo de calcio, fósforo, PTH o metabolismo de     

Vitamina D 

 Alteraciones en el recambio óseo, mineralización, volumen, crecimiento 

lineal o fuerza  

 Calcificación vascular o de tejidos blandos 

 

Definición de Osteodistrofia renal 

 Es una alteración en la morfología del hueso en pacientes con enfermedad renal 

crónica 

 Es una medida del componente esquelético del trastorno sistémico IRC-EMO que es 

cuantificable por la histomorfometría de la biopsia ósea 

 

 

A medida que disminuye la función renal se deteriora la homeostasis mineral, con cambios 

en los niveles sanguíneos de calcio y fósforo así como de hormonas tales como la 

paratohormona (PTH), la 25-hidroxivitamina D (25OHD, calcidiol); la 1,25-

dihidroxivitamina D (1,25OH2D3, calcitriol) y otros metabolitos de la vitamina D; el factor 

de crecimiento de fibroblastos (FGF-23) y la hormona de crecimiento.  

 

Fisiopatológicamente se produce un hiperparatiroidismo secundario que está asociado con 

el incremento de la remodelación ósea. Los factores más importantes que conducen a la 

sobreactividad de las glándulas paratiroides son la retención de fosfatos, la disminución de 

los niveles de calcitriol y la hipocalcemia; las glándulas paratiroides además de incrementar 

la secreción de hormona paratiroidea,sufren hipertrofia. A estas anormalidades se asocia un 

estado de resistencia del esqueleto a las acciones de la PTH. 

 

El FGF-23 tiene un papel clave en la regulación de los fosfatos y en el metabolismo de la 1-

25 dihidroxivitamina D. Es sintetizado en los osteocitos y osteoblastos; inhibe a la enzima 

1-a- hidroxilasa comprometiendo aún más la síntesis de calcitriol, ya afectada por 

disminución de la masa renal funcional8. 
 

La disminución en los niveles séricos de calcitriol disminuye la activación del receptor de 

la vitamina D, incrementando la síntesis y secreción de hormona paratiroidea. 
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Todo esto convierte a la ODR en un problema relevante que contribuye sustancialmente a 

la morbilidad a largo plazo, causando alteraciones óseas que van desde cuadros 

asintomáticos, dolores óseos, deformidades y falta de crecimiento, hasta fracturas9; 

recientemente se ha relacionado el riesgo cardiovascular con la enfermedad mineral ósea, 

específicamente con el desarrollo de hiperfosfatemia y calcificaciones intravasculares10. 
 

El trasplante renal es el tratamiento de elección para los pacientes con ERC, ya que con la 

adecuada función del injerto, se revierten muchas anormalidades metabólicas; sin embargo, 

es parcialmente eficaz para la ODR 11, 12. Además, los pacientes reciben un esquema 

inmunosupresor por periodos prolongados, que, en grados diversos, tiene un efecto 

deletéreo en el metabolismo mineral, por lo que la ODR continúa aún después del 

trasplante. 

 

Estudios en adultos han mostrado que los pacientes con trasplante renal (TR) tienen niveles 

de PTH, calcio y osteocalcina mayores que los sujetos controles así como hipofosfatemia 

que es consistente con la persistencia de hiperparatiroidismo secundario. Esto se presenta 

aún en aquellos pacientes con velocidad de filtración glomerular (VFG) normal lo cual 

indica que otros factores además de la función renal participan en la persistencia del 

hiperparatiroidismo, y podrían ser el tiempo y  gravedad de la uremia, el tamaño de las 

paratiroides antes del trasplante, una pobre involución de las paratiroides hipertróficas 

debido  a una alteración en la depuración del exceso de células por apoptosis,  el tipo de 

crecimiento paratiroideo, ya que el tipo nodular se asocia con una distribución menos 

uniforme en  los receptores de calcitriol que el tipo hiperplasia difusa, ocasionando una 

menor inhibición con calcitriol13. Algunos pacientes tienen un crecimiento monoclonal del 

tejido paratiroideo y puede ser que no se dé la involución de las glándulas después de que 

se corrigieron  los factores que condicionaron el hiperparatiroidismo secundario14. 
 

Los medicamentos inmunosupresores empleados para prevenir el rechazo pueden tener 

efecto sobre el hueso. En el caso particular de los glucocorticoides, se sabe que condicionan 

pérdida de hueso, principalmente de tipo trabecular y aún dosis modestas consideradas en el 

rango fisiológico, incrementan el riesgo de fracturas osteoporóticas15. Dentro de los efectos 

directos sobre hueso de los glucocorticoides están: incremento en la osteoclastogénesis, 

cambios en la duración del osteoclasto, diferenciación celular de monocito-macrófago a 

osteoclasto, acortamiento de la vida de osteoblastos maduros y osteocitos, disminución en 

la función osteoblástica y la transcripción del factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF 1 

ó somatomedina C). También tienen efectos indirectos que afectan el metabolismo mineral, 

como son: resistencia al calcitriol, disminución en la absorción intestinal de calcio, 

hipercalciuria e hipogonadismo.  

El efecto de inhibidores de calcineurina (ciclosporina y tacrolimus) ha sido ampliamente 

estudiado en  modelos animales, en donde se observa pérdida significativa de la masa 

trabecular y cortical ósea después de semanas de tratamiento, este efecto es reversible y 
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dependiente de la dosis. En la histomorfometría se encuentra alto remodelamiento16. Tanto 

tacrolimus como ciclosporina inducen pérdida renal de calcio y magnesio e inhiben la 

activación del receptor de vitamina D17. 

 

La hipomagnesemia se ha relacionado al uso de inhibidores de calcineurina18, tanto 

ciclosporina como tacrolimus aumentan la excreción urinaria de magnesio al parecer por un 

efecto inhibitorio sobre el receptor de vitamina D y de manera independiente de los niveles 

de PTH19, este efecto es más pronunciado con ciclosporina20,  la presencia de 

hipomagnesemia se ha asociado al desarrollo de diabetes mellitus post-trasplante21. 
 

Por todo lo anterior, es importante la evaluación de la salud ósea a fin de contar con un 

diagnóstico oportuno y otorgar tratamiento adecuado a estos niños; evitando secuelas y 

mejorando su calidad de vida.  

 

La clasificación de ODR que tiene una mayor utilidad clínica y facilita la interpretación de 

los resultados de laboratorio es la que se basa en el grado de actividad del hueso, separando 

las formas de alto y bajo recambio óseo, para la cual se requiere la biopsia ósea 

metabólica22. 

 

Estrategias de diagnóstico. 

 

Clínico: 

 

La primera aproximación diagnóstica se debe hacer con la historia clínica.  La presencia de 

signos y/o síntomas de osteodistrofia renal tales como dolor, mialgias, calcificaciones 

extraóseas ó fracturas, sin olvidar que la mayoría de los pacientes pueden cursar 

asintomáticos y sólo presentar alteraciones en el crecimiento ó deformidades; los datos 

clínicos son inespecíficos y contribuyen muy poco en diferenciar las formas de 

osteodistrofia renal de alto y de bajo remodelado23. 

 

Marcadores Bioquímicos: 

 

La segunda aproximación diagnóstica se hace con las pruebas complementarias. De los 

marcadores bioquímicos disponibles, la parathormona sérica intacta (PTHi) es la que mayor 

información objetiva aporta sobre las alteraciones óseas metabólicas. Valores de PTHi por 

debajo de 150 pg/mL tienen un elevado valor predictivo para enfermedad ósea de bajo 

remodelamiento, y valores por encima de 300 pg/mL para enfermedad ósea de alto 

remodelamiento, también se puede emplear el calcio y fósforo sérico, la vitamina D y el 

FGF2324.  
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En un estudio previo realizado en nuestro hospital en donde se evaluó el metabolismo óseo 

mediante marcadores bioquímicos a 31 niños pre y post-trasplante renal, encontramos que 

51.6% tuvieron niveles de hormona paratiroidea baja (<150 pg/ml) al momento del 

trasplante, sugiriendo lesiones de bajo 

remodelamiento, 38.7% tuvieron niveles >300 pg/mL 

sugestivo de alto remodelamiento y tan solo 9.6% 

tuvieron PTH en los valores recomendados. 

 

Al comparar los valores pre y post-trasplante, la 

creatinina sérica disminuyó en forma significativa, no 

hubo diferencia en el calcio sérico y fosfatasa 

alcalina, pero se encontró una disminución significativa en fósforo y magnesio. Doce 

pacientes (38.7%) presentaron  hipofosfatemia post-trasplante  y requirieron tratamiento. 

Diez pacientes (32%) cursaron con hipomagnesemia, siete de ellos tuvieron hipofosfatemia 

simultánea. Todos incrementaron el valor z de peso en forma significativa. Los pacientes 

que cursaron con determinación de fosfatos post-trasplante normal mejoraron el valor Z de 

talla, no así los pacientes  con hipofosfatemia. La función renal tuvo correlación positiva 

con el calcio sanguíneo y negativa con los fosfatos y el magnesio (p<0.05). Los niveles de 

tacrolimus tuvieron una correlación negativa con el magnesio sérico (r=-0.431, 

p<0.0001)25. 

 

 

Gabinete: 

 

a) El Ultrasonido cuantitativo (QUS) ha probado ser útil para predecir fracturas, 

especialmente de la cadera, donde el acceso a densitometría ósea (DXA) tiene 

limitaciones. No tiene efectos colaterales. Es una alternativa no invasiva, libre de 

radiación, con menor costo que la DXA. Mide densidad y micro-arquitectura del 

hueso. Muestra módulos de elasticidad correlacionados con la resistencia a la 

fractura del hueso derivada de la carga estática26. 
 

El uso de QUS para medición ósea fue reportado por Christian Langton desde 1984. 

Inicialmente eligió el calcáneo por su accesibilidad, con aspecto medial y lateral 

relativamente plano y paralelo. Contiene aprox. 90% de hueso trabecular, una alta 

tasa de rotación metabólica y un patrón de pérdida ósea similar a la columna 

vertebral. También se ha utilizado rótula, tibia, falanges, radio y metatarso. La 

velocidad del sonido (SoS) es mayor en hueso cortical que trabecular, de esto 

depende la precisión de mediciones en diferentes sitios anatómicos. El SoS indica la 

velocidad con que el sonido puede atravesar el hueso, medido en número de metros 

por segundo y su resultado depende más de la elasticidad y densidad ósea que de la 

orientación trabecular27. 
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Figura 9: El Ultrasonido cuantitatuvo (QUS), evalua la velosidad del sonido (Speed of 

sound “SoS”) en áreas periféricas del cuerpo, principalmente en: tibia, falanges, radio y 

metatarso. 

 

 

Varios estudios han sugerido que el QUS tiene buena correlación con DXA para 

identificar pacientes con osteoporosis28, 29. 

En los Estados Unidos la “Food and Drug Administration” (FDA) ha aprobado 

desde marzo de 1999 la utilización del QUS para la evaluación de la osteoporosis. 

 

 

b) La absorciometría dual por rayos x de baja densidad  (DXA por sus siglas en 

inglés) o densitometría ósea, que nos aporta datos referentes a la masa ósea; es el 

método más frecuente de valoración del estado óseo en niños y adultos, ya que nos 

ayuda a monitorear y facilita la valoración del riesgo de fractura; sin embargo, tiene 

una capacidad limitada para distinguir los efectos de la enfermedad renal en el 

hueso cortical y trabecular. Con DXA se mide densidad mineral ósea.  
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Una densitometría ósea completa 

consiste en escanear la columna y la 

cadera;  alternativamente, si alguna de 

las dos áreas anatómicas mencionadas 

no puede ser valorada, se recomienda 

escanear el antebrazo. Los valores de 

densidad mineral ósea se expresan en 

g/cm2, de los cuales se obtienen dos 

coeficientes de utilidad para el 

diagnóstico: El T-score y el Z-score. El 

primero de éstos, compara los 

resultados obtenidos en el paciente, con 

la masa ósea ideal de adulto en relación a su edad y sexo; mientras que el Z-score 

compara los valores obtenidos en el paciente contra sus pares de la misma edad y 

sexo, de una población de referencia. Debido a que manejaremos una población 

infantil utilizaremos el Z-score.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Principales áreas de medición: muñeca, columna y trocánter y cuerpo total; 

por Densitometría dual en Rayos X (DXA) 

Evaluación de ODR 

En la tabla 2 El reporte de la correlación más alta y estadísticamente significativa entre 

QUS tibia y DXA total, fue evaluada en niños y adolescentes (7-23 años), siendo en 

varones r=0.81, en mujeres r= 0.77; respecto a DXA lumbar en varones r=0.79 y en 

mujeres r=0.72 (Tabla 6)30.En general, estos resultados varían según la etnia  estado de 

salud31,32,33,34,35, 36, 37, 38, 39, 
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 Tabla2. Correlación mas alta reportada entre DXA cadera y QUS tibia y radio34. Revisión sistemática de la literatura que muestra la evidencia 

de correlación entre DXA (cadera) Lunar® y QUS (tibia y radio) Sunlight Omnisense® (revisión exclusiva del presente trabajo). 

 

 

 

 

 

 

Tabla3. Revisión sistemática de la literatura que muestra la evidencia de correlación entre DXA (cadera) Lunar® y QUS (tibia y radio) 

Sunlight Omnisense® (revisión exclusiva del presente trabajo). 

AUTOR POBLACIÓN CONCLUYEN 

Tuna H., et all. 

200835. 

Mujeres postmenopáusicas con medición de 

DXA (columna y fémur proximal) QUS (punto 

medio derecho de tibia) 

TURKIA 

2008 

SOS tibia se correlaciona débilmente con los valores de DMO de fémur 

y columna lumbar medida por DXA. R=-0.66, ajustado por presencia de 

menopausia r=-0.57  

Tao B., et all. 

200841. 

76 Mujeres postmenopáusicas con Diabetes 

Mellitus II y 86 sin DMII 

SHANGHAI 

CHINA 2008 

QUS radio puede proporcionar información útil  solo para pacientes 

con DM2. (R=0.26 - 0.75  p<0.05) 

Boyanov M., et 

all. 200736. 

Mujeres sanas. ALEMANIA 

2007 

Bueno, pero en QUS calcáneo (transversal y axial)  adecuados  para 

identificar a mujeres con osteoporosis en la columna.  

Di Vasta AD., et 

all. 200740. 

Adolescentes con anorexia nerviosa (AN) vs 

control (sin AN) 

USA 2007 No hay correlación entre SOS tibia y AN vs control, pero si para SOS radio 

con AN vs control [63.9 (29.9) p=0.03] al controlar IMC, edad y raza.  

 

Reporta 

Finalidad 

Área de medición 

Nivel de correlación 

(Significancia estadística) 

DXA QUS tibia 

Van Rijn 

RR. 2000. 

Predictor de fracturas de cadera. 

Femúr/1/3del Radio distal 

R=0.83 

P<0.001 

R=0.73 

P=0.008 
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Mediciones de QUS no parece ser apropiado para evaluar la densidad 

ósea en pacientes con AN. 

 

 

 

Cook RB., et 

all. 200537. 

Población sana. UK 2005 Evaluación del QUS calcáneo en población general sana fue la mejor 

técnica para la predicción de la baja densidad ósea en el esqueleto axial 

diagnosticada por DXA.  

Hartman C., et 

all. 200442. 

Niños con enfermedad celiaca ISRAEL 

2004 

QUS diagnóstica estado óseo de niños con variación dietética.  

Goemaere S., et 

all. 200239. 

Hombres de edad avanzada BELGICA 

2002 

Útil en el tamizaje de varones de edad avanzada  (QUS tibia y DXA 

cadera Kappa ponderada r=0.30-0.45) 

Levine A., et all. 

200243. 

Niños con enfermedad de Crohn ISRAEL 

2002 

Deficiente diagnosticando osteopenia en niños (QUS radio y DXA columna 

ajustando por altura r=-0.15 +/- DS -1.49)  

Arici M., et all. 

200038. 

Mujeres postmenopáusicas SUIZA 2000 RA, QUS CALC, SOS PHAL y SOS.TIB (correlación de 39%) puede ser 

útil para preseleccionar las mujeres posmenopáusicas en quienes DXA 

axial está indicada para confirmar  y/o  excluir  osteoporosis en columna 

o  cadera. 
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Van Rijn RR., 

et all. 200034. 

Pediátrica y adolescentes HOLANDA 

2000 

Fuerte correlación estadísticamente significativa entre DXA y QUS tibial 

(Omnisense) mediciones (DXA total r=0.81, DXA cadera r=0.77, DXA 

columna r=0.72) en niños y adolescentes.  
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Histomorfométricos 

 

La biopsia ósea es el estándar de oro  para hacer el diagnóstico de osteodistrofia renal 40, 41.  El 

análisis histomorfométrico de la biopsia ósea tomada previo doble marcaje con tetraciclina y 

procesada sin descalcificar es el patrón de referencia para el estudio de las enfermedades 

metabólicas óseas42. 

 

La biopsia ósea utiliza un sistema de clasificación que se basa en parámetros de alteración o tipos 

de actividad: modelación y remodelación óseos43. En ambos procesos se involucran los mismos 

tipos de células efectoras, los osteoclastos y osteoblastos, pero cambia su localización. 

El remodelado óseo es la función metabólica del hueso mediante la  cual se renueva el tejido 

óseo; mientras que el modelamiento puede ocasionar rápidos cambios en forma, tamaño y masa. 

El remodelado óseo es un proceso que se lleva a efecto en el hueso trabecular y cortical, por las 

unidades de remodelado óseo (URO) formadas por grupos multicelulares que reabsorben el tejido 

óseo y lo reemplazan por nuevo.  

 

De este modo,  partiendo de una superficie ósea en reposo, y a partir de una señal bioquímica o 

mecánica, los osteoclastos digieren la fina capa proteica no mineralizada iniciándose la fase 

denominada de  activación en la que los osteoclastos comienzan a digerir o reabsorber el hueso 

mineralizado (fase de resorción). Posteriormente existe una fase de acoplamiento, en la que los 

osteoclastos dejan de reabsorber hueso y aparecen osteoblastos activos que son los responsables 

de la síntesis de la nueva matriz ósea. Posteriormente, esta matriz ósea formada se mineraliza, 

completándose el ciclo y dando como resultado global la renovación del área del hueso en la que 

se había producido la resorción44.   

 

En las enfermedades óseas de alto remodelado, como su nombre indica, existe una mayor 

actividad tanto en el número de unidades que trabajan como también en la actividad de cada una 

de las unidades. En líneas generales, el resultado es que se forma un hueso que no tiene las 

características estructurales de hueso normal y, por lo tanto tiene una menor elasticidad y una 

mayor fragilidad. Por el contrario, en la enfermedad ósea de bajo remodelado estas diferencias 

cuantitativas y cualitativas antes comentadas, se producen en el sentido opuesto y por lo tanto se 

recluta un número inferior a lo normal de unidades de remodelado óseo, las que a su vez tienen 

una menor actividad celular dando como resultado final una escasa producción de matriz ósea y, 

en algunos casos, una muy defectuosa mineralización 45, 46. 
 

Los defectos de remodelamiento que se encuentran en los pacientes pediátricos con insuficiencia 

renal crónica y, aún después del trasplante renal, incluyen defectos de mineralización, alto 

remodelamiento por hiperparatiroidismo secundario o hueso adinámico.  

 

Ahora bien, la causa más frecuente de lesión por bajo remodelado ha sido a lo largo de las dos 

últimas décadas la intoxicación por aluminio, esta última ha disminuido en frecuencia. Sin 
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embargo, en la actualidad, estamos asistiendo a un incremento en el número de casos de 

enfermedad ósea de bajo remodelado no inducida por aluminio. Los factores de riesgo para su 

desarrollo son: diabetes mellitus, hipoparatiroidismo inducido por fármacos (exceso de carbonato 

de cálcico y/o vitamina D, conjuntamente con alta concentración de calcio en el baño de diálisis), 

edad avanzada47. Numerosos estudios implican además a la diálisis peritoneal crónica como otro 

factor predisponente. 

 

El aluminio tiene un efecto tóxico sobre el metabolismo óseo y sobre el remodelado a través de 

dos mecanismos, uno de ellos indirecto, gracias a su capacidad de inhibir la función paratiroidea 

y consecuentemente la actividad del hueso y el otro a través de una acción inhibitoria directa del 

aluminio sobre los osteoblastos y sobre la mineralización48, 49. 

 

En la nueva clasificación de las biopsias óseas se recomienda incluir 1) remodelación que a su 

vez puede ser normal, alto o bajo, 2) la mineralización que puede ser normal o anormal y 3) el 

volumen que puede ser alto o bajo50. 
 

La biopsia ósea metabólica es el estándar de oro para evaluar salud ósea, es un procedimiento 

invasivo que requiere aplicación de anestesia local, se realiza en forma ambulatoria y, aunque 

puede haber la formación de hematoma subperióstico y dolor local, se considera inocuo en cuanto 

a complicaciones 51, 52.  

 

En el mundo se han realizado más de 10,000 estudios de este tipo y nosotros llevamos en nuestro 

hospital 140 biopsias, sin que a la fecha se haya reportado alguna complicación. 

En un estudio previo realizado por nuestro grupo, realizamos 21 biopsias al momento del 

trasplante, encontramos que todos los pacientes urémicos presentan alteración en la biopsia ósea 

como se muestra en la siguiente tabla (Tabla 2), según la clasificación de remodelación, 

mineralización y volumen53: 
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Tabla 4. Clasificación de remodelación, mineralización y volumen óseo54. 

  N (%) 

Remodelación 

 Baja 14 (66.6%) 

 Normal  6 (28.6%) 

 Alto  1 (4.7%) 

Mineralización 

 Normal 7 (33.3%) 

 Anormal 14 (66.6%) 

Volumen 

 Bajo 5 (23.8%) 

 Normal 2 (9.5%) 

 Alto 14 (66.6%) 

 

Todos estos estudios no se realizan de rutina en nuestros pacientes trasplantados, por lo que 

consideramos necesario evaluar los datos que aportan cada uno de ellos a fin de que se agreguen 

al protocolo de seguimiento, tomando en cuenta los recursos con los que contamos y los efectos 

colaterales de cada estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                        

 

Figura 11. Área de toma de biopsia. Cresta ilíaca anterosuperior. 
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Figura 12. Histomorfometria de la biopsia ósea, previo doble marcaje con tetraciclina, procesada sin 

descalcificar. El panel A exhibe una trabécula ósea con una imagen de alto remodelamiento óseo; en la 

periferia de la trabécula hay una superficie erosionada por la resorción de osteoclastos y tunelización 

(flecha), donde los osteoblastos empiezan a sintetizar osteoide (rojo); en la medula ósea hay fibrosis 

peritrabecular (tricrómico de Goldner x 220). En B, bajo luz fluorescente se encuentran líneas dobles y 

simples en el frente de mineralización que corresponden a las marcas de tetraciclina en un caso de 

mineralización acelerada (x 230). En C Una trabécula ósea con abundante osteoide (rojo) por un 

defecto en la mineralización; nótese la ausencia de células óseas y de fibrosis peritrabecular 

(tricrómico de Goldner x 220). El panel D presenta, bajo la luz fluorescente, líneas simples escasas e 

interrumpidas en el frente de mineralización ósea en la periferia de una trabécula que corresponde a 

escasa mineralización por bajo remodelamiento (x 230). En el panel E se observan dos trabéculas óseas 

con depósitos de aluminio (líneas rojas) en el frente de mineralización ósea (ácido urinotricarboxílico x 

220). En el panel F se muestran una trabécula ósea con depósitos de hierro sobre el frente de 

mineralización ósea y algunos siderófagos en la médula ósea (tricrómico de Mallory x 240). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

 

En nuestro hospital, lamentablemente, el protocolo de seguimiento de pacientes con trasplante 

renal, no siempre incluye evaluación de la salud ósea, lo que conlleva a un subdiagnóstico de 

estas alteraciones. Se tiene acceso en este hospital a realizar marcadores bioquímicos, ultrasonido 

cuantitativo, densitometría y recientemente, el estándar de oro en metabolismo óseo: la biopsia 

ósea metabólica, un método invasivo y de riesgo mayor al mínimo. Por lo que deseamos evaluar 

el desempeño de cada uno de los métodos de diagnóstico no invasivos y comparar la información 

que aportan, en cuanto a la mineralización, respecto a la biopsia ósea metabólica; con el fin de 

evaluar la salud ósea de nuestros pacientes. A partir de estos datos se pueden tomar decisiones 

sobre el dar seguimiento y/o administrar tratamiento necesario según el caso. 

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 

 

¿Cuál es la precisión diagnóstica de dos métodos no invasivos: Densitometría dual de rayos X 

(DXA)  y Ultrasonido cuantitativo (QUS); versus la biopsia ósea metabólica, para evaluar el 

estado óseo de pacientes pediátricos a tres meses de trasplante renal exitoso? 

 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

La evaluación de la salud ósea en los pacientes con trasplante renal es importante, dado que los 

principales mecanismos de regulación del metabolismo óseo se encuentran en un proceso de 

reestructuración, las comorbilidades asociadas le predisponen a riesgo de fractura, o 

deformaciones óseas, impactando en su calidad de vida. 

 

El estándar de oro para evaluar la osteodistrofia renal es la biopsia ósea metabólica. Sin embargo, 

se trata de un procedimiento invasivo, que no realizamos de manera rutinaria en nuestro hospital, 

debido a que no se contaban con las instalaciones y tecnología necesaria; recientemente se 

incorporará este análisis previamente establecido como parte del seguimiento de sospecha 

patológica en estos pacientes. Sin embargo, el valorar el desempeño diagnóstico de otras técnicas 

de menor o nula invasión para el paciente, por ello, valorar si los marcadores bioquímicos, el 

QUS y la DXA, métodos no invasivos, nos permiten identificar a los pacientes que tienen 

defectos en la mineralización del hueso trabecular, lo que resulta de impacto para la detección 

oportuna de patologías en el metabolismo óseo.  
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OBJETIVOS Y METAS. 

 

Objetivos primario: Estimación de la precisión diagnóstica de los métodos no invasivos DXA y 

QUS versus la biopsia ósea metabólica, para evaluar el estado óseo de pacientes pediátricos a tres 

meses de trasplante renal exitoso. 

 

Objetivos secundarios. 

1) Evaluar el desempeño de los métodos diagnósticos no invasivos: marcadores bioquímicos, 

ultrasonido cuantitativo (QUS) y densitometría ósea (DXA), para identificar alteraciones 

en la mineralización ósea del hueso trabecular de los niños trasplantados de riñón. 

2) Determinar mediante la biopsia ósea metabólica el estado de salud óseo en este grupo de 

pacientes. 

3) Evaluar el desempeño diagnóstico de los métodos no invasivos versus biopsia ósea 

metabólica (estándar de oro) para identificar a los pacientes con Osteodistrofia.   

4) Evaluar el efecto de la función del injerto sobre las alteraciones en el remodelado óseo. 

 

 

HIPÓTESIS O EXPECTATIVAS EMPÍRICAS. 

 

Demostrar que la evaluación de los marcadores bioquímicos, el ultrasonido cuantitativo y la 

densitometría aportan información similar a la biopsia ósea metabólica, en relación a la 

mineralización del hueso  trabecular en pacientes con trasplante renal.  
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METODOLOGÍA. 

 

Diseño del estudio. Prueba diagnóstica  

 

Cálculo de tamaño de muestra. 

Cálculo para una proporción basados en resultados previos a esta población, alteraciones en la 

mineralización, 14 pacientes de 21 biopsias realizadas (66%)55. 
 

    d=Zα √po x qo                      n= Zα
2 x po x qo 

                    n                                          d2  

    po= prevalencia = 66% 

    qo= 1-po = 0.34  

    d= precisión = ½ de la amplitud de IC (95%)=0.16 d2=0.0256 

    α=0.05, Zα= 1.96, Zα 
2  =3.8416 

    N= (3.8416 X 0.66 X 0.34)/0.0256 (Quienes salieron positivos) 

    N= (3.8416 X 0.34 X 0.34)/0.0256 (Quienes salieron negativos) 

    N= 33.6…….34 

    N= 17.3…….17 

Al sumar positivos y negativos, se estima que son requeridas un total de 51 evaluaciones de 

pacientes en total. 

 

Selección de la población. 

Pacientes pediátricos sometidos a un primer trasplante renal, en el Hospital Infantil de México 

Federico Gómez; en un periodo de 12 meses; de donador vivo relacionado o donador con muerte 

cerebral. 

 

Inclusión: 

 

 Pacientes menores de 17 años de edad que reciban un primer trasplante renal de donador 

vivo relacionado o donador fallecido, en Hospital Infantil de México Federico Gómez. 

 Pacientes trasplantados renales con sobrevida del injerto y del paciente al menos de 3 

meses. 

 Firma de documento de consentimiento informado y asentimiento bajo información 

(Anexos I-IV). 

 

Exclusión: 

 Pacientes sometidos a un segundo trasplante renal. 
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Selección y operalización de las variables. 

 

 
Tabla 5. Constructo. Variables independientes 

 

Variable 

 

Tipo de variable 

 

Escala de medición 

Valores crudos de DMO obtenidos 

por DXA (Lunar DPX NT) 
Cuantitativa continua 

Gramos de hidroxiapatita gr/cm2 

Valores crudos de SOS obtenidos 

mediante el QUS (Sunlight Omnisense 

7000p BeamMed Ltd.) 

Cuantitativa continua 

Velocidad de sonido medido en  

metros/segundo. 

Histomorfometría ósea Dicotómica Alto/Bajo remodelamiento óseo. 

Edad Cuantitativa continua Años cumplidos 

Sexo Cualitativa nominal 

dicotómica 

Masculino, Femenino 

Peso Cuantitativa continua Kilogramos 

Talla Cuantitativa continua centímetros 

Índice de masa corporal (IMC) 
Cuantitativa continua 

IMC=peso (kg)/altura al cuadrado 

(m2). 
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Tabla 6. Constructo Marcadores séricos. 

 

 

VARIABLE DEFINICIÓN 
TIPO DE 

VARIABLE 

ESCALA DE 

MEDICION 

Creatinina Niveles de creatinina en suero Cuantitativa continua mg/dl 

Sodio sanguíneo Niveles de sodio en suero Cuantitativa continua mEq/L 

Potasio sanguíneo Niveles de potasio en suero Cuantitativa continua mEq/L 

CO2 total sanguíneo Niveles de CO2t  en suero Cuantitativa continua mEq/L 

Calcio total sanguíneo Niveles de calcio total en suero Cuantitativa continua mg/dl 

Calcio iónico Niveles de calcio iónico en suero Cuantitativa continua mg/dl 

Fosfatos Niveles de fósforo en suero Cuantitativa continua mg/dl 

Magnesio sanguíneo Niveles de magnesio en suero Cuantitativa continua mg/dl 

Fosfatasa alcalina Niveles de fosfatasa  alcalina en suero Cuantitativa continua U/L 

Fosfatasa alcalina fracción ósea Niveles de fosfatasa  alcalina ósea en suero Cuantitativa continua U/L 

Paratohormona sanguínea Niveles de PTH en suero por quimioluminiscencia Cuantitativa continua pg/mL 

FGF 23 Niveles de FGF23 en suero por método de ELISA Cuantitativa continua pg/mL 

Calciuria Niveles de calcio en orina de 24 horas Cuantitativa continua mg/kg/día 

Fosfaturia Niveles de fosfato en orina de 24 horas Cuantitativa continua mg/día 

Ácido úrico urinario Niveles de ácido úrico en orina de 24 horas Cuantitativa continua mg/día 

Amonio Niveles de amonio en orina de 24 horas Cuantitativa continua mEq/día 

Cistatina C Concentración de Cistatina C en suero Cuantitativa continua mg/L 

 

Estrategia de estudio 

 

Proceso de selección de los participantes:  

 Como parte del seguimiento y atención a pacientes trasplantados, son invitados a participar en nuestro protocolo en el 

Laboratorio de investigación en nefrología y metabolismo óseo, de forma consecutiva según los criterios de selección. 
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Figura 13. Estrategia de estudio. Esquema general del procedimiento a seguir durante la ejecición del estudio, desde el reclutamiento de los 

pacientes hasta el análisis de los resultados. 
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Intervención 

 

Biopsia ósea metabólica 

 

El proceso de la biopsia en nuestro hospital y en el mundo se considera un procedimiento 

invasivo con bajo riesgo debido a la poca frecuencia de complicaciones (infecciones y/o 

hematoma subperióstico). Puede haber dolor y un pequeño hematoma en el sitio de toma 

de muestra. 

Se etiquetará la biopsia al momento de la extracción (Anexo V), y se colocara en un 

frasco con solución de alcohol al 40%. El procesamiento de la biopsia se realizara en 

laboratorio, donde la mitad de la biopsia ósea se utilizará para estudio histomorfométrico, 

donde se valorará parámetros estructurales, de resorción, estático de formación ósea y 

dinámicos de formación ósea. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Al momento de extraer la biopsia se coloca de inmediato en solución de alcohol al 

40%. 

 

Se reportará como valores normales por edad lo reportado por Glorieux y cols.  

La otra mitad se utilizará para estudio de metales: aluminio, hierro, plomo, cadmio, 

mercurio y cobre. 

La biopsia ósea metabólica se realizará entre el primer y tercer mes postrasplante renal, y 

a los 12 meses de haberse realizado la primera.  

 

 

a) b
) 

c) 
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Ultrasonido cuantitativo (QUS) 

 

Se realizara ultrasonido cuantitativo en radio y tibia, al momento de la densitometría y la 

biopsia de hueso, dentro de los primeros tres meses postrasplante y al año de la primera 

biopsia ósea metabólica. Se usará el equipo QUS Sunlight, Omnisense 7000p. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Medición de la velocidad del sonido (SoS) con Ultrasonido cuantitativo (QUS). a) Se 

traza una línea en la parte media de la tibia, b) se coloca al paciente en posición horizontal, y se 

procede a hacer la evaluación con el transductor, enviando la información a la computadora y 

al programa específico para su análisis. 

 

 

Densitometría dual de rayos X (DXA) 

 

La densitometría se realizará de columna y cadera, dentro de 

los primeros 3 meses postrasplante y al año de la primera 

biopsia ósea metabólica, con software para pacientes 

pediátricos. Trabajaremos con equipo iDXA lunar GE con un 

filtro de cerium que resulta en energía de 45 y 80keV. Emite 

una dosis de radiación menor a 6 µSv. El equipo iDXA lunar 

se encuentra en el Centro de Investigación Clínica pediátrica 

del Hospital infantil de México Federico Gómez. 

 

 

Figura 16. Paciente siendo evaluado 

en posición “Cuerpo total” por 

Densitometría dual de rayos x (DXA). 

 

a) b) c) 
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Recolección de datos: 

 Los datos clínicos se realizará de forma ambispectiva: Se analizarán de manera 

descriptiva las variables demográficas, somatometría; etiología de la enfermedad renal; 

esquema inmunosupresor al momento del estudio, complicaciones óseas previas al 

estudio, sobrevida del injerto y del paciente.  

 

 Los datos histomorfométricos (biopsia ósea metabólica)  se realizara de forma prospectiva 

y con un intervalo máximo de 1 día. La biopsia ósea metabólica con doble marcaje de 

tetraciclina (a dosis de 20mg/Kg/día), administrado por dos días consecutivos y a los 10 

días repetir la dosis.  

 

La biopsia se tomará de 48 a 72 horas después de la última dosis de marcadores. El sitio 

de toma de biopsia será transiliaca, a 1 cm por debajo de la cresta anterior y superior, con 

un trocar de Bordier de 0.7 a 0.8mm de diámetro, se requiere anestesia local con 15cc de 

novocaína al 2% que se aplica supraperióstica interna y externa, con sedación profunda 

por parte del servicio de anestesiología, sin intubación endotraqueal.   

 

Los posibles efectos adversos son hipersensibilidad a cualquiera de los medicamentos. 

Les efectos adversos de las tetraciclinas se reportan a dosis más altas, y las más frecuentes 

son: lesiones en la piel, fotosensibilidad, pigmentación de las uñas, náusea, diarrea, 

pigmentación de los  dientes y alteración en el esmalte de los mismos; en niños menores 

de 8 años, reacciones alérgicas.  
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 Los datos de marcadores bioquímicos, se realizara de forma prospectiva y con un 

intervalo máximo de 1 día respecto al resto de datos. Resultado de estudios bioquímicos, 

en sangre (8ml) a los 3 meses del trasplante:  

 

 Creatinina,  

 Electrolitos séricos (sodio, potasio, cloro, calcio, magnesio, fosfatos),  

 CO2 total,  

 Calcio iónico,  

 Fosfatasa alcalina,  

 Fosfatasa alcalina fracción ósea,  

 Cistatina C,  

 Paratohormona intacta (quimioluminiscencia)  

 Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF23) por método de ELISA.  

 

 

o En mayores de 5 años, se hará colección de orina  de 24 h, a los 3 meses del 

trasplante, para: 

 

 Calciuria,  

 Reabsorción tubular de fosfatos,  

 Creatinina urinaria,  

 Amonio  

 Ácido úrico. 

 

o En menores de 5 años, se realizarán los exámenes  corregidos por creatinina 

urinaria en una muestra aislada de orina, a los 3 meses del trasplante):  

 

 Relación de calcio 

 Fosfato, amonio 

 Ácido úrico 

 

 Los datos de gabinete (DXA y QUS), se realizara de forma prospectiva y con un intervalo 

máximo de 1 semana respecto al resto de mediciones. La densitometría dual de rayos X 

será realizada en el Centro de investigación de Epidemiología clínica hospitalario. 
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Error de medición 

 

Limitaciones del estudio. 

 

La mayoría de las variables analizadas en los marcadores bioquímicos son estudios de control 

rutinarios en los pacientes con trasplante renal. Existen pocos estudios que describan los 

hallazgos del ultrasonido cuantitativo en los pacientes pediátricos con trasplante renal y, en 

nuestra institución, se utilizará por primera vez para evaluar salud ósea en este tipo de pacientes. 

El densitómetro es de reciente adquisición del hospital, sin embargo ya se cuentan con las 

certificaciones y capacitaciones necesarias para su uso. La realización de la biopsia ósea 

metabólica es un procedimiento invasivo y su análisis es muchas veces es operador dependiente. 

 

Sin embargo, se incorporará la más alta tecnología para su análisis, al emplear software de alta 

precisión eliminando el potencial sesgo de detección. 

 

Manejo y análisis estadístico de los datos. 

Se realizará estadística descriptiva, expresando los datos como media y desviación estándar para 

variables con distribución normal y medianas con rangos intercuartílicos para variables con libre 

distribución. 

Para determinar la prevalencia de la OD grave, se calculará con los datos obtenidos de la biopsia 

y se resumirá como n/N y porcentajes. 

 

Análisis bivariado, análisis de correlación de Pearson para todos los métodos no invasivos versus 

biopsia ósea metabólica, tomando a los valores con los datos crudos (cuantitativos). 

 

A las variables cuantitativas DXA, QUS, marcadores biológicos se les realizará una curva ROC 

para establecer los puntos de corte de mayor razón de verosimilitud (sensibilidad/1-especifidad).   

Se tomará como variable dependiente a la OD grave diagnosticada con la biopsia ósea. 

 

A partir de estos puntos de corte, se realizará el cálculo de sensibilidad, especificidad, valores 

predictivos positivos y negativos, así como las razones de verosimilitud, utilizando el IC 95%.  

Con estos resultados se graficarán los nomogramas de Fagan.  

 

Análisis de regresión logística para evaluar relación entre la función del injerto (adecuada o no) y 

para ODR (leve o grave) usando como variable independientes los datos antropométricos, 

marcadores bioquímicos, hallazgos en QUS, DXA y Biopsia ósea metabólica. Se considerará una 

p <0.05 como estadísticamente significativa. 
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Se especifica que los investigadores que interpretan todas las pruebas permanecen cegados, y 

emiten el resultado de su prueba por separado al Laboratorio de investigación en nefrología y 

metabolismo óseo hospitalario, donde se incluyen los datos específicos en la base de datos 

principal. Inmediatamente son analizados por el investigador asignado en el Centro de 

investigación de Epidemiología clínica. 

 

 

 

RESULTADOS. 

 

Se describen a continuación las características demográficas de los pacientes hasta ahora 

recabados. 

 

 
Tabla 7. Características demográficas de 35 pacientes con trasplante ranal. 

Caracteristicas valor 

Edad (Años, Media ± Desviación Estándar) 14.1 ± 3.5 

Sexo  (n,%) 

Masculino 

Femenino 

 

17 (48.6%) 

18  (51.4%) 

Z   Talla (Media ± Desviación Estándar) -1.93 ± 1.23 

Procedencia del ingerto (n,%) 

Donador vivo 

Donador cadaverico 

 

15 (42.9%) 

20 (57.1%) 

Causas de falla renal   n (%) 

GMN 

CAKUT 

Otra 

Desconocida 

 

7 (20%) 

4 (11.4%) 

3 (8.6%) 

21 (60%) 

Tiempo en meses de diálisis antes del trasplante. 

(mediana, Percentil 25 y 75) 

15 (7, 33) 

Tratamiento Inmunosupresor           (n,%)            

Prednisona 

Tacrolimus 
Cyclosporina 

Mofetil mycophenolato 

 

33 (94.3%) 
2 (5.7%) 

35 (100%) 

Niveles de Tacrolimus  in ng/ml 

(mediana, Percentil 25 y 75) 

8 (6.7, 9.7) 

Tiempo después del trasplante renal. (muses) 4.8 ± 2.6 
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Tabla 8. Resultados de imagen y bioquímicos. Valores expresados en media ± Desviación estándar o 

mediana (percentil 25 y 75). 

Characteristica Value 

DXA columna  L1-L4 
Z <2 (n,%) 

(Media ± Desviación Estándar) 

 

4  (11.4%) 

-1.30 ± 1.48 

DXA cuerpo total (sin cabeza) 
Z <2 (n,%) 

(Media ± Desviación Estándar) 

 

10 (28.6%) 

-1.30 ± 0.99 

Z QUS radio 
Z <2 (n,%) 

(Media ± Desviación Estándar) 

 

6 (17.1%) 

0.014 ± 2.46 

Creatinina en suero (mg/dl) 0.9 (0.7, 1.3) 

Rango de filtración glomerular 

(ml/min/1.73m
2

) 

62.16 ± 17.50 

Hormona paratiroidea (pg/ml) 77 (44, 106) 

FGF23 (pg/ml) 224 (17.4, 1449) 

Calcio* (mg/dl) 9.45 ± 0.61 

Fosfatos (mg/dl) 4.49 ± 0.94 

Fosfatasa alcalina (UI/l) 257 (153, 304) 

Magnesio (mg/dl) 1.71 ± 0.26 
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MECANISMOS DE TRANSFERENCIA. 

CONSIDERACIONES ÉTICAS DE LA INVESTIGACIÓN. 

Se considera un estudio con riesgo  mayor que el mínimo ya que contempla la toma de muestras 

sanguíneas a través de la punción de una vena periférica de pequeño calibre, de la que se inhibirá 

el sangrado realizando presión digital en sitio de punción, sin ninguna secuela; la densitometría 

implica radiación baja y la biopsia ósea metabólica con los riesgos inherentes al procedimiento ya 

descritos. 

 

El ultrasonido es no invasivo y no tiene efectos secundarios. 

Se les explicara a los pacientes que su participación es voluntaria, y en caso de aceptar, podrán  

retirarse del estudio en cualquier momento. Se revisará la carta de consentimiento y asentimiento 

junto con los pacientes y sus padres, para resolver dudas y asegurar que esté comprendida la 

información de dichos documentos.  

 

Su participación es voluntaria. Usted puede decidir no participar o puede retirarse del estudio en 

cualquier momento. En cualquier caso no perderá ninguna forma de atención médica en el 

Hospital 

En el presente protocolo se manifiesta el sustento científico y la necesidad de estrategias de 

protección a un sector de la población con mayor propensión a daño metabólico óseo entre otras 

comorbilidades, y la necesidad de determinar el desempeño diagnóstico de alternativas no 

invasivas de evaluación ósea, no solo por el mérito científico de que no existen estudios al 

respecto, primordialmente la evaluación de estrategias pronosticas en  población particularmente 

vulnerable, siendo su inclusión justificada dada la creciente necesidad de proporcionar un 

monitoreo y diagnóstico oportuno del paciente pos-trasplantado. Además, se garantiza en todo 

momento la atención médica y cualificación profesional durante la duración del estudio, y el 

seguimiento de eventos derivados de las maniobras concernientes al protocolo. Respecto a la 

justicia distributiva, los beneficiarios directos de los conocimientos que deriven de la 

investigación, así como, una estrategia pronostica no tendrá costo para el paciente. Manteniendo 

siempre el valor social con el manejo adecuado de la  información y la claridad en el manejo 

posterior de la información derivada de la presente investigación.  

En cumplimiento al artículo 20 de la Ley General de Salud en materia de investigación en salud, 

por ningún motivo se incluirá a pacientes que no hayan sido informados de la naturaleza y los 

riesgos a los que será sometido su hijo o dependiente legal según sea el caso, derivado de su 

participación, así como su libre elección a participar o retirarse, sin coacción o condicionamiento 

de la atención médica ya recibida. Confirmando su aceptación con la firma del consentimiento 

informado (ANEXO I) para participar en la presente investigación. Preferentemente se planea 

obtener el consentimiento informado de la madre y de su cónyuge o concubinario, previa 

información de los riesgos posibles para el paciente.  
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CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD 

Las muestras de sangre empleadas para el estudio serán tomadas en el laboratorio de 

Investigación de Nefrología, el personal utilizará bata y guantes. Los desechos líquidos obtenidos 

del procesamiento de muestras sanguíneas serán colocados en recipientes de plástico rotulados 

con el tipo de desecho de que se trate.  

 

Serán generadas las solicitudes necesarias y se enviarán al Departamento de Control Ambiental 

de nuestra institución para la recolección y eliminación correspondiente de cada uno de los 

desechos generados. El estudio contempla la determinación de PTH por quimioluminiscencia. 

 

Beneficio directo para el paciente y los padres de familia. 

 

En cuanto a la vigilancia extensa, se mantendrá un monitoreo de reacciones adversas atribuidas a 

las intervenciones.  No se cobrara costo alguno por la toma de muestras ni su análisis pertinente a 

nuestra investigación.  

El padre o tutor del paciente, en cualquier momento puede revocar su consentimiento a participar 

el estudio, de ser preferente, a través de la firma de la “Carta de revocación del consentimiento” 

(Anexo VI). 

Beneficios indirectos  

Con la presente investigación se pretende determinar el desempeño diagnóstico de terapias no 

invasivas para la evaluación del estado óseo, con la finalidad de llevar a cabo medicina basada en 

evidencia científica en beneficio del paciente. 
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FACTIBILIDAD DEL ESTUDIO 

 

Recursos Humanos y materiales. 

 

Respecto a la infraestructura que asegura la factibilidad del proyecto, al reunirser las competencias 

de colaboración, se cuenta con el pleno uso del Centro de investigación en epidemiologia clínica, 

el laboratorio de investigación en Nefrología, quirofanos de cirugía ambulatoria e instalaciones 

hospitalarias, además del uso pleno del densitometro dual de rayos x y el ultrasonido cuantitativo. 

 

De acuerdo a la normatividad de las Buenas Prácticas Clínicas, se designan las siguientes 

responsabilidades y competencias de los investigadores participantes. 

 

El personal que realiza  y analiza biopsia ósea comprende: 

 

 Dra. Mara Medeiros Domingo 

o Ciujano Patólogo Dr. Francisco H. Velásquez Forero. 

o Cirujana especialista en trasplantes Dra. Ana Laura González Jorge 

o Personal y Jefes de Anestia del HIMFG. 

o Personal y Jefas de enfermería de Cirugía ambulatoria. 

o McS. Biól. Lucía Méndez Sánchez. 

 

El personal que realiza la Ultrasonografía cuantitativa comprende (Dra. Mara Medeiros a 

cargo): 

 QFB. Rubén Enrique Aldana Vergara 

 

El personal que realiza la densitometría dual de rayos X comprende (Dra. Patricia Clark a 

cargo): 

 LN. Regina Ambrosi cortes 

 McS. Enfermera pediatra Alma Lidia Almiray 

 McS. Biól. Lucía Méndez Sánchez. 

 

Marcadores bioquímicos (Dra. Mara Medeiros y Dra. Patricia Clark a cargo): 

 Biól. Ana María Hernández Sánchez 

 Quim. Lourdes Ortiz Vázquez 

 

Investigador que realiza el análisis de la prueba diagnóstica que comprende todas las 

valuaciones: 

 McS. Biól. Lucía Méndez Sánchez. 
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INFRAESTRUCTURA DISPONIBLE. 

A continuación se desglosa de forma general la inraestructura proporcionada por institución 

colaboradora: 

 

 Hospital Infantil de México Federico Gómez. 

o Unidad de Epidemiología clínica: Cuenta con el densitometro dual de rayos iDXA 

de última generación y el personal altamente capacitad para la toma de mediciones 

e interpretación de resultados. 

o Laboratorio de investigación en nefrología y metabolismo mineral óseo: 

Especialistas en toma de biopcias óseas metabólicas y acueros hospitalarios para el 

uso de quirofano y personal altamente capacitado. Cuentan con el Ultrasonido 

cuantitativo OmniSense de ultima generación y personal altamente capacitado 

para la toma e interpretación de mediciones. 

 Hospital Centro Médico Siglo XXI, Pediatría. 

o Especialista en trasplantes biopsias óseas metabólicas. 

 Universidad Nacional Autónoma de México. 

o Programa de Doctorado en Ciencias de la Salud. Campo Epidemiología clínica. 

Alumna de Doctorado. 

 

 

COLABORACIÓN INTERNACIONAL: 

Se realizara una colaboración con la Universidad de Los Angeles California USA (UCLA School 

of Density) Con el Dr. Isidro Salusky (Director, Clinical & Translational Research Laboratory 

General Clinical Research Center. Chief, Pediatric Nephrology, Co-Chair, Participant and 

Clinical Interaction and Resources Program. Director, Hemodialysis and Peritoneal Dialysis 

Service. Co-Leader, Research Education, Training, and Career Development Program (CTSI-

ED). Professor, Pediatrics. Leader, Clinical Immunology Research Laboratory (CIRL). Member, 

CTSI 

 

INSTITUCIONES PARTICIPANTES. 

La presente propuesta cuenta con la interacción de al menos dos instituciones de salud (y dos 

unidades de investigación) y dos académica, ello con el fin de lograr en conjunto una 

colaboración y participación inter-institucional. A continuación se enlistan dichas instituciones: 

 

 Hospital Infantil de México Federico Gómez. 

o Unidad de Epidemiología clínica. 

o Laboratorio de investigación en nefrología y metabolismo mineral óseo. 

 Hospital Centro Médico Siglo XXI, Pediatría. 
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Conflicto de intereses 

Los autores declaran que no existe ningún conflicto de interés  

 

Cronograma de actividades 

Programa de trabajo. 

El periodo de muestras de pacientes por la especificidad de sus características, comprende un 

tiempo de 12 meses. Y un periodo adicional de 12 meses mas para el análisis y reporte completo 

de las biopsias y publicación de resultado 
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Tabla 7. Cronograma de Doctorado. 

Actividad 

Mes 

2013 1er semestre 2014 2º semestre  2014 3er semestre  2015 4º semestre  2015 5º semestre  2016 6º semestre 2016 7º semestre 2017 8º semestre 
08 09 10 11 12 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 01 02 03 04 05 06 

Ajustes al 1er 

protocolo y 
aprobación del 

CE 

                  

     

 

         

              

Estancia 

investigación 

COCHRANE 

Canadá 

                  

     

 

         

              

Desarrollo y 

escritura de 

Meta-análisis 

COCHRANE 

                  

     

 

         

              

Publicación de 

Meta-análisis 

COCHRANE 

                  

     

 

         

              

Cambio de 

proyecto 

                  
     

 
         

              

Invitación a 

pacientes  

                  
     

 
         

              

Evaluación 
pacientes y 

recolección 

datos 

                       

 

         

              

Codificación, 

captura y 

limpieza base 
datos 

                       

 

         

              

Limpieza final 

base de datos 
                       

 
         

              

Análisis 
estadístico 

                       
 

         
              

Estancia de 

investigación 
en UCLA 

                       

 

         

              

Análisis de 

biopsias 
                       

 
         

              

Difusión 

resultados 
                       

 
         

              

PRODUCTIVIDAD  

ACADEMICA                        
 

         
              

EXAMEN DE 

TITULACIÓN 
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ACTIVIDADES DE DIVULGACIÓN: PRODUCTIVIDAD ACADÉMICA  

McS. Lucía Méndez Sánchez. 

Junio 2013- Abril 2016 

Publicados: 

Autor correspondiente: 

 R. Rivas-Ruiz, L. Méndez-Sánchez, O.D. Castelán-Martínez, P. Clark, J. Tamayo, J.O. 

Talavera, G. Huitrón, J. Salmerón-Castro. Comparison of international reference values 

for bone speed of sound in pediatric populations: Meta-analysis. Journal of Clinical 

Densitometry. Publicado en línea 23/04/2015 

 Rodolfo Rivas-Ruiz, Lucia Méndez-Sánchez, Osvaldo D Castelán-Martínez, Patricia 

Clark, Gabriela Chico, Juan Tamayo, Juan O Talavera, Gerardo Huitrón, Jorge Salmerón-

Castro., Comparación de los valores internacionales del ultrasonido cuantitativo (QUS) 

vs. los valores de población mexicana: revisión sistemática y meta-análisis., Metabolismo 

óseo y mineral, Vol.11, Pag.31-37 

Co-autor: 

 A.L. González Jorge, Enciso, A. Reyes, A.M. Hernández, L. Ortiz, R. Aldana, F. 

Velázquez-Forero, R. Ambrosi, P. Clark, L.Méndez, R. Rivas-Ruiz, M. Medeiros. Post-

Renal transplantation bone health in Children Evaluated by Means of Quantitative 

Ultrasound and Densitometry. 2016; 48 (2): 635-638.  

 Patricia Clark, Lucia Méndez-Sánchez, Desireé López-González, Alfredo Reza 

Albarrán, Solange Heller R, Mario Flores, Luis Miguel Gutiérrez robles., Brochure: 

importancia de la prevención de la deficiencia de vitamina d por medio de la 

suplementación a población vulnerable., Boletín informativo CCINSHAE, Vol., Pag.40-

55, Publicado sin Arbitraje. 

 Desireé López-Gónzalez, Lucia Méndez-Sánchez, Patricia Clark. Boletín Médico del 

Hospital Infantil de México Vitamin D deficiency in childhood. An opportunity for 

prevention. Bol. Med. Hosp. Infantil Mex. 2015;72(4):225-234. 

 Sandra Elvia Hernández Valencia, Lucía Méndez Sánchez, Patricia Clark, Laura Moreno 

Altamirano y Juan Manuel Mejía Aranguré. Glutamina como coadyuvante en la 

recuperación de la fuerza muscular: revisión sistemática de la literatura. Nutrición 

hospitalaria.2015. 32 (4): 1443-1453 

En prensa: 

Primer autor: 

 Méndez-Sánchez L, Chico G, Winzenberg T, Tugwell P, Clark P. Calcium and vitamin D 

for increasing bone mineral density in pre-menopausal women. THE COCHRANE 

COLABORATION. Musculoskeletal group. Ottawa Canadá. Review number: A093-P. 

 Méndez-Sánchez Lucía, Rivas-Ruiz Rodolfo, Clark Patricia, Pantic Ivan, Tamayo-

Orozco Juan, Talavera Juan O, Huitrón Gerardo, Salmerón Castro Jorge. Correlation 

Between quiantitative Ultrsound and DXA is age dependent: Longitudinal cross-sectional 

study of healthysubjects from 1 to 90 years of age. Enviado a Journal of Clinical 

Densitometry: Assessment & Management of Musculoskeletal Health 2016. 
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Co-autor: 

 Georgina Toussaint-Martinez de Castro, Miguel Ángel Guagnelli, Patricia Clark, Lucia 

Méndez-Sanchez, Desireé Lopez-González, Francisco Galán-Herrera, Martin Sánchez-

Ruiz. Vitamin D, Not Iron, Is the Main Nutrient Deficiency in Pre-school and School-

aged Children in Mexico City: A Cross-Sectional Study. Enviado a Nutrición 

Hospitalaria. 

 

En proceso de escritura: 

 

Primer autor. 

 Méndez-Sánchez Lucía, Zaragoza Grecia, Hernández Vanessa, López-Casimiro Karen, 

Clark Patricia. Effect of vitamin D supplementation in children to reach levels of 

sufficiency: A Systematic Review.  

 Méndez-Sánchez Lucía, Zaragoza Grecia, Pérez Maríandrea, Clark Patricia. 

Insuficiencia de vitamina D asociada a Cardiopatía dilatada en pacientes entre 0 y 24 

meses. Revisión Sistemática de la Literatura.   
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ANEXO I. Consentimiento Informado bajo información para procedimientos (quirurgicos o 

estudios) 
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ANEXO II. Autorización de Hospitalización. 
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ANEXO III. Consentimiento de anestesia. 
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ANEXO IV.  Historia clínica de cirugía menor. 
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ANEXO V. Formato de recolección de biopsia. 
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ANEXO VI 

 
 HOSPITAL INFATIL DE MÉXICO “FEDERICO GÓMEZ” 

 CARTA DE REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO  

   
  

 
 
McS. Lucía Méndez Sánchez. 

Presente. 

Por este conducto deseo informar mi decisión de retirar la participación de este protocolo de 

investigación, a mi hijo (a) por las siguientes razones: 

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

______________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________.  

*Si el padre-madre o tutor del paciente así lo desea, podrá solicitar que le sea entregada toda la 

información que se haya recabado sobre él y su hijo, y, también las muestras recabadas (de ser 

el caso y existir la posibilidad) con motivo de su participación en el presente estudio.  

 _____________________________________                                          _____________________  

Firma del padre o tutor del paciente                                                                         Fecha  

 _____________________________________                                            _____________________  

Testigo                                                                                                                       Fecha  

  ____________________________________                                           _____________________  

Testigo                                                                                                                       Fecha  

  

c.c.p El paciente.  

 

 
 
 
 
 
 
 



Desempeño diagnóstico de DXA y QUS vs la Biopsia ósea metabólica en la evaluación del estado óseo metabólico en pacientes 
pediátricos receptores de trasplante renal 

67 

                                                                                                                                                                            
 
ANECO VII. Listado de productividad académica  
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En prensa 
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Terminando de escribir  
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A B S T R A C T

This is a protocol for a Cochrane Review (Intervention). The objectives are as follows:

To assess the benefits and harms of calcium and vitamin D supplementation singly or in combination for reducing fractures and

increasing bone mineral density in healthy premenopausal women.

B A C K G R O U N D

Description of the condition

Osteoporosis (OP) is characterized by low bone mineral density

(BMD) and impaired quality of bone, and is considered a major

public health concern worldwide. The main consequence of low

BMD is fragility fractures, mainly at the hip, spine and wrist (NIH

1993). BMD in later life is a function of peak bone mass (the

maximum bone mass attained in a person’s life) and the rate of

subsequent bone loss (Hansen 1991). Premenopausal bone mass

is as important as bone loss in the postmenopausal period for pre-

diction of fracture. Fragility fractures may lead to excess mortality,

morbidity, low quality of life, and chronic pain (Borgström 2013;

Papaioannou 2010).

It is estimated that OP affects about 200 million people worldwide,

and 75 million of them are from developed countries (Europe,

Japan and USA) (Kanis 2007). In the year 2000, 9 million new

fragility fractures occurred, including 1.6 million on the hip, 1.7

million in the wrist and1.4 million on the spine (Johnell 2004).

OP prevention is feasible and should be addressed throughout the

life course, improving peak bone mass in childhood and early adult

life and reducing age-related bone loss over adult life.

Description of the intervention

Dietary intake and supplementation therapy options for preven-

tion and treatment of osteoporosis include Calcium and vitamin

D. There are primarily obtained from two sources: food and sup-

plements. Dairy products are a good source of dietary calcium.

Regarding vitamin D, the main source in humans is the synthesis

1Calcium and vitamin D for increasing bone mineral density in premenopausal women (Protocol)
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in the skin through sun exposure, since vitamin D is only found in

small quantities in certain foods. Calcium supplements are most

commonly available as calcium citrate or calcium carbonate; vita-

min D can be found as ergocalciferol (vitamin D2) and cholecal-

ciferol (vitamin D3). A combination of both nutrients is available

in different doses and presentations. Calcium and vitamin D sup-

plements are also prescribed with anti-osteoporotic medications

as they are thought to have additive effects. Clinical trials have

been conducted in different age groups and populations, in order

to assess the efficacy of this strategy.

There are Cochrane systematic reviews and meta-analyses of cal-

cium and vitamin D supplementation for improving bone min-

eral density in children and postmenopausal women (Shea 2005;

Winzenberg 2006; Winzenberg 2010). Currently, there is no

known effect of calcium supplementation on femoral neck or lum-

bar spine BMD in children, but review authors found a small effect

on total body bone mineral content (BMC) and upper limb BMD

in this population (Winzenberg 2006). However, in their conclu-

sion, the authors stated that the increase in BMD is unlikely to re-

sult in a clinically significant decrease in fracture risk (Winzenberg

2006). Another review showed that vitamin D supplementation

had no effect on BMC, hip BMD and forearm BMD, but there

was a trend to a small effect on lumbar spine BMD. The review

concluded that these results do not support vitamin D supplemen-

tation to improve BMD in healthy children with normal vitamin

D levels (Winzenberg 2010). Studies where the participants had

low mean levels of vitamin D saw an effect of supplementation on

BMD (Winzenberg 2010).

The review of calcium supplementation for postmenopausal

women showed that calcium had a small effect on BMD when

compared to placebo. Calcium reduced rates of bone loss after two

or more years of treatment, but there was no effect seen on fracture

risk (Shea 2005).

There remains some controversy in this field; Murad 2011 argues

that a combination of both nutrients have a beneficial role in

increasing bone density, muscle strength and a reduction of falls

in the elderly. The United States Preventive Services Task Force

(USPSTF), however, states that for primary prevention of fractures

in postmenopausal women, there is some evidence of increased

risk of cardiovascular damage that has led to disagreement about

the balance of the benefits and harms of daily supplementation

with more than 400 IU of vitamin D and more than 1000 mg of

calcium (Moyer 2013).

In a systematic review (Malihi 2016) of the effect of long-term

(> 24 weeks) vitamin D supplementation versus placebo, in both

healthy and in different patient populations (adults aged over 18

years, men and women), the authors reported increased risks of

hypercalcemias (RR = 1.54, 95% confidence interval (CI) 1.09 to

2.18, P = 0.01) and hypercalciuria (RR = 1.64, 95% CI 1.6 to

2.53, P = 0.03). However, in that review, the participants included

a mix of different populations.

How the intervention might work

Calcium and vitamin D are simple and inexpensive interventions

which potentially improve bone health. Calcium is needed for

bone formation and is lost from the body (through urine and the

renal system) each day, and needs to be replaced. Low serum cal-

cium leads to increased parathyroid hormone (PTH) and increased

bone loss. Therefore, maintaining adequate calcium intake is im-

portant. Vitamin D is essential for bone health, and its impact on

bone health in adults is well accepted (IOM 2011). Vitamin D is

integral to calcium homeostasis. It increases intestinal absorption

of calcium. Bones are the main store of calcium in the body; as

age increases intestinal absorption decreases.

In addition to the direct effects on bone, vitamin D has been as-

sociated with muscle strength and prevention of the risk of falls.

As vitamin D receptors are found in different tissues, includ-

ing muscle tissue, their activation leads to muscle protein syn-

thesis. In this way, vitamin D supplements may improve mus-

cle strength, and decrease the risk of falls (Bischoff-Ferrari 2009;

Gupta 2010; Zhu 2010). Authors of a meta-analysis published in

2009 (Bischoff-Ferrari 2009) concluded that daily supplementa-

tion with more than 700 IU of vitamin D reduced the risk of falls

in people over 65 years old (relative risk 0.81, 95% CI 0.71 to

0.92). This review had some heterogeneity in the studies included

in the meta-analysis. However, in a meta-analysis performed by

Murad, vitamin D supplementation had no effect on the risk of

falls, regardless of dose and type of vitamin D used. Neverthe-

less, when vitamin D is co-administered with calcium, there is a

reduction in the risk of falls in the elderly compared to placebo

(odds ratio (OR) 0.83 95%CI 0.72 to 0.93). Heterogeneity was

found across the studies despite using a random-effects model and

subgroup analysis (Murad 2011).

Fracture risk is related to bone strength. Bone strength is con-

tributed to by bone quantity (BMD) and bone quality. Bone qual-

ity takes into account structural and material properties, which

cannot be assessed with BMD. Structural properties include geom-

etry and microarchitecture; material properties are organization

and composition of mineral and collagen components. It would

be ideal to assess all the components of bone strength in order

to have a better prediction of fracture risk. Nevertheless, BMD

remains an important clinical measurement (Felsenberg 2005).

In addition, increased BMD in the context of other anti-os-

teoporotic treatments correlate with fracture risk reductions

(Hochberg 1999) and BMD has been used as a surrogate out-

come when assessing alternative dosage regimens for bisphospho-

nate (Rizzoli 2002; Winzenberg 2008). According to the Cana-

dian Agency for Drugs and Technologies in Health (CADTH) re-

port, BMD assessed by dual energy X-ray absorptiometry (DXA)

predicts fragility fracture risk with a power of the diagnostic test

(expressed as area under the curve (AUC)) from 0.60 to 0.95. An

AUC close to 1.0 means a perfect test (Dunfield 2007).

DXA will be the ideal method of measuring BMD and BMC in

relevant studies, as it is the reference standard measure that is used
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to define osteoporosis (Lewiecki 2016).

Why it is important to do this review

The effect of calcium and vitamin D on BMD and fractures has

been studied in children and in postmenopausal women, but less

is known about the effects of calcium and vitamin D in pre-

menopausal women. In February 2013, the USPSTF published

a systematic review and meta-analysis of the use of calcium and

vitamin D supplements to prevent fractures in adults. The USP-

STF stated that the evidence at that time was insufficient to as-

sess the benefits and harms for prevention of fractures in pre-

menopausal women (Moyer 2013). Osteoporotic fractures are un-

likely in this age group (premenopausal women) so other clini-

cal variables should be measured, such as BMD and BMC. Exist-

ing systematic reviews have not accounted for more recent studies

(Moyer 2013), and others in process are not yet finished (USPSTF

2016). Other Cochrane reviews in this topic area have focused in

other populations such children or postmenopausal women (Shea

2005; Winzenberg 2006; Winzenberg 2010).

An up-to-date review in this area is important because pre-

menopause is a period where peak bone mass can be potentially

maintained or even improved to prevent fragility fractures in the

future (Shea 2005). Given that calcium and vitamin D are two

important modifiable factors to potentially improve bone density,

it is important to determine the benefits and harms of the differ-

ent doses/combination to maintain or improve BMD and bone

quality in premenopausal women.

This review will be conducted according to the guidelines recom-

mended by Cochrane Musculoskeletal (Ghogomu 2014).

O B J E C T I V E S

To assess the benefits and harms of calcium and vitamin D supple-

mentation singly or in combination for reducing fractures and in-

creasing bone mineral density in healthy premenopausal women.

M E T H O D S

Criteria for considering studies for this review

Types of studies

We will include randomized controlled trials (RCTs). Studies may

be reported as full-text or published as abstract only. There will be

no language restriction.

Types of participants

We will include trials in healthy premenopausal women aged 18

to 45 (and studies when the menopausal status is not specified

but the age is reported), with or without vitamin D deficiency or

calcium. Healthy women are defined as women with no known

osteoporosis (OP) or osteopenia and without any chronic disease,

cardiovascular condition, or autoimmune or inflammatory dis-

ease (e.g. rheumatoid arthritis, osteoarthritis, fibromyalgia, multi-

ple sclerosis, systemic lupus erythematosus, diabetes mellitus and

asthma).

We will exclude studies in pregnant and lactating women, in par-

ticipants with coexisting medical conditions and with corticoid

steroid-induced or other secondary causes of osteoporosis. When

studies include also male participants, we will exclude them if in-

formation by sex cannot be extracted separately.

Types of interventions

We will include trials comparing calcium and vitamin D with

placebo, focusing on three comparisons (regardless of type or dose

of supplementation).

1. Calcium versus placebo.

2. Vitamin D versus placebo.

3. Calcium + vitamin D versus placebo.

We will conduct other subgroup analyses if needed (i.e. calcium

plus vitamin D versus vitamin D alone, or calcium alone). We will

exclude trials with a treatment period of less than three months.

We will exclude the following cointerventions of specific anti-os-

teoporosis therapy such as bisphosphonate, hormone replacement

therapy, parathyroid hormone, selective estrogenic receptor mod-

ulators (SERMs), and strontium ranelate.

Types of outcome measures

Major outcomes

1. Total hip BMD.

2. Lumbar spine BMD.

3. Quality of life.

4. Vertebral fractures.

5. Non-vertebral fractures.

6. Withdrawals due to adverse events.

7. Serious adverse events (i.e., hospitalizations, or those

resulting in disability or death).

Minor outcomes

1. We will collect data about all adverse events and all harm

reported.
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Search methods for identification of studies

Electronic searches

We will design a search strategy for the following databases.

• Cochrane Library via Wiley including CENTRAL, and

Database of Reviews of Effects (DARE).

• MEDLINE via Ovid (1946 to present).

• Embase via Ovid (1947 to present).

The electronic search strategy for MEDLINE is outlined in

Appendix 1. We will adapt this search strategy for use with other

databases. We used the ’sensitivity and precision maximising ver-

sion’ filter designed to identify clinical trials described by Lefebvre

2009.

For assessments of adverse effects, we will search the web sites

of the regulatory agencies US Food and Drug Administration-

MedWatch (www.fda.gov/Safety/MedWatch/default.htm), Euro-

pean Medicines Evaluation Agency (www.emea.europa.eu), Aus-

tralian Adverse Drug Reactions Bulletin (www.tga.gov.au/adr/

aadrb.htm), and UK Medicines and Healthcare products Regula-

tory Agency (MHRA) pharmacovigilance and drug safety updates

(www.mhra.gov.uk).

We will also conduct a search of clinicaltrials.gov and the WHO

trials portal (www.who.int/ictrp/en/).

We will search all databases from their inception to the present,

and we will impose no restriction on language of publication.

Searching other resources

Unpublished results

We will search clinical trial registries for unpublished data. To

obtain further information, we will contact the authors of studies

on clinical registers or with results given only in graphic format or

reported only as abstracts. If data are not available after contacting

authors, the study will be described in the evidence table, but we

will not include it in the meta-analysis.

Reference list scanning

We will search the reference lists of other reviews that are related

in terms of the interventions and outcomes, and also search the

reference lists of the included studies of this review.

Handsearching

We will handsearch conference abstract issues of key journals (Os-

teoporosis International, Journal of Bone and Mineral Research,

Calcified Tissue International, Journal of Clinical Endocrinology

and Metabolism, American Journal of Clinical Nutrition, Euro-

pean Journal of Clinical Nutrition, Journal of Nutrition, British

Journal of Nutrition) for the past two years, to identify recent trials

that have not yet been published in full.

We will search for errata or retractions from included studies pub-

lished in full text on PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)

and report the date this was done within the review.

Data collection and analysis

Selection of studies

Two review authors (LM-S and PC) will independently screen ti-

tles and abstracts of all of the potentially relevant studies we iden-

tify as a result of the search, and code them as ’retrieve’ (eligi-

ble or potentially eligible/unclear) or ’do not retrieve’. We will re-

trieve the full-text study reports/publication and two review au-

thors (LM-S and PC) will screen the full text and identify studies

for inclusion, and identify and record reasons for exclusion of the

ineligible studies. We will resolve any disagreement through dis-

cussion or, if required, we will consult a third person (TW). We

will identify and exclude duplicates and collate multiple reports of

the same study so that each study, rather than each report, is the

unit of interest in the review. We will record the selection process

in sufficient detail to complete a PRISMA flow diagram (prisma-

statement.org/PRISMAStatement/Default.aspx) and ’Character-

istics of excluded studies’ table.

Data extraction and management

We will use a data collection form for study characteristics and

outcome data, which has been piloted on at least one study in the

review. One review author (LM-S) will extract study characteristics

from included studies. A second review author (PC) will spot-

check study characteristics for accuracy against the trial report. We

will extract the following study characteristics.

1. Methods: study design, total duration of study, details of any

’run-in’ period, number of study centres and location (country),

study setting, withdrawals, and date of study.

2. Participants: sample size, mean age, age range, sex, ethnicity,

baseline BMD, vitamin D status (if available), calcium and vitamin

D intake (if available) and baseline data; inclusion criteria, and

exclusion criteria.

3. Interventions: types of interventions (calcium alone, vitamin

D alone or calcium plus vitamin D); comparison (versus placebo,

or one of the interventions alone). If data are available we will

report other alternative comparisons (i.e. calcium plus vitamin D

versus vitamin D alone, or calcium alone). We will report dosage or

type of vitamin D used (ergocalciferol or cholecalciferol), dosage

and type of calcium supplement given, supplementation period

and concomitant medications. We will exclude comparisons with

other interventions, but we will report the type of comparisons

found.
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4. Outcomes: in all cases, we will extract both final and change

from baseline values, but only the final value will be used. If data

are analysed based on an intention-to-treat (ITT) or per-protocol

(PP) sample, only the PP values will be used in the final analysis.

For dichotomous outcomes we will extract the number of events

and number of participants per treatment group. For fractures and

adverse events, we will extract data on both the number of events

and the number of participants sustaining at least one event (for

the analysis we will use the final value).

For continuous outcomes we will extract data as follows.

• Change in BMD: at the total hip and lumbar spine; we will

extract means and standard deviations of the percentage of

change and the number of participants per treatment group (for

the analysis we will use the final change data per treatment

group).

• Quality of life: we will extract means and standard

deviations and number of participants in each treatment group

in units expressed by the specific scale (we will use the final

change data).

Only crude results will be extracted, not adjusted results.

If multiple time points are reported, the information on all time

points will be extracted. We will analyse the effect by short-term

supplementation (< 12 months) and long-term supplementation

(≥ 12 months), for pooling in a meta-analysis.

When hip and vertebral data are available we will conduct analyses

separately by intervention, population and dosage, type of vita-

min D used (ergocalciferol or cholecalciferol) and type of calcium

supplement given.

5. Characteristics of the design of the trial as outlined below in the

Assessment of risk of bias in included studies section. We will note

in the ’Characteristics of included studies’ table if outcome data

were not reported in a usable way and when data were transformed

or estimated from a graph.

6. Notes: The trial funding and conflicts of interest of the trial will

be described.

We will resolve disagreements by consensus or by involving a third

person (PT). One review author (LM-S) will transfer data into

the Review Manager (Review Manager 2014) file. We will dou-

ble-check that data are entered correctly by comparing the data

presented in the systematic review with the study reports.

We will use specific software (Plot Digitizer 2016) to extract data

from graphs or figures. These data will also be extracted in dupli-

cate.

Assessment of risk of bias in included studies

Two review authors (LM-S and PC) will independently assess the

risk of bias for each study using the criteria outlined in the Cochrane

Handbook for Systematic Reviews of Interventions (Higgins 2011).

Disagreements will be resolved by discussion or by involving an-

other author (PT). We will assess the risk of bias according to the

following domains.

1. Random sequence generation (selection bias).

2. Allocation concealment (selection bias).

3. Blinding of participants and personnel (performance bias).

4. Blinding of outcome assessment (detection bias).

5. Incomplete outcome data (attrition bias).

6. Selective outcome reporting (reporting bias).

We will grade each potential source of bias as high, low or unclear

risk, and provide a quote from the study report together with a

justification for our judgment in the ’Risk of bias’ table. We will

summarize the ’Risk of bias’ judgments across different studies for

each of the domains listed. As well, we will consider the impact of

missing data on key outcomes.

In the case of a lack of important study information, we will con-

tact authors to obtain the information needed, using open-ended

questions. Where the information on risk of bias comes from un-

published data or correspondence with trial lists, we will note this

in the ’Risk of bias’ table.

When considering treatment effects, we will take into account the

risk of bias for the studies that contribute to that outcome.

We will present the figures generated by the ’Risk of bias’ tool to

provide summary assessments of the risk of bias.

Assesment of bias in conducting the systematic

review

We will conduct the review according to this published protocol

and report any deviations from it in the ’Differences between pro-

tocol and review’ section of the systematic review.

Measures of treatment effect

We will analyse dichotomous data as risk ratios or Peto odds ratios

when the outcome is a rare event (approximately less than 10%),

and use 95% confidence intervals (CIs). Continuous data will be

analysed as mean difference (MD) or standardized mean difference

(SMD), depending on whether the same scale is used to measure

an outcome, and 95% CIs. We will enter data presented as a scale

with a consistent direction of effect across studies.

When different scales are used to measure the same conceptual

outcome (e.g. quality of life), SMDs will be calculated instead, with

corresponding 95% CIs. SMDs will be back-translated to a typical

scale (e.g. 0 to 10 for quality of life) by multiplying the SMD

by a typical among-person standard deviation (e.g. the standard

deviation of one instrument validated from the scale most used in

the trials (Health Assessment Quality, SF-36, etc.)) as per chapter

12 of theCochrane Handbook (Schünemann 2011)

In the ’Effects of interventions’ results section and the ’Comments’

column of the ’Summary of findings’ table, we will provide the

absolute per cent difference, the relative per cent change from

baseline, and the number needed to treat for an additional bene-

ficial (NNTB) or harmful (NNTH) outcome. The NNT will be

provided only when the outcome shows a statistically significant

difference.
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For dichotomous outcomes, the NNTB will be calculated from

the control group event rate and the relative risk using the Visual

Rx NNT calculator (Cates 2008). The NNTB for continuous

measures will be calculated using the Wells calculator.

For dichotomous outcomes, the absolute risk difference will be

calculated using the risk difference statistic in RevMan software

(Review Manager 2014), and the result expressed as a percentage.

The relative per cent change will be calculated as the risk ratio - 1

and expressed as a percentage.

For continuous outcomes, the absolute benefit will be calculated

as the improvement in the intervention group minus the improve-

ment in the control group, in the original units expressed as a per-

centage.

Unit of analysis issues

Where multiple trial arms are reported in a single trial, we will

include only the relevant arms. If two comparisons (e.g. calcium

versus placebo and vitamin D versus placebo) are combined in

the same meta-analysis, we will halve the control group to avoid

double-counting. If the same comparisons (e.g. vitamin D versus

different dosages of vitamin D) are combined in the same meta-

analysis, we will separate by dose and comparison group. For the

meta-analysis we will follow the procedures recommended in the

Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions (Deeks

2011).

Dealing with missing data

We will contact investigators or study sponsors in order to verify

key study characteristics and obtain missing numerical outcome

data when possible (e.g. when a study is identified as abstract only,

when data are not available for all participants or the data are in a

graphical analysis or adjusted). When this is not possible, and the

missing data are thought to introduce serious bias, we will explore

the impact of including such studies in the overall assessment of

results by conducting a sensitivity analysis. Any assumptions and

imputations to handle missing data will be clearly described and

the effect of imputation will be explored by sensitivity analyses.

For dichotomous outcomes (e.g. number of withdrawals due to

adverse events), the withdrawal rate will be calculated using the

number of patients randomised in the group as the denominator.

For continuous outcomes (e.g. mean change in BMD), we will

calculate the MD or SMD based on the number of patients anal-

ysed at that time point. If the number of patients analysed is not

presented for each time point, the number of randomised patients

in each group at baseline will be used.

Where feasible, we will compute missing standard deviations from

other statistics such as standard errors, CIs or P values, accord-

ing to the methods recommended in the Cochrane Handbook for

Systematic Reviews of Interventions (Higgins 2011b). If standard

deviations cannot be calculated, we will impute them (e.g. from

other studies in the meta-analysis).

Assessment of heterogeneity

Clinical and methodological diversity will be assessed in terms

of participants, interventions, outcomes and study characteristics

for the included studies to determine whether a meta-analysis is

appropriate. This will be conducted by observing these data from

the data extraction tables. Statistical heterogeneity will be assessed

using the I² and Chi² statistical tests.

As recommended in theCochrane Handbook (Deeks 2011), the

interpretation of an I² value of 0% to 40% might ’not be im-

portant’; 30% to 60% may represent ’moderate’ heterogeneity;

50% to 90% may represent ’substantial’ heterogeneity; and 75%

to 100% represents ’considerable’ heterogeneity. As noted in the

Cochrane Handbook, we will keep in mind that the importance

of I2 depends on: (i) magnitude and direction of effects; and (ii)

strength of evidence for heterogeneity. The Chi² test will be in-

terpreted where a P value ≤ 0.10 indicates evidence of statistical

heterogeneity.

If we identify substantial heterogeneity we will report it and inves-

tigate possible causes by following the recommendations in sec-

tion 9.6 of the Cochrane Handbook (Deeks 2011).

Assessment of reporting biases

We will create and examine a funnel plot to explore possible small

study biases. In interpreting funnel plots, we will examine the

different possible reasons for funnel plot asymmetry as outlined

in section 10.4 of the Cochrane Handbook and relate this to the

results of the review. If we are able to pool more than 10 trials,

we will undertake formal statistical tests to investigate funnel plot

asymmetry, and will follow the recommendations in section 10.4

of the Handbook (Sterne 2011).

To assess outcome reporting bias, we will check trial protocols

against published reports. For studies published after 1 July 2005,

we will screen the Clinical Trial Register at the International Clin-

ical Trials Registry Platform of the World Health Organisation

(apps.who.int/trialssearch) for the a priori trial protocol. We will

evaluate whether selective reporting of outcomes is present.

Data synthesis

We will undertake meta-analyses only where this is meaningful, i.e.

if the treatments, participants and the underlying clinical question

are similar enough for pooling to make sense.

We will use a random-effects model and perform a sensitivity

analysis with a fixed-effect model.

The primary analysis for our reviews for self-reported outcomes

(e.g. quality of life) will be restricted to trials at low risk of detection

and selection bias.

’Summary of findings’ tables

We will create a ’Summary of findings’ table using the following

outcomes.
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Major outcomes

1. Total hip BMD.

2. Lumbar spine BMD.

3. Quality of life.

4. Vertebral fractures.

5. Non-vertebral fractures.

6. Withdrawals due to adverse events.

7. Serious adverse events (i.e., hospitalizations, or those

resulting in disability or death).

Minor outcomes

1. We will collect data about all adverse events and all harm

reported.

Two people (LM-S and PC) will independently assess the qual-

ity of the evidence. We will use the five GRADE considerations

(study limitations, consistency of effect, imprecision, indirectness

and publication bias) to assess the quality of a body of evidence as

it relates to the studies which contribute data to the meta-analyses

for the prespecified outcomes, and report the quality of evidence

as high, moderate, low, or very low. We will consider the following

criteria for upgrading the quality of evidence, if appropriate: large

effect, dose-response gradient, and plausible confounding effect.

We will use methods and recommendations described in sections

8.5 and 8.7, and chapters 11 and 12, of the Cochrane Handbook

for Systematic Reviews of Interventions (Higgins 2011; Schünemann

2011). We will use GRADEpro software to prepare the ’Summary

of findings’ tables (GRADEpro GDT 2016). We will justify all

decisions to down- or up-grade the quality of studies using foot-

notes and we will make comments to aid the reader’s understand-

ing of the review where necessary. We will provide the NNTB or

NNTH, and absolute and relative per cent change in the Com-

ments column of the ’Summary of findings’ table, as described in

the Measures of treatment effect section.

Subgroup analysis and investigation of heterogeneity

We will plan to carry out the following subgroup analyses for all

major outcomes.

1. Dosage groups according to the results reported. We will follow

the recommended dosages given by the Institute of Medicine (

IOM 2011).

Vitamin D:

• ≤ 600 IU

• > 600 IU

Calcium:

• ≤ 1000mg

• > 1000 mg

2. Types of interventions

• Calcium versus placebo

• Vitamin D versus placebo

• Calcium plus vitamin D versus placebo

3. Supplementation time

• Short term < 12 months

• Long term ≥ 12 months

4. Baseline vitamin D levels and baseline dietary calcium intake (if

these are available), following the values established by the Institute

of Medicine (IOM 2011).

• Sufficiency > 30 ng/ml

• Insufficiency 11 to 29 ng/ml

• Deficiency <10 ng/ml

We will use the formal test for subgroup interactions in Review

Manager (Review Manager 2014) and will use caution in the in-

terpretation of subgroup analyses as advised in section 9.6 of the

Handbook (Deeks 2011). The magnitude of the effects we will be

compared between the subgroups by means of assessing the over-

lap of the confidence intervals (CIs) of the summary estimated.

Non-overlap of the CIs indicates statistical significance.

Sensitivity analysis

We plan to carry out the following sensitivity analyses to investigate

the robustness of the treatment effects.

1. We plan to carry out a sensitivity analysis to investigate the

robustness of the treatment effects, by omitting trials where

unpublished data and/or data imputed from figures or from

other studies were used.
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A P P E N D I C E S

Appendix 1. MEDLINE search strategy

Ovid MEDLINE(R) 1946 to present

Strategy:

1. exp vitamin d/

2. vitamin d.tw.

3. vitamin d2.tw.

4. vitamin d3.tw.

5. exp Ergocalciferols/

6. ergocalciferol$.tw.

7. exp Cholecalciferol/

8. cholecalciferol.tw.

9. hydroxycholecalciferol.tw.

10. calcitriol.tw.

11. dihydroxyvitamin D3.tw.

12. alphacalcidol.tw.

13. Calcium, Dietary/ or Calcium/

14. calcium.tw.

15. Calcium carbonate/

16. Calcium citrate/

17. or/1-16

18. exp Osteoporosis/

19. (bone adj3 loss).tw.

20. (bone adj3 mineral).tw.

21. bone mineral densit$.tw.

22. bmd.tw.

23. bmc.tw.

24. osteop$.tw.

25. Fractures, Bone/

26. exp Osteoporotic Fractures/

27. fractur$.tw.

28. or/18-27

29. randomized controlled trial.pt.

30. controlled clinical trial.pt.

31. randomized.ab.

32. placebo.ab.

33. clinical trials as topic.sh.

34. randomly.ab.

35. trial.ti.

36. or/29-35

37. exp animals/ not humans.sh.

38. 36 not 37

10Calcium and vitamin D for increasing bone mineral density in premenopausal women (Protocol)

Copyright © 2017 The Cochrane Collaboration. Published by John Wiley & Sons, Ltd.



C O N T R I B U T I O N S O F A U T H O R S

• Conceiving, designing and coordinating the review: Lucia Méndez-Sánchez (LM-S), Patricia Clark (PC), Tania Winzenberg

(TW), Peter Tugwell (PT).

• Designing protocol, search strategies and undertaking searches: LM-S, PC, TW, PT.

• Editor of English language in the protocol: TW.

• Screening search results and retrieved papers against inclusion criteria: LM-S, PC.

• Appraising quality of papers: LM-S, PC.

• Extracting data from papers: LM-S, PC, PT.

• Writing to authors of papers for additional information: LM-S, PC, PT.

• Data management for the review and entering data into RevMan: LM-S, PC, PT.

• Analysis and interpretation of data: LM-S, PC, TW, PT.

• Providing a research perspective: PC, TW, PT.

• Writing the review: LM-S, PC, TW, PT.

• Providing general advice on the review: LM-S, PC, TW, PT.

• Performing previous work that was the foundation of the current review: LM-S, PC, TW, PT.

D E C L A R A T I O N S O F I N T E R E S T

The authors declare no conflict of interest.

S O U R C E S O F S U P P O R T

Internal sources

• National Council of Science and Technology (CONACYT), Mexico.

CONACYT funded the training of Lucía Méndez-Sánchez at University of Ottawa

External sources

• No sources of support supplied

11Calcium and vitamin D for increasing bone mineral density in premenopausal women (Protocol)

Copyright © 2017 The Cochrane Collaboration. Published by John Wiley & Sons, Ltd.



N O T E S

This protocol is based on a template developed by Cochrane Musculoskeletal’s editorial base.

12Calcium and vitamin D for increasing bone mineral density in premenopausal women (Protocol)

Copyright © 2017 The Cochrane Collaboration. Published by John Wiley & Sons, Ltd.



Nutrición
Hospitalaria

Nutr Hosp 2016; 33(4):794-800 ISSN 0212-1611 - CODEN NUHOEQ S.V.R. 318

Trabajo Original Pediatría

Received: 02/11/2015
Accepted: 01/02/2016

Correspondence: 
Patricia Clark. Faculty of Medicine, UNAM. Hospital 
Infantil Federico Gómez. Dr. Márquez 162, Cuahtemoc, 
Doctores. C.P. 06720 Mexico City, Mexico
e-mail: patriciaclark@prodigy.net.mx

Toussaint-Martínez de Castro G, Guagnelli MA, Clark P, Méndez-Sánchez L, López-González D, Galán-
Herrera JF, Sánchez-Ruiz M. Vitamin D, not iron, is the main nutrient defi ciency in pre-school and school-
aged children in Mexico City: a cross-sectional study. Nutr Hosp 2016;33:794-800

DOI: http://dx.doi.org/10.20960/nh.372

Vitamin D, not iron, is the main nutrient defi ciency in pre-school and school-aged 
children in Mexico City: a cross-sectional study
La vitamina D, y no el hierro, es la principal defi ciencia nutricional en niños preescolares y escolares 
en la ciudad de México: un estudio transversal

Georgina Toussaint-Martínez de Castro1, Miguel Ángel Guagnelli2, Patricia Clark2, Lucía Méndez-Sánchez2, Desireé López-González2, 
Juan-Francisco Galán-Herrera3 and  Martín Sánchez-Ruiz4

1Laboratorio de Investigación en Nefrología y Metabolismo Mineral Óseo. Hospital Infantil Federico Gómez. México City. 2Unidad de Epidemiologia Clínica. Hospital Infantil 
Federico Gómez. Facultad de Medicina UNAM. México City. 3Centro de Investigación Farmacológica y Biotecnológica (CIFBIOTEC) Médica Sur. Hospital General Valle de 
Chalco Solidaridad Xico “Dr. Fernando Quiroz Gutiérrez” (I.S.E.M.). 4Hospital General de Ecatepec “Las Américas” (I.S.E.M). Estado de México.

Key words: 

Vitamin D. Iron. 
Defi ciency. Children. 
Anaemia.

Palabras clave: 

Vitamina D. Hierro. 
Defi ciencia. Niños. 
Anemia.

Resumen
Introducción: en 2012 la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) mostró una prevalencia moderada de defi ciencia de vitamina D, 
alrededor del 16%, en una muestra de niños representativa del país. A su vez, la anemia carencial ha disminuido durante los últimos 15 años en 
México. El objetivo del presente estudio fue determinar los niveles de vitamina D en niños de 3 a 8 años de edad en cuatro diferentes regiones 
dentro del área metropolitana de la Ciudad de México y compararlos con los niveles de hierro y zinc como referentes del estado nutricional.

Métodos: ciento diecisiete niños sanos de 3 a 8 años de edad que regularmente asisten a cuatro diferentes hospitales en la Ciudad de México 
fueron invitados a participar. Todos los niños recibieron una evaluación médica y nutricional, y se obtuvieron muestras de sangre.

Resultados: se reclutaron niños en los cuatro hospitales entre abril y agosto del 2008. Más de la mitad (51,3% fueron niños, su edad pro-
medio fue de 5,5 ± 1,6 años. La prevalencia de sujetos con niveles defi cientes de 25-OH-vitamina D (< 50 nmol/l) fue de 24,77%. Ninguno 
de los niños tuvo niveles de hemoglobina por debajo del umbral de la anemia y la determinación de zinc reveló que 8,26% de los individuos 
tenían niveles defi cientes (< 65 μg/dl). Estos datos confi rman los hallazgos reportados en el ENSANUT acerca de la reducción sostenida en la 
prevalencia de anemia en escolares y preescolares, pero también muestran que se eleva la de defi ciencia de vitamina D en esta población. De 
forma similar a otros estudios, encontramos un vínculo entre el estatus socioeconómico y la defi ciencia de micronutrimentos en tanto que estos 
son marcadores de mejor estado nutricional y la vitamina D se relaciona notablemente con la calidad de la dieta. Estos hallazgos no se han 
considerado previamente en nuestra población.

Conclusiones: existen datos que sugieren una disminución progresiva de la anemia en niños mexicanos debido a una fortifi cación general de 
los alimentos y el enfoque en población vulnerable, mientras que la defi ciencia de vitamina D parece haber incrementado. Se requieren más 
estudios para obtener más información acerca de los niveles de vitamina D en distintos grupos de edad y defi nir a los grupos susceptibles para 
investigar la posibilidad de llevar a cabo medidas de impacto en la población general como enriquecimiento de alimentos, que ha probado ser 
efectiva en otros nutrimentos.

Abstract
Introduction: In 2012, the Mexican National Health Survey (ENSANUT 2012) showed a moderate prevalence rate of vitamin D defi ciency, around 
16%, in a national representative sample of children. A decreasing prevalence of anemia during the last 15 years has been observed in Mexico. 
The aim of this study was to determine the levels of vitamin D in children 3-8 years old in four different locations within the metropolitan area of 
Mexico City and to compare them to levels of iron and zinc as references of nutritional status.

Methods: One hundred and seventeen healthy children aged 3-8 years attending four hospitals in Mexico City were invited to participate. All 
children received medical and nutritional evaluation, and blood samples were obtained.

Results: Children were selected in four hospitals between April and August 2008. More than half (51.3%) were boys; their average age was 
5.5 ± 1.6 years. The prevalence of subjects with defi cient levels of 25-OH-vitamin D (< 50 nmol/L) was 24.77%. None of the children had 
haemoglobin levels below the anaemia threshold, and zinc determination revealed 8.26% of individuals with defi cient levels (< 65 μg/dL). These 
data confi rm the fi ndings reported in ENSANUT about the sustained reduction of anaemia prevalence among preschool and schoolchildren and 
the rising rates of vitamin D defi ciency in the same population. Similar to other studies, we found a link between socioeconomic status and 
micronutrient defi ciency, these being markers of better nutrition, and vitamin D is remarkably related to the quality of the diet. This fi nding has 
not been considered in our population before.

Conclusions: There is evidence of a sustained decrease of anaemia in Mexican children due to general enrichment of foods and focus on 
vulnerable populations, while vitamin D defi ciency seems to have increased. More studies are needed to obtain more information on vitamin 
D levels at different ages and defi nition of susceptible groups in order to investigate the possibility of general population measures such as 
enrichment, which have proven to be effective.
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INTRODUCTION

Although vitamin D has been known for almost a century as a 
rickets-preventing factor, and its role in calcium absorption in the 
intestine is well known (1), it has received a surge of attention 
during the last decade: In 2015 alone, there were 4350 indexed 
papers containing the words vitamin D in its title, a number 
that has increased steadily since the early 2000s (2). There are 
two main causes for this phenomenon: Numerous reports of a 
widespread vitamin D deficiency around the world, including a 
resurgence in developed countries as well as findings in basic 
research, suggest so-called extraskeletal effects (i.e., putative 
positive effects in the cardiovascular system, immune regulation, 
cancer prevention and global health, among others) (3). 

Although these latter findings are a subject of intense debate 
and research, vitamin D deficiency is a matter of great concern 
because of the implications for bone health and calcium metab-
olism, besides possible effects on other systems. Children and 
pregnant women are among the most susceptible groups for 
developing vitamin D deficiency; a number of reports on the ree-
mergence of once-forgotten rickets, cases of neonatal seizures 
due to hypocalcemia caused by vitamin D deficiency, and cases 
of the metabolic syndrome in newborns are the hallmark of the 
vulnerability of this group (4). On the opposite end of the life 
cycle, osteoporosis is a matter of concern in societies with an 
ever-growing group of older people because of its impact on life 
quality, morbidity, and mortality. Vitamin D deficiency in early life 
may have long-term consequences in the maximal bone peak 
mass that could predispose an individual to premature onset of 
osteoporosis (5).

Vitamin D deficiency in Latin America is being addressed 
regionally (6). Brazil and Mexico, being the most populous coun-
tries, generate most of the information available (7). In a national 
representative sample of preschool children, the 2006 Mexican 
National Health Survey found that schoolchildren and adolescents 
had relatively low prevalence rates of vitamin D deficiency, around 
16%. However, the metropolitan area of Mexico City presents the 
lowest levels of vitamin D in children. Its altitude (2140 m above 
sea level), high pollution levels (241 days with unacceptable air 
quality during 2011), and reduced time of outdoor activities for 
most of the population lead to the assumption that vitamin D levels 
may be lower than previously described. Additionally, the current 
obesity epidemic among the pediatric population in our country is 
related to a high prevalence of vitamin D deficiency, and an inverse 
association between serum 25-OH vitamin D concentration and 
obesity has been described (8).

Such deficiency contrasts with the decreasing prevalence of 
anaemia during the last 15 years in Mexico, achieved mainly due 
to the widespread availability of enriched milk for low-income 
families (Liconsa) (9), social assistance programs (such as Opor-
tunidades focused on minorities and indigenous groups), and a 
greater awareness of iron deficiency among the general popu-
lation (10). Worldwide, however, iron deficiency is known to be 
the most widespread micronutrient deficiency; 25% of preschool 
children suffer from anaemia, and 33% are zinc deficient (11). 

Some consequences of iron deficiency during childhood include 
growth retardation, reduced school achievement, impaired motor, 
and lowered cognitive development (12). With this background 
in mind, the present study´s aim was to determine the levels of 
vitamin D in children 3-8 years old in four different locations within 
the metropolitan area of Mexico City and to compare it to levels of 
iron and zinc as references of nutritional status.

SUBJECTS AND METHODS

STUDY SETTINGS AND LOCATION

The study was conducted between April 12, 2008 and August 5, 
2008. The sample studied were healthy siblings of patients at four 
hospitals in the metropolitan area of Mexico City: (1) Hospital Infan-
til de México Federico Gómez in the center; (2) CIFBIOTEC Médica 
Sur in the southwest; (3) Hospital General Valle de Chalco in the 
southeast; and (4) Hospital General de Ecatepec “Las Américas” 
in the northeast. The population covered by each of these centers 
correspond roughly to the different socioeconomic levels (SEL) 
defined by the National Institute of Statistics and Geography (13) 
as follows in decreasing order: Médica Sur (high, a private practice 
center), Las Américas (medium-low), and Chalco (low). Hospital 
Infantil de México Federico Gómez (National Children’s Hospital) 
is a reference hospital and represents a pooled population from a 
wide area, corresponding to a medium-low to low level.

SELECTION OF STUDY POPULATION

Healthy children from both genders attending the 4 health care 
facilities, aged 3-8 years with the following criteria were invit-
ed and included to participate: Children with a Z-score (WHO) 
between -1.9 and 1.9 (bounds included), written consent from 
parents for their child to participate in the study, PCR within nor-
mal range and with full clinical history and examination.

VARIABLES AND DATA MEASUREMENTS

Once the children were selected, a clinical history and anthro-
pometric data were taken. A sample of 10 ml blood was drawn 
(one tube for immediate processing and complete blood count, 
the rest for centrifugation, freezing at -70ºC) to determine iron 
and zinc; related biomarkers (haemoglobin, transferring, and 
C-reactive protein) and 25-OH-vitamin D ferritin were measured 
by quantitative electrochemiluminescence method (ECLIA) (14), 
hemoglobin concentration by spectrophotometry (15), transferrin 
by immunoturbidimetry (16), zinc by inductively coupled plasma 
atomic emission spectrometry technique (ICP-AES) (17), C-react-
ive protein by highly sensitive assay (CRP) (18), and 25-OH-vita-
min D by RIA with a Liaison kit from DiaSorin. 

Anthropometric measurements were taken on calibrated 
scales. Children were classified with Z-score BMI (OMS) between  
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-1.9 and 1.9 (bounds included), excluding malnourished or obese 
individuals. C-reactive protein results were used to rule out inflam-
mation as a cause of anaemia related to chronic or acute disease 
when it was below 5 mg/L. 

Distribution of study parameters was summarized depending on 
the type of variable in question. The number of subjects and the 
number of missing data were presented where relevant.

STATISTICAL METHODS

Descriptive statistics for each parameter are presented and 
included for:

–  �Continuous data: mean (arithmetic or geometric), standard 
deviation (SD), standard error of the mean (SEM), range 
(minimum-maximum), median and quartiles, and confidence 
intervals.

–  �Qualitative data: number and frequency.
Summary tables of the study parameters were prepared for 

each analysis in the population.

ETHICS 

The protocol was submitted for approval to the Research and 
Ethics Committee at each of the four hospitals. Written consent 
was obtained from one or both of the parents for their child to 
take part in the study.

RESULTS

DEMOGRAPHIC AND OTHER BASELINE 
CHARACTERISTICS

A total of 117 children who fulfilled the inclusion criteria were 
selected in the four hospitals (33, 30, 29, and 25 subjects from 
centers 1 through 4 respectively. The subjects were recruited 
between April and August, all of them sunny months of the year 
at longitude 19 degrees north, Mexico city’s location.

There were 60 (51.3%) boys and 57 (48.7%) girls in the study, 
and the average age was 5.5 ± 1.6 years. This report includes 
109 samples; 8 samples were excluded due to differences in 
processing the samples (Fig. 1).

FLOW DIAGRAM OF THE INDIVIDUALS 
SELECTED FOR THE STUDY

The population’s anthropometric data were: for boys, height 
111.6 ± 10.8 cm, weight 20.0 ± 4.7, and ages 5.3 ± 1.6 years. 
Girls had a height of 112.7 ± 11.5 cm, weight of 20.3 ± 5.1 kg, 
and were aged 5.7 ± 1.7 years. The gender and center averages 
were very similar, and a homogeneous sample was assumed. 
Figure 2 shows the distribution of the 117 subjects according to 

the center and their gender, the only relevant observation being a 
preponderance of boys in center 3 and girls in center 4; however, 
the total sample was balanced.

SUBJECTS’ DISTRIBUTION ACCORDING  
TO THE CENTER AND THEIR GENDER

In table I, the demographic characteristics of the children are 
shown. The mean height and weight of children were 112.1 ± 
11.2 cm and 20.2 ± 4.9 kg respectively, with a BMI of 15.8 ± 
1.7 kg/m². The mean Z-score (BMI) was 0.007 ± 0.999: -0.13 
± 0.86 in center 1, 0.04 ± 0.79 in center 2, 0.23 ± 1.06 in 
center 3, and -0.10 ± 1.29 in center 4. As can be observed, 

Selected
117

Inclusion criteria

Center 1
n = 33

Hospital Infantil 
de México  

Federico Gómez 
[Medium low]

Center 2
n = 30

CIFBIOTEC 
Médica 

Sur 
[High]

Samples could 
not be processed

n = 8

Samples 
processed
n = 109

Center 3
n = 29
Hospital 

General Valle 
de Chalco 

[Low]

Center 4
n = 25

Hospital General 
de Ecatepec 

“Las Americas” 
[Medium]

Figure 1. 

Flow diagram of the individuals selected for the study.

Figure 2. 

Subjects’ distribution according to the center and their gender.
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there were no significant differences between the four samples 
in these parameters. 

Table II shows the results of serum ferritin, haemoglobin, 
serum transferrin, C reactive protein, plasma zinc, and levels of 
25 OH-vitamin D. As can be observed, the sample presented 
adequate levels of iron, indicating that there was no anaemia. 
Zinc determination revealed 8.26% of individuals with deficient 
levels (below 65 µg/dL). 

The determination of vitamin D levels as shown in figure 3 were 
found to be below 20 ng/mL in 24.7% of the children.

DISCUSSION

Our results showed that from the 109 patients whose samples 
were processed, nutrients related to iron sufficiency levels such as 
ferritin, haemogobin, and transferrin were normal. It is noteworthy 
that the concentration levels of vitamin D showed that 24.7% of 
the children had vitamin D deficiency with levels below 20 ng/ml 
as defined by the Institute of Medicine. Deficient levels of zinc, 
another relevant nutrient, was detected in 8.2 % of the sample. 

Our data confirm the findings reported in the latest National 
Nutrition Survey in Mexico (ENSANUT 2012), in which a sustained 
reduction of anaemia prevalence among preschool and school-
children has been observed since 1999, while increasing rates of 
vitamin D deficiency are occurring in the same population.

Vitamin D deficiency –defined as levels below 20 ng/ml by the 
Institute of Medicine (19)– turns out in our study to be higher than 
previously described by the 2012 National Nutrition Survey in 
Mexican children (20) and confirms the findings of a recent survey 
that found lower levels of vitamin D, particularly in preschoolers 
2–5 years old, obese children, and those living in urban areas (8). 
Although the prevalences in the different studies that looked at the 
pediatric population in Mexico are different, all of them are con-
sistent in the finding that an important proportion of these children 
have deficient levels of vitamin D. Some of the known reasons for 
finding a wide range in the prevalence figures are the different 
laboratory techniques used for determination of vitamin D as well 
as seasonal changes (21). Elizondo-Montemayor (8) reported a 
prevalence figure of 20.2% in their sample of Mexican children, 
and in the present study, a prevalence of 24.4% is reported; both 
studies used RIA with a Liaison kit from DiaSorin and yielded 
similar figures. The 2006 Mexican National Health Survey Study 
used the 25-(OH) vitamin D direct ELISA kit immunodiagnostics 
AG and reported a lower prevalence (16%), which agrees with the 

Table I. Demographic data

Center 1 
n = 33

Center 2 
n = 30

Center 3 
n = 29

Center 4 
n = 25

Total 
n = 117

Age (years)

n 33 30 29 25 117

Mean ± SD 5.8 ± 1.5 5.2 ± 1.5 5.3 ± 1.8 5.7 ± 1.8 5.5 ± 1.6

Median 6 5 5 6 5

Weight (kg)

n 33 30 28 25 116

Mean ± SD 20.11 ± 3.97 19.59 ± 4.33 20.40 ± 5.60 20.58 ± 5.82 20.15 ± 4.87

Median 20.3 19.5 20.1 18.9 19.8

Height (cm)

n 33 30 28 25 116

Mean ± SD 113.3 ± 9.7 111.2 ± 10.1 110.9 ± 11.9 113.1 ± 13.6 112.1 ± 11.2

Median 116 113 112 114 113

Body mass index (kg/m²)

n 33 30 28 25 116

Mean ± SD 15.50 ± 1.18 15.70 ± 1.37 16.33 ± 2.12 15.82 ± 2.01 15.82 ± 1.69

Median 15.6 15.6 15.6 15.3 15.5

Figure 3. 

Vitamin D levels by center and total.
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Table II. Biological data in total and by center
Center 1 

n = 33
Center 2 

n = 30
Center 3 

n = 29
Center 4 

n = 25
Total 

n = 117

Serum Ferritin (ug/L) 

n 32 28 29 20 109

Mean ± SD 48.2 ± 30.6 40.9 ± 17.3 45.0 ± 26.8 47.0 ± 20.6 45.2 ± 24.7

SEM 5.4 3.3 5.0 4.6 2.4

95% CI 37.6 ; 58.8 34.5 ; 47.2 35.2 ; 54.8 37.9 ; 56.0 40.6 ; 49.9

Median 42 36 43 42 41

Q1 ; Q3 28 ; 55 29 ; 50 28 ; 53 34 ; 51 29 ; 53

Min. ; Max. 3 ; 150 14 ; 82 15 ; 150 22 ; 109 3 ; 150

Missing 1 2 0 5 8

Hemoglobin Conc (g/L)

n 32 28 29 20 109

Mean ± SD 139.4 ± 9.5 137.6 ± 6.7 142.2 ± 15.0 138.1 ± 7.1 139.4 ± 10.4

SEM 1.7 1.3 2.8 1.6 1.0

95% CI 136.2 ; 142.7 135.1 ; 140.1 136.7 ; 147.7 134.9 ; 141.2 137.5 ; 141.4

Median 140 138 142 136 139

Q1 ; Q3 132 ; 146 133 ; 142 133 ; 151 134 ; 144 133 ; 146

Min. ; Max. 121 ; 159 123 ; 149 115 ; 196 127 ; 151 115 ; 196

Missing 1 2 0 5 8

Serum Transferrin (ug/mL)

n 32 28 29 20 109

Mean ± SD 2886.9 ± 456.2 2772.5 ± 467.7 2729.0 ± 295.0 2518.5 ± 280.5 2747.9 ± 408.1

SEM 80.6 88.4 54.8 62.7 39.1

95% CI 2728.8 ; 3044.9 2599.2 ; 2945.8 2621.6 ; 2836.3 2395.5 ; 2641.5 2671.3 ; 2824.5

Median 2905 2740 2780 2510 2770

Q1 ; Q3 2670 ; 3085 2395 ; 3195 2590 ; 2880 2390 ; 2660 2460 ; 3050

Min. ; Max. 2040 ; 3780 1910 ; 3520 2130 ; 3280 1930 ; 3110 1910 ; 3780

Missing 1 2 0 5 8

C-Reactive Protein (mg/L)

n 32 28 29 20 109

Mean ± SD 2.28 ± 3.17 3.98 ± 6.04 4.22 ± 8.91 2.68 ± 2.95 3.31 ± 5.90

SEM 0.56 1.14 1.65 0.66 0.57

95% CI 1.18 ; 3.38 1.74 ; 6.22 0.98 ; 7.47 1.38 ; 3.97 2.20 ; 4.42

Median 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5

Q1 ; Q3 1.5 ; 1.5 1.5 ; 2.8 1.5 ; 1.5 1.5 ; 1.5 1.5 ; 1.5

Min. ; Max. 1.5 ; 19.0 1.5 ; 30.0 1.5 ; 46.0 1.5 ; 11.0 1.5 ; 46.0

Missing 1 2 0 5 8

Plasma Zinc Concentration 
(umol/L)

n 32 28 29 20 109

Mean ± SD 12.38 ± 1.49 12.64 ± 2.62 13.25 ± 1.63 11.28 ± 1.31 12.48 ± 1.95

SEM 0.26 0.50 0.30 0.29 0.19

95% CI 11.86 ; 12.90 11.67 ; 13.61 12.65 ; 13.84 10.70 ; 11.85 12.11 ; 12.84

Median 12.5 12.2 13.5 11.3 12.2

Q1 ; Q3 11.3 ; 13.6 11.0 ; 14.4 11.9 ; 14.4 10.7 ; 12.3 11.2 ; 13.8

Min. ; Max. 9.2 ; 15.1 7.0 ; 17.0 10.7 ; 17.3 8.7 ; 13.9 7.0 ; 17.3

Missing 1 2 0 5 8

25-OH-Vitamin D (nmol/L)

n 32 28 29 20 109

Mean ± SD 57.51 ± 10.84 62.25 ± 13.62 55.24 ± 13.16 63.12 ± 12.87 59.15 ± 12.82

SEM 1.92 2.57 2.44 2.88 1.23

95% CI 53.75 ; 61.26 57.21 ; 67.29 50.45 ; 60.03 57.48 ; 68.76 56.74 ; 61.56

Median 59.1 60.9 52.9 61.7 59.4

Q1 ; Q3 52.1 ; 63.2 56.6 ; 66.7 45.4 ; 59.9 54.3 ; 69.4 50.9 ; 64.9

Min. ; Max. 35.7 ; 80.9 36.7 ; 109.3 37.4 ; 85.6 43.7 ; 92.9 35.7 ; 109.3

Missing 1 2 0 5 8
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finding that ELISA has a large variability in its results and lower 
sensitivity than other methods. 

Although there were no statistically significant differences due to 
the small sample, it was observed that there were different vitamin D 
levels in group 3, which had the greatest number of children below 
the deficiency line and below the rest of the groups. Geographically, 
group 3 corresponds to Chalco County, which represents the low-
est-income population within the sample. A number of studies have 
noted the link between socioeconomic status and the deficiency of 
micronutrients (22) as markers of better nutrition, and vitamin D 
is closely related to the quality of the diet (23). In certain popula-
tions such as migrants and dark-skinned people living in northern 
countries, this used to be attributed to the higher needs of solar 
radiation for the skin to synthesize vitamin D, but socioeconomic 
status and quality of nutrition seem to have equally important roles 
(24). Therefore, our findings might be included in this theory. This 
finding has not been considered in our population before, and fur-
ther studies are needed to ascertain whether socioeconomic level 
need be included in this type of study in order to consider what role 
socioeconomic disparities play in vitamin D deficiency. 

There are many reasons for the recent global resurgence of 
vitamin D deficiency and they have been summarized extensively 
(25). There is a concern, not only about new cases of rickets and 
metabolic disease of the bone in the newborn or the possible 
alterations on other systems, but also about the degree of skeletal 
mineralization that may predispose one to fractures in childhood 
and to later development of early osteoporosis with its associated 
costs and risks (26). Vitamin D deficiency and its impact on bone 
health have already been described in pregnant mothers, new-
borns, and preschool children in all five continents (27). Contro-
versy exists about the optimal levels of vitamin D in the literature 
that is beyond the scope of this study, but if we were to use the 
criteria proposed by the Endocrine Society (28) (vitamin sufficiency 
defined as levels above 30 ng/ml), the figures of insufficiency in 
our sample would be 63% (i.e., between 20 and 30 ng/ml), and 
only 12% would have sufficient levels.

Factors such as air pollution, use of sunblock, and little time 
spent outdoors partly explain the prevalence of vitamin D deficien-
cy in sunny cities (29). Supplementation was eliminated in many 
countries after several cases of intoxication during the 1950s in 
the United Kingdom (30) and is being reinstated in a modest and 
slow fashion worldwide. However, as data regarding Vitamin D 
deficiency have appeared, the WHO in 2006 issued recommen-
dations on food enrichment including it (11), and many countries 
have recently changed their supplementation policies successfully, 
including the United States (31), France (32), Ireland (33), Australia 
and New Zealand (34), among others.

The dietary allowance for optimal bone health in infants and 
children up to 1 year of age, according to the Endocrine Society 
(28) is at least 400 IU/day vitamin D; children 1 year and older 
need at least 600 IU/day. The detected prevalence of vitamin D 
deficiency could be related to a failure to meet such allowance 
and supplementation or enrichment may be needed.

In a systematic review, De-Regil LM (35) showed that intermit-
tent iron supplementation is efficacious to improve haemoglobin 

concentrations and reduce the risk of anaemia or iron deficiency 
in children younger than 12 years of age when compared with a 
placebo or no intervention. Given the prior success on controlling 
iron and zinc deficiencies, vitamin D enrichment seems a logical 
next step in food supplementation to improve the nutritional status 
of Mexican children. Although still controversial, supplementing 
deficient children may improve bone mineral density during child-
hood and the teens (36). As with any preventive measure done on 
a large scale, safety and cost effectiveness are always a concern 
and need to be carefully monitored.

Besides the inherent limitations of the cross-sectional design, 
our study might not represent the whole population of Mexico 
since the sample was only from Mexico City. However, according 
to INEGI, Mexico City is included in the central megalopolis of 
Mexico, representing about one-fourth of the Mexican general 
population (37). Nonetheless, further studies are needed in north-
ern or southern populations of our country.
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Resumen  La  prevalencia  de  deficiencia  de  vitamina  D  en  la  población  pediátrica  ha  incre-
mentado en  los  últimos  años  y  se  considera  que  continúa  subdiagnosticada  y  subtratada.  De
acuerdo con  datos  de  la  Encuesta  Nacional  de  Salud  y  Nutrición  2006,  en  México  se  ha  estimado
una prevalencia  del  16%  en  niños  de  2  a  12  años.  La  vitamina  D  desempeña  un  papel  fundamental
en la  formación  y  homeostasis  del  hueso,  y  consecuentemente  en  el  crecimiento.  Su  deficien-
cia se  asocia  con  enfermedades  como  raquitismo  y  osteomalacia,  y  se  ha  relacionado  con  otros
padecimientos,  como  obesidad,  síndrome  metabólico,  diabetes,  cáncer,  infecciones  de  vías  res-
piratorias  y  problemas  del  sistema  inmune.  En  la  literatura  se  han  descrito  grupos  específicos
de riesgo  para  deficiencia  de  vitamina  D  en  los  que  el  suplemento  pudiera  ofrecer  un  beneficio.
Actualmente  aún  hay  controversia  en  definir  los  niveles  séricos  de  suficiencia,  así  como  la  dosis
de suplemento.  En  México,  la  ingesta  diaria  sugerida  de  vitamina  D  es  de  5.6  �g/día  (224  UI),
que resulta  significativamente  menor  a  las  recomendaciones  en  los  Estados  Unidos  y  Europa
(entre 400  y  1,000  UI).  Debido  al  aumento  en  la  deficiencia  de  vitamina  D  en  los  últimos  años  y
a la  falta  de  consenso  con  respecto  a  los  niveles  de  suficiencia  de  vitamina  D  (ya  que  los  valores
de corte  varían  de  20  a  30  ng/ml  considerados  por  la  asociación  de  endocrinología),  el  objetivo
de esta  revisión  fue  proporcionar  un  panorama  general  del  problema  en  la  población  pediátrica,
así como  describir  aquellos  grupos  en  riesgo  y  analizar  las  recomendaciones  vigentes  para  el
suplemento  de  vitamina  D.
La  deficiencia  de  vitamina  D  se  ha  considerado  rara  en  México,  y  la  falta  de  evidencia
no ha  permitido  establecer  las  recomendaciones  de  ingesta  diaria,  de  acuerdo  con  el  Ins-

s  Médicas  y  Nutrición  Salvador  Zubirán.  Sin  embargo,  hoy  debe
lema  de  salud,  meritorio  de  atención  y  acción.  Sugerimos  que  se
tituto Nacional  de  Ciencia
reconocerse  como  un  prob
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lleven  a  cabo  estudios  prospectivos  en  nuestro  país,  donde  se  establezca  la  relación  entre  la
deficiencia  sérica  de  vitamina  D  y  la  pobre  mineralización  ósea.
© 2015  The  Authors.  Publicado  por  Masson  Doyma  México  S.A.  en  nombre  de  Hospital  Infan-
til de  México  Federico  Gómez.  Este  es  un  artículo  Open  Access  bajo  la  licencia  CC  BY-NC-ND
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Vitamin  D  deficiency  in  childhood:  an  opportunity  for  prevention

Abstract  The  prevalence  of  vitamin  D  deficiency  in  the  pediatric  population  has  increased  in
recent years  and  continues  to  be  underdiagnosed  and  undertreated.  According  to  data  from  the
‘‘ENSANUT  2006’’  (National  Health  and  Nutrition  Survey),  the  prevalence  of  vitamin  D  deficiency
in Mexico  was  16%  in  children  aged  2-12  years.  Vitamin  D  plays  a  critical  role  in  the  formation
and bone  homeostasis  and  consequently  on  growth.  Its  deficiency  is  clearly  associated  with
diseases such  as  rickets  and  osteomalacia,  and  it  has  been  linked  to  other  diseases  such  as  obe-
sity, metabolic  syndrome,  diabetes,  cancer,  respiratory  infections  and  immune  system  disease.
Specific  risk  groups  have  been  described  in  the  medical  literature  for  vitamin  D  deficiency  in
which supplementation  may  offer  a  benefit.  Currently,  there  is  still  controversy  in  defining  the
serum levels  of  proficiency  and  dose  supplementation.  In  Mexico,  the  daily  suggested  intake  of
vitamin D  is  5.6  �g  (224  IU),  which  is  significantly  lower  than  the  recommendations  in  the  U.S.
and Europe  (i.e.,  between  400  and  1000  IU/day).

An increase  in  vitamin  D  deficiency  has  been  reported  in  recent  years.  There  is  no  consensus
regarding  the  sufficiency  levels  of  vitamin  D.  Cut-off  values  vary  from  20  to  30  ng/ml.  Therefore,
the objective  of  this  review  was  to  provide  an  overview  of  the  problem  in  the  pediatric  popu-
lation and  to  describe  the  groups  at  risk,  as  well  as  to  analyze  the  current  recommendations
for vitamin  D  supplementation.

Vitamin  D  deficiency  was  considered  rare  in  Mexico  according  to  the  National  Institute  of
Medical Science  and  Nutrition  Salvador  Zubirán.  Lack  of  evidence  did  not  help  to  establish  the
international  recommended  daily  intake.  Currently,  vitamin  D  deficiency  must  be  recognized
as a  health  problem,  worthy  of  attention  and  action.  We  suggest  that  prospective  studies  are
carried out  in  our  country  where  the  relationship  between  serum  vitamin  D  deficiency  and  poor
bone mineralization  will  be  established.
© 2015  The  Authors.  Published  by  Masson  Doyma  México  S.A.  on  behalf  of  Hospital  Infantil
de México  Federico  Gómez.  This  is  an  open  access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license
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. Introducción

n  los  últimos  años  se  ha  reportado  un  creciente  interés
n  el  metabolismo  y  la  fisiología  de  la  vitamina  D.  Además
e  ser  un  micronutriente  esencial,  se  considera  una  prohor-
ona  involucrada  en  la  homeostasis  ósea.  Se  han  publicado
iversos  estudios  a  nivel  mundial  donde  se  documenta  un
ncremento  en  la  prevalencia  de  déficit  de  vitamina  D  (defi-
ido  como  valores  séricos  ≤20  ng/ml  o  50  nmol/l),  del  10  al
1.6%  en  estudios  poblacionales1.  Sin  embargo,  dicha  con-
ición  continúa  subdiagnosticada  y  sin  recibir  tratamiento.
s  por  esto  que  ha  aumentado  la  necesidad  de  contar  con
uías  nacionales  sobre  su  suplemento,  así  como  de  la  moni-
orización  de  los  niveles  séricos  de  vitamina  D  en  población
ulnerable.

El  objetivo  de  esta  revisión  fue  identificar  los  grupos  en
dad  pediátrica  en  riesgo  de  presentar  deficiencia  de  vita-
ina  D,  así  como  de  las  consecuencias  de  dicho  déficit  sobre

a  salud.
Cómo  citar  este  artículo:  López-González  D,  et  al.  Deficiencia
prevención.  Bol  Med  Hosp  Infant  Mex.  2015.  http://dx.doi.org

. Fisiología

a  vitamina  D  comprende  un  grupo  de  prohormonas  identifi-
adas  a  partir  del  descubrimiento  del  efecto  antiraquitismo

v
i
r
m

icenses/by-nc-nd/4.0/).

el  aceite  de  hígado  de  bacalao  a  principios  del  siglo  XX2.
a  vitamina  D2  (ergocalciferol)  y la  vitamina  D3  (colecal-
iferol)  son  los  dos  precursores  principales  biológicamente
nertes3,4.  La  vitamina  D3  se  forma  a  partir  de  la  exposición
el  7-dehidrocolesterol  en  la  piel  a  los  rayos  ultravioleta  B
olares  (UVB  290  a  320  nm),  y  se  convierte  en  previtamina
3.  En  un  proceso  dependiente  de  calor,  la  previtamina  D3
s  transformada  a  vitamina  D.  Por  otro  lado,  la  vitamina  D2
e  deriva  de  las  plantas  y  se  produce  exógenamente  por  irra-
iación  del  ergosterol,  y  entra  a  la  circulación  a  través  de
a  dieta2. En  nuestro  organismo,  ambos  precursores  (D2  y
3)  sufren  una  primera  hidroxilación  en  el  hígado  para  con-
ertirse  en  25-hidroxivitamina  D  [25(OH)D],  metabolito  que
e  mide  en  sangre  para  determinar  los  niveles  séricos  de
itamina  D.  La  25(OH)D  requiere  de  una  segunda  hidroxila-
ión  a  nivel  renal  para  convertirse  1,25-dihidroxivitamina

 [1,25(OH)2D],  calcitriol,  el  metabolito  activo  de  esta
itamina5.

La  vitamina  D  desempeña  un  papel  fundamental  para
antener  los  niveles  séricos  de  calcio  y  fósforo.  Sin  esta
 de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportunidad  de
/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011

itamina,  solamente  se  absorbería  del  10  al  15%  del  calcio
ngerido  en  la  dieta  y  alrededor  del  60%  del  fósforo.  Por  esta
azón  la  vitamina  D  tiene  un  gran  efecto  en  la  formación  y
antenimiento  del  hueso6,7.

dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
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Deficiencia  de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportu

3. Requerimientos nutricionales
para los niños sanos

En  el  año  2010,  el  comité  del  Institute  of  Medicine  (IOM)
actualizó  las  recomendaciones  de  ingesta  de  vitamina  D  en
la  población  general,  tanto  del  límite  superior  de  toxici-
dad  [para  mantener  los  niveles  de  vitamina  D  séricos  por
debajo  de  50  ng/ml  (125nmol/l)]  como  de  la  definición  de
deficiencia  [de  20  ng/ml  (40nmol/l)  para  los  requerimientos
del  97.5%  de  la  población  sana].  Recomienda  mantener  los
niveles  séricos  de  vitamina  D  por  arriba  de  20  ng/ml  para
optimizar  el  pico  de  masa  ósea,  prevenir  la  de  pérdida  de
hueso  y  reducir  el  riesgo  de  fracturas  por  osteoporosis8,9.

El  reporte  del  IOM  brinda  recomendaciones  de  ingesta
de  vitamina  D  para  niños  sanos  incluyendo  la  recomenda-
ción  para  los  niños  mayores  de  1  año  de  600  UI  por  día,
con  el  objetivo  de  lograr  concentraciones  séricas  de  25-
hidroxivitamina  D  de  50  nmol/l.  Se  ha  reconocido  que  la
concentración  sérica  de  25(OH)D  en  los  niños  sanos  está  más
identificada  como  un  marcador  de  exposición  a  la  vitamina
D  que  como  un  valor  al  que  se  puedan  atribuir  beneficios
específicos  para  la  salud.  Existe  controversia  en  cuanto  a  la
recomendación  diaria  de  600  UI  por  día;  es  decir,  si  este  valor
satisface  las  necesidades  de  todos  los  niños  sanos,  espe-
cialmente  de  aquellos  que  siendo  sanos  se  encuentran  en
riesgo  de  tener  valores  séricos  menores  de  50  nmol/l.  La
guía  se  basó  en  una  exposición  solar  mínima,  señalando  que
el  bloqueador  solar  es  ampliamente  utilizado  en  los  niños.  En
particular,  la  guía  sobre  la  ingesta  nutricional  de  600  UI/día
incluye  a  los  niños  afroamericanos,  latinos  o  aquellos  con
pigmentación  cutánea  oscura1.

De  acuerdo  a  la  ESPGHAN  (The  European  Society  of
Paediatric  Gastroenterology,  Hepatology  and  Nutrition)  los
lactantes  menores  de  un  año  de  edad  deben  recibir  suple-
mento  oral  de  400  UI/día  bajo  supervisión  de  un  profesional
de  la  salud.  Los  niños  y  adolescentes  deben  continuar  con
un  estilo  de  vida  saludable  y  una  dieta  con  alimentos  ricos
en  vitamina  D.  Sin  embargo,  los  niños  considerados  en  riesgo
de  deficiencia,  aquellos  de  piel  oscura,  los  que  reciben  poca
exposición  solar,  así  como  los  niños  con  obesidad  deben  reci-
bir  un  suplemento  oral.  La  ESPGHAN  considera  los  niveles
séricos  de  vitamina  D  mayores  de  50  nmol/l  suficientes,  y  los
valores  menores  de  25  nmol/l  los  cataloga  como  deficiencia
grave10.

En México,  la  ingesta  diaria  sugerida  de  vitamina
D  se  encuentra  en  la  NORMA  Oficial  Mexicana  NOM-
051-SCFI/SSA1-2010,  ‘‘Especificaciones  generales  de
etiquetado  para  alimentos  y  bebidas  no  alcohólicas
preenvasados---Información  comercial  y  sanitaria’’11.  En
esta  norma  se  sugiere  una  ingesta  diaria  de  5.6  �g  (224  UI)
de  vitamina  D  basada  en  las  recomendaciones  del  Instituto
Nacional  de  Ciencias  Médicas  y  Nutrición  Salvador  Zubirán
(INCMNSZ),  la  cual  es  significativamente  menor  a  las  reco-
mendaciones  de  los  Estados  Unidos  y  Europa,  es  decir,  entre
400  y  1,000  UI/día.  Dicha  recomendación  se  fundamenta  en
el  oficio  emitido  por  el  INCMNSZ  en  2007,  donde  se  comenta
que  ‘‘no  existen  estudios  que  demuestren  la  necesidad
de  adición  de  vitamina  D  a  los  alimentos  en  la  población
mexicana.  En  México,  solamente  se  ven  casos  aislados  de
Cómo  citar  este  artículo:  López-González  D,  et  al.  Deficiencia  

prevención.  Bol  Med  Hosp  Infant  Mex.  2015.  http://dx.doi.org/

raquitismo,  y  la  deficiencia  de  calcio  no  se  considera  un
problema  de  salud  pública;  por  lo  tanto  no  existe  ningún
programa  para  combatirla’’12.  A  partir  de  entonces  no  se
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an  emitido  nuevas  recomendaciones  en  el  país  ni  se  cuenta
on  estudios  formales  que  documenten  la  ingesta  promedio
e  vitamina  D  en  niños  mexicanos.

.  Deficiencia de vitamina D

a  deficiencia  de  vitamina  D  se  asocia  con  raquitismo  en  los
iños  y  osteomalacia  en  los  adultos.  El  raquitismo  nutricional
s  una  enfermedad  prevenible.  Su  principal  característica
s  la  falta  de  calcio  en  los  huesos,  lo  que  afecta  a  los  niños
urante  el  crecimiento.  Esta  enfermedad  se  caracteriza  por
eformidades  de  huesos  largos  y  ensanchamiento  de  las
uñecas  y  articulaciones  costo-condrales;  en  los  lactantes

ausa  retraso  en  el  cierre  de  las  fontanelas  y  craneotabes,
sí  como  hipotonía,  hipocalcemia  con  crisis  convulsivas  y
alla  cardíaca13,14.

Aunque  la  prevalencia  de  raquitismo  había  disminuido  de
orma  importante  con  los  suplementos  dietéticos,  hoy  se
econoce  que  esta  enfermedad  ha  resurgido  en  varios  paí-
es,  principalmente  entre  los  grupos  con  poca  exposición

 los  rayos  solares  UVB,  los  lactantes  hijos  de  madres  con
ajos  niveles  séricos  de  vitamina  D  durante  el  embarazo,  y
quellos  alimentados  exclusivamente  al  seno  materno14.

Una  ingesta  adecuada  de  vitamina  D  y  calcio  durante
a  infancia  reduce  el  riesgo  de  una  pobre  mineralización
squelética,  de  la  pérdida  de  fuerza  ósea,  de  la  reducción
el  pico  de  masa  mineral  ósea  al  final  de  la  pubertad,  así
omo  de  osteoporosis15. En  la  década  del  2000  creció  el
nterés  científico  por  la  relación  entre  el  déficit  de  vita-
ina  D  y  las  enfermedades  crónicas  no  esqueléticas,  como

nfecciones,  enfermedades  autoinmunes  (esclerosis  múlti-
le,  artritis  reumatoide),  cáncer  de  mama,  ovario,  próstata,
olon  y  recto,  así  como  diabetes  mellitus  tipo  II,  enferme-
ades  cardiovasculares  y  metabólicas.  Sin  embargo,  no  ha
odido  establecerse  una  relación  causal.  En  el  meta-análisis
MBRELLA,  publicado  en  2014,  se  presenta  la  evidencia
asada  en  una  revisión  sistemática  realizada  a  partir  de  revi-
iones  y  meta-análisis  de  estudios  observacionales  y  ensayos
línicos  que  evalúan  la  asociación  entre  las  concentraciones
e  vitamina  D  y  un  gran  rango  de  enfermedades.  Se  reportó
a  asociación  de  las  concentraciones  de  vitamina  D  con  el
eso  al  nacimiento,  la  presencia  de  caries  dental  en  niños,
as  concentraciones  maternas  de  vitamina  D,  el  embarazo

 término  y  las  concentraciones  de  la  hormona  paratiroi-
ea  (PTH)  en  enfermedad  renal  crónica  en  pacientes  que
equerían  diálisis.  En  contraste  con  otros  estudios,  estos
allazgos  ponen  en  tela  de  juicio  la  eficacia  de  la  vitamina  D
omo  única  medida  para  la  prevención  de  la  osteoporosis  o
aídas.  Esta  revisión  señala  la  falta  de  meta-análisis  en  rela-
ión  con  enfermedades  autoinmunes,  así  como  de  ensayos
línicos  aleatorizados  sobre  el  suplemento  con  vitamina  D
n  cáncer,  cognición  y  enfermedades  infecciosas16.  Algunos
studios  prospectivos  sugieren  que  los  suplementos  de  vita-
ina  D  que  se  consumen  durante  la  infancia  pueden  reducir

a  incidencia  de  éstas  enfermedades17.
En  México  se  han  realizado  pocas  investigaciones  sobre

a  prevalencia  de  deficiencia  de  vitamina  D.  En  los  esca-
os  reportes,  las  mediciones  séricas  de  esta  vitamina  se
an  llevado  a  cabo  con  distintos  métodos.  Dentro  de  estos
de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportunidad  de
10.1016/j.bmhimx.2015.01.011

studios  en  población  mexicana  es  de  importancia  comentar
l  estudio  multicéntrico  realizado  en  2008,  en  cuatro  cen-
ros  representativos  de  la  Ciudad  de  México,  con  117  niños

dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011


 IN+Model
B

4

s
n
n
E
c
l
t
s
s
p
c
e
d
d
n
2
d
L
d
(
l
m
d

5
v

5

D
d
D
c
c
1
l
l
b
(
r
r
e
c
l
d
e
s
a
e
n
r
e
c
t
1
e
l
a

d
d

p
r
c
e
d
fi
p

s
a
c
d
m
r
e
R
d
L
p
c
a
r
m
c

e
e
d
f
l
b
1
d
p
s
u

5
m

A
t
b
y
s
d
d
t
m
E
a
c
2
s

d
r

ARTICLEMHIMX-77; No. of Pages 10

 

anos  de  3  a  8  años  de  edad,  en  quienes  se  midieron  los
iveles  de  concentración  de  vitamina  D  por  radioinmunoa-
álisis.  Se  reportó  una  media  global  de  59.12  ±  12.82  nmol/l.
l  25%  de  los  niños  presentó  deficiencia  y  el  63%  insuficien-
ia.  Así  mismo,  el  Instituto  Nacional  de  Salud  Pública  analizó
os  datos  de  1,025  niños  de  2  a  12  años  de  edad,  que  par-
iciparon  en  la  ENSANUT  2006,  cuyos  niveles  de  vitamina  D
e  determinaron  por  ELISA.  Se  reportó  una  concentración
érica  promedio  de  25(OH)D3  de  94.6  ±  47  nmol/l.  Los  niños
reescolares  tuvieron  una  mayor  prevalencia  de  deficien-
ia  de  vitamina  D  (24.6%)  en  comparación  con  los  niños  en
dad  escolar  (10.2%).  Del  total  de  la  muestra,  el  16%  tuvo
eficiencia  de  vitamina  D  (25(OH)D3  <50  nmol/l).  El  23%
e  los  niños  presentó  insuficiencia  (25(OH)D3  entre  50  y  75
mol/l)18.  Finalmente,  en  otra  investigación  en  México,  en
61  niños  y  niñas  de  5  a  14  años,  la  mediana  de  concentración
e  25(OH)D  fue  de  26.13  ng/ml  y  de  PTH  fue  de  25  pg/ml.
a  prevalencia  de  deficiencia  de  25(OH)D  (<  20  ng/ml)  fue
el  10%  (n  =  26),  de  insuficiencia  (20-29  ng/ml)  fue  del  60.9%
n  =  159)  y  de  suficiencia  (>  30  ng/ml)  del  29.1%.  Al  analizar
os  posibles  factores  de  riesgo  para  la  deficiencia  de  vita-
ina  D,  no  se  encontró  una  relación  significativa  con  el  uso
e  bloqueador,  exposición  solar  y  el  fototipo  de  piel.

. Grupos en riesgo de presentar déficit de
itamina  D

.1.  Recién  nacidos  pretérmino

urante  el  último  trimeste  del  embarazo  es  cuando  el  pro-
ucto  recibe  el  mayor  aporte  de  minerales  al  esqueleto.
e  acuerdo  con  los  estudios  realizados  por  Widdowson  y
olaboradores  en  cadáveres,  se  sabe  que  la  acreción  de
alcio  en  el  útero  durante  el  tercer  trimestre  varía  de
00  a  130  mg/kg/día,  y  alcanza  la  máxima  acreción  entre
a  semana  32  y  36  de  gestación  (SDG)19.  Debido  a  esto,
os  recien  nacidos  pretérmino  (<  37  SDG)  cuentan  con
ajas  reservas  minerales,  lo  que,  aunado  a  su  bajo  peso
<  2,250  g)  y  a  enfermedades  asociadas,  incrementa  el
iesgo  de  padecer  insuficiencia  mineral  y  derivar  en  alte-
aciones  del  metabolismo  óseo.  El  riesgo  de  no  alcanzar
l  desarrollo  adecuado  en  comparación  con  tablas  de  cre-
imiento  de  referencia  es  elevado20.  Se  ha  reportado  que
os  adultos  con  antecedentes  de  prematurez  presentan  una
ensidad  ósea  menor  en  comparación  con  los  controles  sin
ste  antecedente21.  Los  niveles  de  vitamina  D  en  la  madre
on  determinantes  en  la  mineralizacion  de  los  productos.  De
cuerdo  con  la  revisión  realizado  por  Garza  y  colaboradores
xiste  evidencia  sobre  la  asociación  entre  las  concentracio-
es  maternas  de  vitamina  D  (25(OH)D)  y  la  mása  ósea  del
ecién  nacido.  Las  madres  con  deficiencia  de  vitamina  D  en
l  último  periodo  del  embarazo  tuvieron  productos  con  un
ontenido  mineral  óseo  menor  respecto  de  aquellos  produc-
os  de  madres  con  niveles  ‘‘plenos’’  de  vitamina  D  (media
.04  kg  ±  0.16  vs.  1.16  kg  ±  0.17,  p  =  0.002).  Esta  asociación
ntre  las  bajas  concentraciones  de  25(OH)D  de  la  madre  y
a  acreción  mineral  ósea  en  la  infancia  persiste  hasta  los  9
Cómo  citar  este  artículo:  López-González  D,  et  al.  Deficiencia
prevención.  Bol  Med  Hosp  Infant  Mex.  2015.  http://dx.doi.org

ños  de  edad22.
No  existen  estudios  poblacionales  sobre  la  prevalencia

e  raquitismo  en  los  recién  nacidos  pretérmino.  Aproxima-
amente  del  10  al  20%  de  los  recién  nacidos  hospitalizados
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or  bajo  peso  (<  1,000  g)  presentan  signos  radiográficos  de
aquitismo  (cambios  metafisiarios),  a  pesar  de  las  prácti-
as  nutricionales  que  se  lleven  a cabo23.  Esta  frecuencia  ya
s  mucho  menor  en  comparación  con  el  50%  de  incidencia
escrito  previamente  para  esta  población,  antes  de  la  forti-
cación  de  la  leche  humana  y  del  uso  rutinario  de  fórmulas
ara  prematuro  con  alto  contenido  mineral24.

Las  recomendaciones  del  IOM  únicamente  se  refieren  al
uplemento  en  niños  eutróficos  para  prevenir  el  raquitismo
sociado  con  deficiencia  de  vitamina  D  (400  UI  al  día).  No
onsideran  poblaciones  especiales,  como  los  recien  naci-
os  (RN)  pretérmino.  Los  pretérmino  tienen  requerimientos
inerales  óseos  únicos,  que  no  pueden  considerarse  simila-

es  a  los  de  los  RN  de  término.  Los  lineamientos  realizados
n  los  Estados  Unidos  limitaban  sus  recomendaciones  a  los
N  de  término,  por  lo  que  la  ESPGAHN  describió  recomen-
aciones  enterales  nutricionales  para  los  bebés  pretérmino.
a  ESPGHAN  recomienda  una  ingesta  de  800  a  1,000  UI/día
ara  pretérmino,  con  el  objetivo  de  mejorar  las  concentra-
iones  séricas  de  25(OH)D  y  plasmáticas  de  1,25(OH)2D,  y
sí  subsecuentemente  las  tasas  de  absorción  de  calcio.  La
ecomendación  es  la  misma  para  lactantes  pretérmino  ali-
entados  al  seno  materno  como  para  aquellos  alimentados

on  fórmula  láctea25.
De  acuerdo  con  las  conclusiones  publicadas  por  Abrams

n  2013,  el  manejo  rutinario  de  los  infantes  pretérmino,
specialmente  aquellos  de  bajo  peso  (<  1,800  a  2,000  g),
ebe  incluir  leche  humana  fortificada  con  minerales  o
órmulas  diseñadas  para  recién  nacidos  pretérmino.  La  eva-
uación  rutinaria  del  estado  mineral  óseo  mediante  métodos
ioquimicos  está  indicada  para  infantes  de  bajo  peso  (<
,500  g).  Dichas  pruebas  deben  realizarse  4  a  5  semanas
espues  del  nacimiento.  Cuando  los  infantes  alcanzan  un
eso  > 1,500  g  y  toleran  la  alimentación  enteral  total,  deben
er  suplementados  con  vitamina  D  desde  400  UI/día  hasta
n  máximo  de  1,000  UI/día26.

.2.  Lactantes  con  alimentación  exclusiva  al  seno
aterno

ctualmente  se  ha  reportado  un  resurgimiento  del  raqui-
ismo  en  los  lactantes  alimentados  al  seno  materno.  Los
ebés  que  son  alimentados  exclusivamente  al  seno  materno

 no  reciben  suplementos  con  vitamina  D  y  una  exposición
olar  adecuada,  estan  en  riesgo  de  desarrollar  deficiencia
e  vitamina  D  o  raquitismo13.  El  raquitismo  por  deficiencia
e  vitamina  D  se  presenta  con  mayor  frecuencia  en  lactan-
es  de  piel  oscura  alimentados  al  seno  materno,  hijos  de
adres  deficientes  de  vitamina  D,  y  lactancia  exclusiva27---29.

studios  preliminares  sugieren  que  los  lactantes  alimentados
l  seno  materno,  hijos  de  madres  que  toman  suplementos
on  altas  dosis  de  vitamina  D3,  logran  niveles  de  vitamina
5(OH)D  circulantes  similares  que  los  lactantes  que  reciben
uplemento  oral  con  vitamina  D3

30.
El  contenido  de  vitamina  D  de  la  leche  humana  depende

el  estado  materno  de  vitamina  D.  Una  mujer  lactando  que
ecibe  un  suplemento  de  400  UI/día  de  vitamina  D,  tendrá
 de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportunidad  de
/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011

eche  con  un  contenido  de  vitamina  D  de  25  a  78  UI/l13.
La  recomendación  para  prevenir  el  raquitismo  infantil,

anto  en  Europa  como  en  los  Estados  Unidos,  es  el  suple-
ento  con  400  UI/día  de  vitamina  D,  lo  que  equivale  a

dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011
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Deficiencia  de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportu

una  cucharada  cafetera  de  aceite  de  hígado  de  bacalao.
Los  lactantes  alimentados  exclusiva  o  parcialmente  al  seno
materno  deben  recibir  un  suplemento  de  400  UI/día  de  vita-
mina  D,  comenzando  desde  los  primeros  días  de  vida.  Este
suplemento  debe  continuar  hasta  que  el  lactante  sea  deste-
tado  y  consuma  al  menos  1  l/día  de  fórmula  fortificada  con
vitamina  D  o  leche  entera.  La  leche  entera  no  debe  adminis-
trarse  antes  de  cumplir  los  12  meses  de  edad.  Para  los  niños
entre  12  meses  y  2  años  de  edad  con  sobrepeso  u  obesidad,
o  con  historia  familiar  de  obesidad,  dislipidemia  o  enferme-
dad  cardiovascular,  se  recomienda  el  uso  de  leche  reducida
en  grasa13.

5.3.  Obesidad

Se  ha  reportado  que  los  obesos  presentan  menores  con-
centraciones  séricas  de  25(OH)D31,32.  Aunque  diversos
estudios  han  mostrado  que  los  niveles  cutáneos  de  7-
dehidrocolesterol  (precursor  de  la  vitamina  D3)  son  similares
en  sujetos  obesos  como  no  obesos33,  se  piensa  que  la  grasa
subcutánea  (reservorio  de  vitamina  D)  secuestra  la  vita-
mina  D  sintetizada  en  la  piel,  lo  que  se  traduce  en  menos
liberación  de  vitamina  D  de  la  piel  a  la  circulación  en  el
sujeto  obeso  en  comparación  con  los  sujetos  no  obesos34.
Los  niños  y  adultos  con  sobrepeso  y  obesidad  han  mostrado
deficiencia  de  vitamina  D.  En  México,  Elizondo  y  colaborado-
res  determinaron  la  prevalencia  de  deficiencia  de  vitamina
D  y  su  asociación  con  obesidad  y  estilo  de  vida  en  escola-
res  de  seis  escuelas  públicas  de  Monterrey35.  Este  estudio
reportó  insuficiencia  en  el  61.2%  (21  a  29  ng/ml)  y  defi-
ciencia  en  el  20.2%  (<  20  ng/ml)  de  una  muestra  de  198
sujetos.  Al  estratificar  la  muestra  por  índice  de  masa  cor-
poral  (presencia  o  ausencia  de  obesidad),  se  encontró  una
diferencia  significativa  en  las  concentraciones  de  25(OH)D
entre  los  grupos:  los  pacientes  obesos  tuvieron  concen-
traciones  menores  (23.05  ±  5.396  ng/ml)  respecto  de  los
sujetos  sin  obesidad  (26.39  ±  6.066  ng/ml),  con  una  diferen-
cia  de  medias  de  3.34  (IC  95%  1.73---4.95  p  =  0.001).

En  los  niños  con  obesidad,  los  niveles  circulantes  de
25(OH)D  pueden  ser  bajos,  aunque  las  reservas  corporales
no  sean  deficientes.  Hasta  este  momento  no  se  ha  demos-
trado,  por  medio  de  ensayos  clínicos,  un  beneficio  clínico
específico  de  la  ingesta  de  dosis  de  vitamina  D  superiores  a
las  recomendaciones  diarias  para  niños  sanos36.

En  los  estudios  donde  se  logra  una  pérdida  de  peso  mode-
rada,  se  ha  encontrado  un  incremento  en  los  niveles  séricos
circulantes  de  25(OH)D,  a  pesar  de  mantener  estable  la
ingesta  de  vitamina  D,  y  dicho  incremento  ha  sido  proporcio-
nal  a  la  pérdida  de  peso.  No  existe  evidencia  de  algún  efecto
en  la  salud  ósea,  u  otras  condiciones  de  salud,  de  una  ingesta
de  vitamina  D  superior  a  los  requerimientos  sugeridos  en
personas  con  obesidad37.

6. Enfermedades que cursan con alteraciones
en  el metabolismo de la vitamina D
Cómo  citar  este  artículo:  López-González  D,  et  al.  Deficiencia  

prevención.  Bol  Med  Hosp  Infant  Mex.  2015.  http://dx.doi.org/

6.1.  Insuficiencia  renal  crónica

Entre  las  alteraciones  derivadas  de  la  enfermedad  renal
crónica  (ERC)  se  encuentra  una  menor  actividad  de  la
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-alfa-hidroxilasa,  que  conduce  a  una  disminución  en  la  pro-
ucción  de  calcitriol,  resultando  en  una  disminución  de  la
bsorción  intestinal  de  calcio  y  excreción  renal  de  fosfato,
on  consecuente  hipocalcemia  e  hiperfosfatemia.  La  hipo-
alcemia  reduce  la  actividad  de  los  receptores  sensibles  al
alcio  en  la  glándula  paratiroides  y  estimula  la  secreción
e  PTH.  La  PTH,  en  respuesta  a los  bajos  niveles  séricos  de
alcio  y  niveles  elevados  de  fosfato,  incrementa  la  reabsor-
ión  tubular  de  calcio  y  la  secreción  de  fosfato;  así  mismo,
stimula  la  enzima  renal  1-alfa-hidroxilasa  para  producir
,25(OH)2D.  Sin  embargo,  los  pacientes  con  ERC  no  son
apaces  de  producir  cantidades  adecuadas  de  1,25(OH)2D.
demás,  estos  pacientes  pueden  presentar  carencias  nutri-
ionales  por  una  ingesta  inadecuada  secundaria  a  la  hipoxia
rémica  y  por  la  restricción  dietética  a  la  que  son  someti-
os,  lo  que  produce  una  cantidad  inadecuada  de  sustratos
ara  la  conversión  del  calcitriol38.  Esta  observación  indica
a  necesidad  de  mantener  una  vigilancia  de  la  deficiencia  de
itamina  D  en  pacientes  con  compromiso  de  la  función  renal,
ndependientemente  del  remplazo  regular  con  calcitriol.  Las
uías  actuales  de  la  Kidney  Disease  Outcomes  Quality  Initia-
ive  sugieren  la  medición  de  los  niveles  de  25(OH)D  si  los
iveles  séricos  de  PTH  están  por  encima  del  rango  esperado
ara  la  enfermedad  renal  crónica  estadio  II  y  en  adelante,
omo  un  intento  de  retrasar  el  hipertiroidismo  secundario  y
us  efectos39.

Los  niños  con  insuficiencia  renal  tienen  un  riesgo  elevado
e  presentar  alteraciones  del  desarrollo  óseo  por  osteodis-
rofia  renal  con  concomitante  deficiencia  de  vitamina  D.
os  niveles  de  deficiencia  de  vitamina  D  en  esta  enferme-
ad  alcanzan  una  prevalencia  de  hasta  el  75%  (niveles  de
5(OH)D  <  37.5  nmol/l)  en  esta  población40.  Igualmente,  la
revalencia  de  hiperparatiroidismo  en  la  ERC  es  alta,  así
omo  la  relación  significativa  entre  los  niveles  de  PTH  y
5(OH)D,  independientemente  de  los  niveles  de  calcitriol.  El
ptimizar  los  niveles  de  vitamina  D  puede  brindar  un  benefi-
io  adicional  para  prevenir  o  mejorar  el  hipoparatiroidismo
n  pacientes  con  ERC  temprana,  y  es  importante  como  parte
el  tratamiento  adyuvante  del  niño  con  ERC41---43.

Recientemente  se  han  publicado  múltiples  guías  de  prác-
ica  clínica  sobre  el  suplemento  con  vitamina  D  en  niños

 adultos  con  ERC.  La  guía  más  reciente  hace  hincapié  en
a  falta  resultados  que  respalden  el  suplemento  en  ERC  y
ecomiendan  la  corrección  de  la  deficiencia  de  vitamina

 utilizando  las  mismas  estrategias  que  para  la  población
eneral.  Estudios  observacionales  en  pacientes  con  ERC  han
sociado  la  deficiencia  de  vitamina  D  con  mortalidad,  resis-
encia  a  la  insulina,  anemia,  inflamación  y  progresión  de  la
nfermedad  renal44---46.

.2.  Cáncer

l  desarrollo  de  terapias  curativas  para  los  padecimien-
os  oncológicos  pediátricos  ha  generado  una  población
reciente  de  niños  sobrevivientes  en  riesgo  de  presentar
lteraciones  del  metabolismo  óseo,  ya  que  el  tratamiento
el  cáncer  puede  interferir  con  la  obtención  del  pico  de
de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportunidad  de
10.1016/j.bmhimx.2015.01.011

asa  ósea,  y  predisponer  potencialmente  al  inicio  prema-
uro  de  osteopenia  y  osteoporosis,  o  complicaciones  más
raves.  Las  deficiencias  minerales  óseas  se  han  reportado
espués  del  tratamiento  oncológico,  y  representan  una

dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011
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orbilidad  que  puede  reducirse  o  prevenirse  a  través  de
ambios  de  estilo  de  vida  y  un  diagnóstico  oportuno  al  sospe-
harse  como  secuelas  del  cáncer  (como  el  hipogonadismo)47.

La  etiología  del  déficit  de  densidad  mineral  ósea  (DMO)
n  los  pacientes  pediátricos  con  cáncer  es  multifacto-
ial,  e  incluye  efectos  directos  e  indirectos  del  cáncer  y
u  tratamiento  que  resultan  en  pérdida  ósea,  disminución
el  crecimiento  óseo  y  decremento  del  depósito  mineral.
a  infiltración  maligna  y  algunos  agentes  quimioterapéuti-
os,  como  el  metotrexato  y  los  glucocorticoides,  pueden
nterferir  directamente  con  el  metabolismo  mineral,  redu-
iendo  la  acreción  mineral  ósea  durante  la  terapia47---49.
ambién  una  nutrición  inadecuada  y  la  inactividad  física
resultado  del  cáncer  y  del  tratamiento),  así  como  algunos
fectos  secundarios  del  tratamiento,  como  endocrinopatías
ipotálamo-hipofisiarias  e  hipogonadismo  primario,  pueden
casionar  déficit  de  la  DMO.

Los  efectos  adversos  de  los  agentes  quimioterapéuticos
obre  metabolismo  óseo  ya  se  han  descrito.  Los  agentes
lquilantes  pueden  contribuir  al  déficit  de  DMO,  y  al  dete-
ioro  de  la  función  gonadal.  De  forma  similar,  la  radiación
uede  resultar  en  osteopenia,  causando  alteraciones  del  eje
ipotálamo-hipófisis  o  disfunción  gonadal.  Finalmente,  el
éficit  mineral  en  los  sobrevivientes  tratados  con  trasplante
e  células  hematopoyéticas  puede  resultar  de  los  tratamien-
os  descritos,  así  como  de  la  radiación  corporal  total  o  de  los
edicamentes  utilizados  para  mantener  los  injertos  y  evitar

omplicaciones,  como  enfermedad  de  injerto  contra  hués-
ed  o  del  tratamiento  para  las  endocrinopatías.  Así  mismo,
a  predisposición  genética,  como  ser  caucásicos,  y  el  estilo
e  vida  pueden  conferir  al  paciente  un  riesgo  adicional.
os  factores  genéticos  no  son  modificables.  Sin  embargo,  el
stilo  de  vida,  por  ejemplo  la  escasa  movilidad  secundaria

 una  intervención  quirúrgica  o  la  escasa  ingesta  de  calcio  y
itamina  D,  puede  tener  un  impacto  negativo  en  la  modela-
ión  ósea  y  en  lograr  un  pico  de  masa  ósea.  Por  ello,  estos
acientes  pueden  beneficiarse  de  una  ingesta  de  calcio  y
itamina  D  basada  en  las  recomendaciones  diarias50.

En  estudios  que  han  utilizado  absorción  dual  de  rayos  X
e  ha  mostrado  una  reducción  en  la  DMO  durante  el  trata-
iento  de  la  enfermedad51.  Los  estudios  longitudinales  del

ontenido  mineral  óseo  en  sobrevivientes  de  leucemia  linfo-
lástica  aguda  (LLA)  en  edad  pediátrica  (sin  haber  recibido
adiación  de  cráneo)  sugieren  que  el  tratamiento  de  LLA  no
esulta  en  efectos  perjudiciales  a  largo  plazo  en  el  desarrollo
seo.  Sin  embargo,  la  falta  de  una  completa  normalización
e  la  DMO  trabecular  y  cortical  indica  que  estos  pacientes
equieren  de  un  suplemento  suficiente  con  vitamina  D.  Los
iños  con  LLA,  durante  y  poco  después  del  tratamiento,  pre-
entan  un  riesgo  seis  veces  mayor  de  fracturas  vertebrales
n  comparación  con  los  controles52.

Aún  es  incierto  el  beneficio  del  suplemento  con  vitamina
 durante  la  quimioterapia,  específicamente  del  calcitriol,
a  que  se  ha  reportado  un  modesto  deterioro  de  la  citoto-
icidad  de  la  dexametasona,  así  como  de  la  inducción  de
poptosis  en  células  humanas  pre-LLA53.
Cómo  citar  este  artículo:  López-González  D,  et  al.  Deficiencia
prevención.  Bol  Med  Hosp  Infant  Mex.  2015.  http://dx.doi.org

.3.  Malabsorción  de  grasas

a  vitamina  D  es  una  vitamina  liposoluble  que  requiere  la
resencia  de  grasas  de  la  dieta  en  el  intestino  para  su
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bsorción.  Es  por  esto  que  se  ha  documentado  la  deficien-
ia  de  vitamina  D  por  algunas  condiciones  patológicas  que
e  asocian  con  una  mala  absorción  de  grasas,  como  la  enfer-
edad  de  Crohn,  fibrosis  quística  (FQ),  enfermedad  celíaca,

esección  quirúrgica  gástrica  parcial  o  intestinal.  Los  pacien-
es  con  FQ  sufren  de  una  insuficiencia  pancreática  exocrina,
o  cual  resulta  en  malabsorción  de  vitaminas  liposolubles,
ncluyendo  la  vitamina  D.  Los  pacientes  con  FQ  absorben
enos  del  50%  de  lo  normal  de  vitamina  D,  dependiendo  del

rado  de  insuficiencia  exocrina54.

.4.  Enfermedad  inflamatoria  intestinal

as  enfermedades  inflamatorias  intestinales  (EII),  inclu-
endo  la  enfermedad  de  Crohn  y  la  colitis  ulcerosa,
on  padecimientos  multifactoriales  caracterizados  por  la
nflamación  del  intestino,  malabsorción  de  nutrimentos  y
esmineralización  ósea.  Estudios  realizados  in  vivo  en  mode-
os  animales  indican  que  la  1,25(OH)2D  desempeña  un  papel
n  la  fisiopatología  de  formas  experimentalmente  induci-
as  de  EII.  En  ratones,  se  ha  logrado  inhibir  el  desarrollo
e  EII  con  esta  forma  activa  de  vitamina  D55. Algunos  estu-
ios  actuales  han  implicado  la  manipulación  de  la  inmunidad
nnata  aberrante  de  la  microbiota  intestinal  como  un  ini-
iador  del  daño  de  la  inmunidad  adaptativa  asociado  con  la
nfermedad  de  Crohn56. Se  propone  que  el  efecto  de  la  vita-
ina  D  en  esta  enfermedad  puede  involucrar  ambas  vías,

a  activación  de  la  inmunidad  innata  junto  con  la  supre-
ión  de  la  inmunidad  adaptativa  y  la  inflamación  asociada.
esde  hace  5  años  se  ha  reconocido  que  la  desmineraliza-
ión  ósea,  incluyendo  la  osteopenia  y  la  osteoporosis,  ha
ido  resultado  clínicamente  significativo  de  la  enfermedad
n  los  pacientes57,58.  Múltiples  estudios  reportan  una  pre-
alencia  superior  al  30%  de  niveles  bajos  de  25(OH)D  en
acientes  con  EII59,60.  En  un  ensayo  clínico  controlado  se  ana-
izó  la  seguridad  y  eficacia  de  la  repleción  con  vitamina  D  en
acientes  con  EII  (de  5  a  21  años  de  edad)  y  niveles  séricos
e  25(OH)D  <  50  nmol/l.  En  este  estudio  se  compararon  dosis
rales  de  2,000  UI  diarias  de  vitamina  D3  y  dosis  de  50,000
I  de  vitamina  D2  semanalmente  durante  6  semanas,  y  se
ncontró  que  la  dosis  de  2,000  UI  diarias  durante  6  semanas
levó  mejor  los  niveles  séricos  de  25(OH)D60.

.5.  Asma

a  insuficiencia  y  deficiencia  de  vitamina  D  es  común  en
os  niños  con  asma.  Muchos  de  los  factores  de  riesgo  que
e  han  asociado  con  hipovitaminosis  D  (como  son  etnicidad
froamericana  y  obesidad)  se  asocian  igualmente  con  asma.
rehm  y  colaboradores  reportaron  una  prevalencia  del  35%
e  niveles  séricos  de  25(OH)D  <  75  nmol/l  entre  una  muestra
e  1,024  niños  con  asma  moderada  persistente;  así  mismo,
e  asoció  un  mayor  riesgo  de  requerir  hospitalizaciones  o
cudir  a  los  servicios  de  emergencia  entre  estos  niños61.

Se  ha  estudiado  el  suplemento  con  vitamina  D  como
edida  de  control  de  asma  y  riesgo  de  infecciones  respi-

atorias  agudas.  En  el  estudio  de  Majak  y  colaboradores
 de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportunidad  de
/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011

os  pacientes  que  recibieron  500  UI  de  colecalciferol  al  día
urante  6  meses  presentaron  menor  riesgo  de  exacerbación
el  asma  desencadenada  por  una  infección  del  tracto  res-
iratorio.  Estos  resultados  indican  un  efecto  benéfico  del

dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011
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Deficiencia  de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportu

suplemento  con  vitamina  D  en  los  niños  deficientes  de  la
misma  con  asma  e  infecciones  respiratorias  agudas62.

6.6.  Trastornos  de  la  alimentación

Dentro  de  los  trastornos  de  la  alimentación  se  agrupan  varias
entidades  clínicas,  como  la  anorexia  nerviosa,  bulimia  ner-
viosa,  trastornos  de  alimentación  por  alcoholismo  y  otros
trastornos  no  especificados.  Los  trastornos  de  la  alimenta-
ción  colocan  a  los  adolescentes  y  a  los  adultos  jóvenes  en
riesgo  de  daño  a  la  salud  ósea.  La  baja  DMO  observada  en
aquellos  que  sufren  trastornos  de  la  alimentación  es  causada
por  una  falla  en  la  acreción  del  pico  de  masa  ósea  durante  la
adolescencia,  así  como  una  pérdida  ósea  durante  los  prime-
ros  años  de  la  vida  adulta63,64.  Los  pacientes  con  trastornos
de  la  alimentación  y  pérdida  de  masa  ósea  pueden  cursar
asintomáticos  o  padecer  de  dolor  óseo,  y  presentar  una  alta
incidencia  de  fracturas.  Los  adolescentes  con  trastornos  de
la  alimentación  están  propensos  a  padecer  fracturas  por
estrés,  cifoescoliosis,  y  disminución  de  la  estatura  o  falta
de  crecimiento65.  La  pérdida  ósea  en  los  trastornos  de  la
alimentación  es  frecuentemente  irreversible  y  las  modali-
dades  de  tratamiento  limitadas.  La  pérdida  ósea  en  estos
trastornos  puede  ocurrir  dentro  de  los  primeros  12  meses
del  inicio  de  la  enfermedad66.

Muchos  mecanismos  influyen  en  la  disminución  de  la  DMO
de  los  sujetos  con  trastornos  de  la  alimentación,  incluyendo
una  baja  ingesta  calórica  y  malnutrición,  con  bajos  nive-
les  séricos  del  factor  de  crecimiento  similar  a  la  insulina
(IGF-1);  bajo  peso  corporal  y  una  reserva  escasa  de  tejido
adiposo,  con  bajos  niveles  de  leptina  y  altos  niveles  de  pép-
tido  YY;  deterioro  de  la  función  tiroidea;  hipogonadismo,
con  disminución  de  los  niveles  de  hormonas  sexuales;  y  altos
niveles  de  cortisol  circulante67.  La  restricción  alimentaria
combinada  con  ejercicio  excesivo  en  mujeres  sanas  presenta
efectos  adversos  en  la  formación  y  resorción  ósea68.

El  mayor  acúmulo  de  masa  ósea  en  las  niñas  ocurre  entre
los  11  y  14  años  de  edad.  Los  factores  ambientales  con  más
influencia  sobre  dicho  acúmulo  de  masa  ósea  en  los  adoles-
centes  son  los  niveles  de  estrógenos,  el  ejercicio,  el  peso
corporal  y  la  nutrición.  Todos  estos  factores  se  intersectan
en  las  adolescentes  con  trastornos  de  la  alimentación,  delga-
dez  excesiva  y  amenorrea69.  La  alteración  de  estos  factores
y  la  interrupción  de  los  procesos  fisiológicos  normales  para
la  adquisición  del  hueso  pueden  resultar  en  una  masa  ósea
menor  a  la  esperada.  El  peso  corporal  ----ajustado  por  la  esta-
tura  e  influenciado  por  la  genética  y  factores  ambientales----
es  la  variable  que,  de  forma  aislada,  más  influye  en  la  masa
ósea69.  La  delgadez  excesiva  durante  la  adolescencia  con-
duce  a  una  baja  masa  ósea  durante  la  adultez  y  a  menores
reservas  óseas,  para  llegar  a  la  menopausia  con  una  baja
DMO  y  mayor  riesgo  de  fracturas70,71.

Los  minerales,  como  el  calcio,  fósforo,  magnesio  y  vita-
mina  D,  son  nutrientes  esenciales  para  la  mineralización
ósea.  El  metabolismo  del  calcio  es  anormal  en  los  pacien-
tes  con  trastornos  de  la  alimentación.  La  biodisponibilidad
de  la  vitamina  D  en  sujetos  con  anorexia  nerviosa  es  similar
Cómo  citar  este  artículo:  López-González  D,  et  al.  Deficiencia  

prevención.  Bol  Med  Hosp  Infant  Mex.  2015.  http://dx.doi.org/

a  los  sujetos  con  peso  normal,  y  puede  no  ser  diferente  el
dosificarlos  con  vitamina  D72.

No  se  ha  podido  demostrar  la  efectividad  de  administrar
suplementos  de  calcio  y  vitamina  D  para  incrementar  la  DMO
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n  la  anorexia  nerviosa73.  Sin  embargo,  se  recomienda  opti-
izar  la  ingesta  de  calcio  y  vitamina  D.  La  deficiencia  de

itamina  D  puede  exacerbar  el  deterioro  del  metabolismo
seo  en  la  anorexia74.  El  IOM  recomienda  1,300  mg/día  de
alcio,  con  límite  de  3,000  mg,  y  vitamina  D3  600  UI/día,
on  un  límite  de  4,000  UI,  para  edades  de  9  a  18  años.

.  Tratamientos farmacológicos asociados a
éficit  de vitamina D

.1.  Terapia  Intensiva

e  ha  reportado  una  alta  prevalencia  (40-69%)  de  con-
entraciones  bajas  de  vitamina  D  (<  50  nmol/l)  en  niños
ríticamente  enfermos  internados  en  servicios  de  terapia
ntensiva.  Se  ha  observado  una  mayor  deficiencia  en  niños  de
ayor  edad  y  de  piel  oscura.  Se  han  encontrado  niveles  de

itamina  D  significativamente  reducidos  en  los  pacientes  con
nfermedad  grave  al  momento  de  su  admisión  hospitalaria.
a  hipocalcemia,  el  uso  de  catecolaminas  y  la  administra-
ión  de  bolos  de  volumen  se  han  asociado  frecuentemente
on  la  disminución  de  los  niveles  circulantes  de  vitamina  D.

 mayor  gravedad  y  más  días  de  estancia  en  las  unidades  de
erapia  intensiva,  existe  una  mayor  probabilidad  de  tener
eficiencia  de  vitamina  D.

No  existen  consensos  ni  lineamientos  para  el  suplemento
e  vitamina  D  en  estos  pacientes.  Por  ello,  se  requiere  de
ayor  investigación  y  de  un  protocolo  de  estudio  sobre  el

uplemento  en  las  unidades  de  terapia  intensiva,  ya  que  se
a  observado  que  aquellos  niños  que  recibieron  suplemento
on  vitamina  D  o  que  ingirieron  fórmulas  suplementadas  con
itamina  D  presentaron  mejores  niveles  de  concentración  de
a  25(OH)D75---77.

.2.  Uso  de  medicamentos  anticonvulsivos

l  uso  a  largo  plazo  de  los  medicamentos  anticomiciales,
ambién  llamados  fármacos  antiepilépticos,  utilizados  para
ratar  las  crisis  convulsivas  y  el  trastorno  bipolar,  como  el
enobarbital,  la  fenitoína  y  carbamacepina  así  como  el  anti-
iótico  rifampicina,  pueden  causar  osteomalacia78---80.  Dicho
fecto  adverso  deletéreo  es  producido  a  través  de  la  induc-
ión  del  catabolismo  de  1,25(OH)2D.

.3.  Uso  crónico  de  esteroides

os  esteroides  ejercen  su  efecto  en  el  hueso  a  través  de
últiples  vías,  incluyendo  una  disminución  en  la  actividad

steoblástica,  incrementando  la  resorción  ósea,  interfi-
iendo  con  el  eje  hormona  de  crecimiento-IGF-1,  reduciendo
a  fuerza  muscular  y  alterando  el  balance  del  calcio  a  nivel
ntestinal  y  renal81. Los  niños  y  los  adolescentes  que  se
xponen  a  altas  dosis  de  esteroides  (dosis  equivalentes  a

2

de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportunidad  de
10.1016/j.bmhimx.2015.01.011

o  será  posible  recuperar  los  valores  normales  de  esta48. Así,
l  uso  de  glucocorticoides  más  potentes,  como  la  dexame-
asona,  se  ha  asociado  con  una  alta  incidencia  de  déficit  de
MO  y  fracturas82.

dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011
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. Monitorización del suplemento con
itamina D

 pesar  del  suplemento  con  400  UI/día,  los  niños  con  défi-
it  de  vitamina  D  pueden  continuar  con  esta  deficiencia  ya
ue  pueden  requerir  dosis  mayores  de  vitamina  D  para  man-
ener  niveles  normales.  En  estos  niños  deben  determinarse
os  niveles  circulantes  de  vitamina  D  mediante  pruebas  de
aboratorio  (concentraciones  séricas  de  25(OH)D,  concen-
raciones  de  PTH  y  determinación  del  estado  mineral  óseo).
i  se  inicia  el  suplemento  con  vitamina  D,  los  niveles  séricos
eben  monitorizarse  cada  3  meses  hasta  que  se  alcancen
os  niveles  normales.  El  estado  mineral  óseo  y  los  niveles
e  PTH  pueden  monitorizarse  cada  6  meses  hasta  que  se
ormalicen.

. Conclusiones

a  infancia  y  la  adolescencia  son  periodos  cruciales  para
l  desarrollo  de  un  esqueleto  sano;  sin  embargo,  en  estos
eriodos  de  la  vida  existen  muchas  condiciones  mórbidas,
ue  incluyen  la  deficiencia  de  vitamina  D.  Es  importante
ue  los  clínicos  reconozcan  que  existen  poblaciones  donde
e  debe  recomendar  un  suplemento  universal  en  poblacio-
es  como  los  recién  nacidos,  los  neonatos  pretérmino  y  los
iños  alimentados  exclusivamente  con  seno  materno.

Se  ha  reportado  un  aumento  en  la  deficiencia  de  vitamina
 en  los  últimos  años.  No  existe  un  consenso  con  respecto

 los  niveles  de  suficiencia  de  vitamina  D,  además  de  que
os  valores  de  corte  varían  de  20  a  30  ng/ml.  Las  recomen-
aciones  de  ingesta  dietética  en  la  literatura  internacional
e  han  adecuado  a  valores  entre  400-1,000  UI,  dependiendo
el  grupo  etario.  La  deficiencia  de  vitamina  D  se  ha  con-
iderado  rara  en  México,  y  la  falta  de  evidencia  no  ha
ermitido  establecer  las  recomendaciones  de  ingesta  diaria
e  acuerdo  con  las  consideraciones  del  Instituto  Nacional  de
iencias  Médicas  y  Nutrición  Salvador  Zubirán.  Sin  embargo,
oy  debe  reconocerse  como  un  problema  de  salud,  meritorio
e  atención  y  acción.  Se  sugiere  que  se  lleven  a  cabo  estu-
ios  prospectivos  en  México,  donde  se  establezca  la  relación
ntre  la  deficiencia  sérica  de  vitamina  D  y  la  pobre  minera-
ización  ósea.
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Fedelešova V, et al. Insulin resistance and vitamin D deficiency
in patients with chronic kidney disease stage 2-3. Physiol Res.
2011;60:149---55.

6

 PRESS
d  de  prevención  9

7. Warner JT, Evans WD, Webb DK, Bell W,  Gregory JW. Relative
osteopenia after treatment for acute lymphoblastic leukemia.
Pediatr Res. 1999;45 4 Pt 1:544---51.

8. Mandel K, Atkinson S, Barr RD, Pencharz P. Skeletal morbi-
dity in childhood acute lymphoblastic leukemia. J Clin Oncol.
2004;22:1215---21.

9. Pfeilschifter J, Diel IJ. Osteoporosis due to cancer treatment:
pathogenesis and management. J Clin Oncol. 2000;18:1570---93.

0. Wasilewski-Masker K, Kaste SC, Hudson MM, Esiashvili N, Mat-
tano LA, Meacham LR. Bone mineral density deficits in survivors
of childhood cancer: long-term follow-up guidelines and review
of the literature. Pediatrics. 2008;121:e705---13.

1. Halton J, Gaboury I, Grant R, Alos N, Cummings EA, Mat-
zinger M, et al. Advanced vertebral fracture among newly
diagnosed children with acute lymphoblastic leukemia: results
of the Canadian Steroid-Associated Osteoporosis in the Pedia-
tric Population (STOPP) research program. J Bone Miner Res.
2009;24:1326---34.

2. van der Sluis IM, van den Heuvel-Eibrink MM, Hählen K, Krenning
EP, de Muinck Keizer-Schrama SM. Altered bone mineral density
and body composition, and increased fracture risk in childhood
acute lymphoblastic leukemia. J Pediatr. 2002;141:204---10.

3. Antony R, Sheng X, Ehsanipour EA, Ng E, Pramanik R, Klemm
L, et al. Vitamin D protects acute lymphoblastic leukemia cells
from dexamethasone. Leuk Res. 2012;36:591---3.

4. Lo CW, Paris PW, Clemens TL, Nolan J, Holick MF. Vitamin D
absorption in healthy subjects and in patients with intestinal
malabsorption syndromes. Am J Clin Nutr. 1985;42:644---9.

5. Froicu M, Weaver V, Wynn TA, McDowell MA, Welsh JE,
Cantorna MT. A crucial role for the vitamin D receptor in
experimental inflammatory bowel diseases. Mol Endocrinol.
2003;17:2386---92.

6. Guarner F. [The intestinal microbiota and inflammatory bowel
disease]. Gastroenterol Hepatol. 2011;34:147---54.

7. Benchimol EI, Ward LM, Gallagher JC, Rauch F, Barrowman N,
Warren J, et al. Effect of calcium and vitamin D supplemen-
tation on bone mineral density in children with inflammatory
bowel disease. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2007;45:538---45.

8. Sylvester FA, Wyzga N, Hyams JS, Davis PM, Lerer T, Vance K,
et al. Natural history of bone metabolism and bone mineral den-
sity in children with inflammatory bowel disease. Inflamm Bowel
Dis. 2007;13:42---50.

9. Levin AD, Wadhera V, Leach ST, Woodhead HJ, Lemberg DA,
Mendoza-Cruz AC, et al. Vitamin D deficiency in children with
inflammatory bowel disease. Dig Dis Sci. 2011;56:830---6.

0. Pappa HM, Mitchell PD, Jiang H, Kassiff S, Filip-Dhima R, DiFa-
bio D, et al. Treatment of vitamin D insufficiency in children
and adolescents with inflammatory bowel disease: a randomi-
zed clinical trial comparing three regimens. J Clin Endocrinol
Metab. 2012;97:2134---42.

1. Brehm JM, Schuemann B, Fuhlbrigge AL, Hollis BW, Strunk RC,
Zeiger RS, et al. Serum vitamin D levels and severe asthma exa-
cerbations in the Childhood Asthma Management Program study.
J Allergy Clin Immunol. 2010;126:52---8, e5.

2. Majak P, Olszowiec-Chlebna M, Smejda K, Stelmach I. Vitamin D
supplementation in children may prevent asthma exacerbation
triggered by acute respiratory infection. J Allergy Clin Immunol.
2011;127:1294---6.

3. Soyka LA, Grinspoon S, Levitsky LL, Herzog DB, Klibanski A.
The effects of anorexia nervosa on bone metabolism in female
adolescents. J Clin Endocrinol Metab. 1999;84:4489---96.

4. Misra M, Aggarwal A, Miller KK, Almazan C, Worley M, Soyka LA,
et al. Effects of anorexia nervosa on clinical, hematologic, bio-
chemical, and bone density parameters in community-dwelling
de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportunidad  de
10.1016/j.bmhimx.2015.01.011

adolescent girls. Pediatrics. 2004;114:1574---83.
5. Modan-Moses D, Yaroslavsky A, Novikov I, Segev S, Toledano A,

Miterany E, et al. Stunting of growth as a major feature of ano-
rexia nervosa in male adolescents. Pediatrics. 2003;111:270---6.

dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0535
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0540
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0545
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0550
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0555
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0560
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0565
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0570
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0575
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0580
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0585
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0590
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0595
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0600
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0605
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0610
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0615
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0620
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0625
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0630
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0635
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0640
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0645
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0650
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0655
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0660
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0665
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0670
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0675
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0680
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0685
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0690
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0695
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0700
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0705
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0710
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0715
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0720
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0725
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0730
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0735


 IN+Model
B

1

6

6

6

6

7

7

7

7

7

7

7

7

7

7

8

8

ARTICLEMHIMX-77; No. of Pages 10

0  

6. Wong JC, Lewindon P, Mortimer R, Shepherd R. Bone mineral
density in adolescent females with recently diagnosed anorexia
nervosa. Int J Eat Disord. 2001;29:11---6.

7. Zuckerman-Levin N, Hochberg Z, Latzer Y. Bone health in eating
disorders. Obes Rev. 2014;15:215---23.

8. Ihle R, Loucks AB. Dose-response relationships between energy
availability and bone turnover in young exercising women. J
Bone Miner Res. 2004;19:1231---40.

9. Misra M, Klibanski A. The neuroendocrine basis of anorexia ner-
vosa and its impact on bone metabolism. Neuroendocrinology.
2011;93:65---73.

0. Lucas AR, Melton LJ 3rd, Crowson CS, O’Fallon WM.  Long-
term fracture risk among women with anorexia nervosa: a
population-based cohort study. Mayo Clin Proc. 1999;74:972---7.

1. Tomlinson D, Morgan SL. Eating disorders and bone. J Clin Den-
sitom. 2013;16:432---8.

2. Divasta AD, Feldman HA, Brown JN, Giancaterino C, Holick
MF, Gordon CM. Bioavailability of vitamin D in malnourished
adolescents with anorexia nervosa. J Clin Endocrinol Metab.
2011;96:2575---80.
Cómo  citar  este  artículo:  López-González  D,  et  al.  Deficiencia
prevención.  Bol  Med  Hosp  Infant  Mex.  2015.  http://dx.doi.org

3. Attia E, Walsh BT. Anorexia nervosa. Am J Psychiatry.
2007;164:1805---10, quiz 1922.

4. Yager J, Devlin MJ, Halmi KA, Herzog DB, Mitchell JE 3rd, Powers
P, et al. Guideline Watch (August 2012): practice guideline

8

 PRESS
D.  López-González  et  al.

for the treatment of patients with eating disorders. Ameri-
can Psychiatric Publishing. Psychiatry online. Disponible en:
http://psychiatryonline.org/pb/assets/raw/sitewide/practice
guidelines/guidelines/eatingdisorders-watch.pdf.

5. Madden K, Feldman HA, Smith EM, Gordon CM, Keisling SM, Sulli-
van RM, et al. Vitamin D deficiency in critically ill children.
Pediatrics. 2012;130:421---8.

6. McNally JD, Menon K, Chakraborty P, Fisher L, Williams KA, Al-
Dirbashi OY, et al. The association of vitamin D status with
pediatric critical illness. Pediatrics. 2012;130:429---36.

7. Rippel C, South M, Butt WW, Shekerdemian LS. Vitamin D status
in critically ill children. Intensive Care Med. 2012;38:2055---62.

8. Andress DL, Ozuna J, Tirschwell D, Grande L, Johnson M, Jacob-
son AF, et al. Antiepileptic drug-induced bone loss in young male
patients who have seizures. Arch Neurol. 2002;59:781---6.

9. Pack AM, Morrell MJ. Epilepsy and bone health in adults. Epi-
lepsy Behav. 2004;5 Suppl 2:S24---9.

0. Shah SC, Sharma RK, Hemangini Chitle AR. Rifampicin induced
osteomalacia. Tubercle. 1981;62:207---9.

1. Hochberg Z. Mechanisms of steroid impairment of growth. Horm
 de  vitamina  D  en  la  edad  pediátrica.  Una  oportunidad  de
/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011

Res. 2002;58 Suppl 1:33---8.
2. Strauss AJ, Su JT, Dalton VM, Gelber RD, Sallan SE, Silverman

LB. Bony morbidity in children treated for acute lymphoblastic
leukemia. J Clin Oncol. 2001;19:3066---72.

dx.doi.org/10.1016/j.bmhimx.2015.01.011
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0740
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0745
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0750
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0755
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0760
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0765
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0770
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0775
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0785
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0790
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0795
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0800
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0805
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0810
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0815
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820
http://refhub.elsevier.com/S1665-1146(15)00166-5/sbref0820


Journal of Clinical Densitometry: Assessment & Management of Musculoskeletal Health, vol. -, no. -, 1e10, 2015
� Copyright 2015 by The International Society for Clinical Densitometry
1094-6950/-:1e10/$36.00

http://dx.doi.org/10.1016/j.jocd.2015.04.005
Review Article
Comparison of International Reference Values for Bone Speed
of Sound in Pediatric Populations: Meta-analysis
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The aim of this study was to compare international reference values (RV) for tibial and radial speed of sound
(SoS) assessed by quantitative ultrasound (QUS) in pediatric populations. These values were compared by age
and country of origin in a systematic review with meta-analysis from studies published on QUS (Sunlight Omni-
sense). A search was carried out in electronic databases. Nine studies with 6963 patients were included in the
meta-analysis. For the newborn populations, 3 studies (from Italy, Portugal, and Israel) were used. These studies
included subjects with 27e42 wk gestational age. The mean difference (Portugal-Israel) was found to be
23.62 m/s [95% confidence interval [CI] 6.29, 40.95]. Additionally, no difference was found between Italy-
Portugal ( p 5 0.69), or Italy-Israel ( p 5 0.28). In pediatric populations, we compared 8 studies from Canada,
Mexico, Israel, Greece, Portugal, and Turkey. No significant differences found for SoS RV between Israel-
Turkey, Israel-Greece, or Israel-Canada ( p O 0.05). Significant differences were found in Mexico-Israel
�105.29 m/s (95% CI �140.05, �70.54) ( p ! 0.001); Mexico-Portugal �115.14 m/s (95% CI �164.86,
�65.42) ( p ! 0.001); Mexico-Greece: �239.14 m/s (95% CI �267.67, �210.62) ( p ! 0.001); Mexico-Turkey:
�115.14 m/s (95% CI �164.86, �65.42) ( p ! 0.001); Mexico-Canada: �113.51 m/s (95% CI �140.25,
�86.77) ( p ! 0.001).This study demonstrates that there are differences in SoS-RV obtained by tibial and radial
QUS in pediatric populations between Mexico and other countries (Israel, Portugal, Greece, Turkey, and Canada).

Key Words: Pediatrics; quantitative ultrasound; reference-values and meta-analysis; speed of sound.
Introduction

Osteoporosis (OP) is a major public health problem over
the world (1,2). Currently, pediatric population represents a
new target in the battle against low bone mass and OP. An
ceived 01/11/15; Revised 04/07/15; Accepted 04/23/15.
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adequate peak bone mass during childhood and adolescence
could help to prevent fragility fractures and OP later in life,
and therefore, establishing programs to monitor bone accre-
tion during this period of life is mandatory. Quantitative ultra-
sound (QUS) is a safe, inexpensive, and non-radiation method
for bone density assessment. QUS correlates with dual-energy
X-ray absorptiometry (3,4). QUS has raised great expecta-
tions due to its safety features (radiation-free), low cost,
portability, ease of use, and simple logs, making this technol-
ogy an attractive method to be used in pediatric populations
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where dual-energy X-ray absorptiometry could be impractical
(5,6).

Several studies have demonstrated that QUS is able to
independently assess the risk for fragility fracture, bone ac-
cretion, and follow-up monitoring in pediatric populations
(7,8).

Clinical utilization of QUS relies on population-based
reference values (RV) to distinguish between normal and
abnormal populations. It could be used to recommend
changes in life style, especially during the age of bone accre-
tion (9,10).

Nevertheless, some authors argue that there are differences
in bone characteristics between countries due to the interac-
tion of genetics, metabolic, and environmental factors and
that this phenomenon can be explained based on evidence
of differences in bone growth across different populations
(11e14).

The RVof the Sunlight QUS equipment is based on a paper
in Israeli population (15); nevertheless, other authors have
published their own local RV, reporting some differences
(16,17). Recently, we reported RV for Mexican population
(18), which indeed has different ethnic and genetic back-
ground compared with those recently published for European
population. Therefore, the goal of the present meta-analysis
was to compare the RV reported in the literature with those
for the Mexican population looking for differences across
studies and trying to demonstrate the importance of using
local RV based on similar population backgrounds to obtain
reliable measurements.

Methods

A systematic review was performed focusing on healthy
pediatric populations (from newborn to 18 yr). We included
articles with measurements of bone SoS (tibial SoS and/or
radius SoS) using the Sunlight Omnisense QUS equipment.
Table
Characteristics of the Population

Author, year Reference Country

Teitelbaum, 2006 19 Israel
Pereira-da-Silva, 2011 18 Portugal
Pedrotti 2007 up 29 Italy
Zadik, 2003 22 Israel
Anjumanara, 2006 25 Turkey
Christoforidis, 2009 21 Greece
Baptista, 2011 24 Portugal
Klentrou, 2011 20 Canada
Rivas-Ruiz, 2014 23 Mexico
Total 9 7

NA, not available data; up, unpublished data sent by the author.
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Literature Survey
The search was conducted electronically and manually
from the following databases: PubMed (1965 to November
2013), Embase (1988 to November 2013), LILACS (1990
to May 2012), ARTEMISA (review of the 13th edition up
to June 2013). The MeSH terms used were ‘‘Reference Stand-
ards’’(Mesh) or ‘‘Reference Values’’(Mesh) and ‘‘bone and
bones’’ (Mesh) and ‘‘speed of sound’’ (txt). Adaptations
required for the different databases were used. References
of all identified studies as well as major reviews were in-
spected for more studies. Additionally, the first or correspond-
ing author of each included study was contacted for
complementary information or information regarding unpub-
lished data.
Evidence Quality Evaluation
Standardized methods as described by the Ibero-American
Cochrane Collaboration were used to prepare the protocol,
applying inclusion criteria, assessing the quality of publica-
tions and extracting information. The quality of publications
was determined using the GRADE system (19). Two of the
authors, in a double-blind, independent manner, extracted
relevant information and assessed its quality in formats a
priori-designed for this purpose. Any disagreement was
resolved by discussion and analysis of the information. Level
of agreement between investigators was high (Kappa of 0.91
[p ! 0.001]).
Inclusion and Exclusion Criteria
Only cross-sectional studies reporting tibial and/or radius
SoS measured by QUS (Sunlight Omnisense) in pediatric
populations (�18 yr) were selected. Also articles in English,
Spanish, French, Italian, or Portuguese were included. If
assessment of age, SoS mean, or standard deviation was not
possible, the study was discharged.
1
Included in the Meta-analysis

N Girls Boys Age (min-max)

233 NA NA 25e42 wk
158 74 84 26e41 wk
212 33e41 wk

1085 595 490 0e18 yr
463 234 229 1e16 yr

1549 814 735 4e18 yr
430 213 217 9e13 yr
595 NA 595 14e23 yr

1586 772 814 1e75 yr
6963 3030 3488
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Fig. 1. Flow chart. The initial search strategy yielded 128 potential titles to be included in this review. After careful/strict
review of the summaries of each article, 67 were excluded because they covered topics not related to our review questions
or examined a population of individuals older than 18 yr. After thorough review of the remaining 61 studies, 51 additional
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Fig. 2. Comparison of speed of sound in tibia in a newborn population. (A) Portugal vs Israel, (B) Portugal vs Italy, and (C)
Italy vs Israel.
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Data Extraction
The data collected from the studies was age, gender, QUS
parameters, date of publication, and country where the study
was conducted (Table 1).
Statistical Analysis
A meta-analytic technique of the selected studies was used
including all available populations with QUS parameters
(SoS: tibial and/or radius). SoS mean difference was esti-
mated between countries and stratified by gender and by
each year of life (age) from 1 to 18 yr. For the analysis, a
weighted mean difference, with 95% confidence interval
(CI) was used, also a chi-square test was used. Heterogeneity
across studies was determined by the I-squared statistic,
which describes the percentage of total variation across
studies that is caused by heterogeneity rather than chance
(20). All statistical analyses were performed using the Review
studies were discarded because they were narrative reviews of t
tibial or radial SOS, such as measurements at the phalanges or c
(41 articles); lacked sufficient consistency and/or yield between
in the analysis, or did not contain sufficient extractable raw data
10 articles for further analysis. Two articles one from Italy (Ped
et al (21)) report reference data with graphs but without extrac
only one (Pedrotti et al) sent the raw data. Finally, 9 studies f
age were included in the meta-analysis. A total of 6963 patien
SoS, amplitude-dependent speed-of-sound; BUA, broadband ultr

Journal of Clinical Densitometry: Assessment & Management of Muscu
Manager (RevMan) version 5.1. In all cases, a p value !0.05
was considered as statistically significant.

Results
Description and Quality of Studies
The initial search strategy yielded 128 potential titles to be
included in this review. After careful/strict review of the sum-
maries of each article, 67 were excluded by pre-specified
criteria because they covered topics not related to our review
questions or examined a population of individuals older than
18 yr. After thorough review of the remaining 61 studies, 51
additional studies were discarded (Fig. 1; flow chart) leaving
10 articles for further analysis. Two articles one from Italy
(Pedrotti et al) (16) and other from the United States
(Pettinato et al) (21) report reference data with graphs but
without extractable information. We contacted both authors
he evidence (2 articles); used bone measurements other than
alcaneus with other parameters like Ad-SOS , BUA, or QUI
what was described in the objectives and what was reported
to contribute to the goals of our review (8 articles); leaving
rotti et al (16)) and other from the United States (Pettinato,
table information. We contacted both authors via e-mail but
rom 7 different countries with raw reference data sorted by
ts from 9 studies were included. SOS, speed of sound; Ad-
asound attenuation; QUI, quantitative ultrasound index.
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via e-mail but only one (16) sent the raw data. Finally, 9
studies from 7 different countries with raw reference data
sorted by age were included in the meta-analysis (see flow
chart). A summary of the characteristics of studies included
in our meta-analysis is shown in Table 1.

Finally a total of 6963 patients from 9 studies were
included.
Preterm and Term Infants
Three studies from Italy (16), Portugal (22), and Israel (23)
that included preterm and full-term infants were used. These
studies included 607 healthy newborn infants from 27 to
41 wk of gestational age. Differences were found at the
SoS tibia only in full-term infants 49 m/s (95% CI 11.95,
86.05) ( p 5 0.001), as shown in Fig. 2 A. In general, the
neonatal population from Portugal showed higher SoS when
compared with the Israeli population with a mean difference
of 23.62 m/s (95% CI 6.29, 40.95) ( p 5 0.008) faster in the
Portuguese population. The heterogeneity between popula-
tions were non-significant (I2 5 20%, p 5 0.29).

In the comparison between Portugal and Italy newborn sub-
jects (Fig. 2 B), no differences were found in the group of
Table
Comparison of the Reference Values of Speed of Sound Found

Country Age Participants

a. Mean difference of speed of sound in tibia between M�exico a
Girls
Israel 1e18 1364
Turqu�ıa 1e16 760
Grecia 4e18 1488
Portugal 9e13 418
Canad�a 14e18 864

Boys
Israel 1e18 1299
Turqu�ıa 1e16 755
Grecia 4e18 1409
Portugal 10e13 387

b. Mean difference of speed of sound in radio between M�exico a
Girls
Israel 1e18 1376
Turqu�ıa 1e16 806
Grecia 4e18 1548
Portugal 9e13 418
Canad�a 14e18 864

Boys
Israel 1e18 1232
Turqu�ıa 1e16 778
Grecia 4e18 1400
Portugal 9e13 379

CI, confidence interval.
aRandom effects.
bFixed effects.

Journal of Clinical Densitometry: Assessment & Management of Muscu
newborns aged 33e36 gestational weeks ( p O 0.05). The
newborn population of Portugal had no differences with the
Italian population, with a mean difference of 25.68 m/s (95%
CI �20.52, 71.88) ( p 5 0.28). We also found that these pop-
ulations were different as showed by results on heterogeneity
(I2 5 54%, p 5 0.14) and when the analysis was made with
random effects. Finally, no differences were found in the com-
parison between Italy and Israel ( p5 0.69), shown in Fig. 2 C.
Infants From 1 to 18 Yr
In the population aged 1e18 yr, 7 studies were found
including a total of 6360 healthy subjects, of which 56.4%
were female. The studies were conducted in the following
countries: Israel (15), Turkey (17), Mexico (18), Canada
(24), Greece (25), and Portugal (26). Only the studies from
Mexico and Israel reported complete data for infants between
1 and 18 yr. The rest of the studies measured only a subset of
infant age ranges and the Canadian study included only fe-
males (24). All studies measured tibial and radial SoS, and
the overall results between populations sorted by gender are
presented in Table 2. A comparison of RV between Mexico
and other countries showed that Mexican participants had
2
in the Meta-analysis, Between Mexico and Other Countries

Mean difference (m/s)
(95% CI) p

nd other reference data

�105.29 (�140.05, �70.54) !0.001a

�105.61 (�154.58, �56.63) !0.001a

�239.14 (�267.67, �210.62) !0.001a

�130.13 (�150.80, �109.46) !0.001b

�114.45 (�130.46, �98.43) !0.001a

�61.54 (�118.33, �4.74) 0.03a

�115.14 (�164.86, �65.42) !0.001a

�146.73 (�167.75, �125.71) !0.001a

�160.09 (�180.93, �139.26) !0.001b

nd other reference data

�138.95 (�157.41, �120.48) !0.001a

�92.93 (�122.40, �63.47) !0.001a

�150.77 (�160.52, �141.01) !0.001b

�132.49 (�150.91, �114.07) !0.001b

�173.55 (�196.21, �150.88) !0.001a

�145.36 (�168.21, �122.51) !0.001a

�97.01 (�134.23, �59.78) !0.001a

�157.53 (�172.84, �142.21) !0.001a

�173.11 (�192.53, �153.69) !0.001b

loskeletal Health Volume -, 2015
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slower SoS than other countries being all statistically signifi-
cant ( p ! 0.03 to p ! 0.001). The smallest mean differences
were found in the comparison with Israel (�105.29 m/s [95%
CI �140.05, �70.54]) and the greatest difference was found
against the Greek population (�239.14 m/s [95% CI
�267.67, �210.62]) on Table 2a. Similar results were found
at the radio, Table 2b. The mean differences were found in the
comparison with Turkey (�92.93 m/s [95% CI �122.40,
�63.47]), and the difference was found with the Canadian
population (�173.55 m/s [95% CI �196.21, �150.88]).

In Table 3, the actual RV for Israeli population (15) are
compared with those for all other populations. We found
scarce differences in the female population at the tibia in
comparison with the Turkish population (14.65 m/s [95%
CI 0.22, 29.08] p ! 0.05) and when compared with Portu-
guese population (25.94 m/s [95% CI 4.50, 47.37]
p ! 0.02), in Table 3a. There were no statistically significant
differences with Greece and Portugal, and no differences
were found in the male population as well.

In Table 3b, we show the comparison between the actual RV
in radio between Israel vs other populations. We found scarce
differences between Turkey 49.92 m/s (95% CI 33.32, 66.53),
and with Canada �42.72 m/s [95% CI �57.78, �27.65], both
statistically significantly. Fig. 3A shows the forest-plot of the
comparison of tibial SoS in Mexican girls vs Israeli girls; no
differences were found until 6 yr, and afterward, the Israeli
Table
Comparison of the Reference Values of Spe

Comparison Age Participan

a. Mean difference of speed of sound on tibia whit reference dat
Girls
Israel vs Turkei 1e16 658
Israel vs Greece 4e18 2184
Israel vs Portugal 9e13 375
Israel vs Canada 14e18 765

Boys
Israel vs Turkey 1e16 577
Israel vs Greece 4e18 1140
Israel vs Portugal 9e13 347

b. Mean difference of speed of sound on radio whit reference da
Girls
Israel vs Turkey 1e16 629
Israel vs Greece 4e18 1268
Israel vs Portugal 9e13 366
Israel vs Canada 14e18 744

Boys
Israel vs Turkey 1e16 547
Israel vs Greece 4e18 1104
Israel vs Portugal 9e13 311

aFixed effects.
bRandom effects.

Journal of Clinical Densitometry: Assessment & Management of Muscu
girls show higher SoS than the Mexican girls; finally, the re-
sults favor Israel with �105.29 m/s (95% CI �140.05,
�70.54). We also found heterogeneity among populations
with an I2 of 89%; therefore, populations were analyzed using
mean differences by random effects.

Fig. 3 shows the forest-plot with the comparison between
Mexico and Israeli population. The comparison in tibial
(Fig. 3A) and radial (Fig. 3B) SoS shows similar results,
with no differences until 6 yr between Mexican and Israeli
girls. After this age, the comparison of the tibial and radial
SoS favors the Israeli population. Same comparison is pre-
sented for males in Fig. 3C and D; a high heterogeneity
(I2 5 96%) was found, with differences favoring Mexican
boys during the first 3 yr, no differences at 4 yr, and after
4 yr Israeli boys show higher SoS than the Mexican boys at
the tibia (Fig. 3C). Results favor Israel with an overall effect
of p 5 0.03 with a mean difference of �61.54 m/s (95% CI
�118.33, �4.74). Fig. 3D shows the forest-plot of the radial
SoS, with difference at all ages favoring Israeli boys (except
in the 2-yr boys). The overall effect favors the Israeli popula-
tion ( p 5 0.001), with a mean difference of �145.36 m/s
(95% CI �168.21, �122.51).

The comparison of mean SoS from the different countries
included in this analysis is shown in Fig. 4. We compared
each country against all other (forest-plot not shown) and
found no differences between countries with the exception
3
ed of Sound Found in the Meta-analysis

ts
Mean difference (m/s)

(95% CI) p

a countries

14.65 (0.22, 29.08) !0.05a

�11.83 (�28.23, 4.57) !0.16b

25.94 (4.50, 47.37) !0.02a

11.01 (�5.23, 27.25) !0.18a

6.28 (�15.67, 28.23) !0.57b

�3.65 (�22.77, 15.47) !0.61b

62.13 (18.61, 105.66) !0.005b

ta countries

47.83 (32.40, 63.26) !0.001a

�0.92 (�11.71, 9.86) 0.87a

19.69 (1.12, 38.26) 0.04a

�42.72 (�57.78, �27.65) !0.001a

49.92 (33.32, 66.53) !0.001a

9.93 (�2.25, 22.12) 0.11a

18.41 (�2.73, 39.56) 0.09a
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Fig. 3. Forest plot of the comparison between Mexico and SOS reference values from the Israeli population. (A) Forest plot of
the comparison of tibial SOS in females. (B) Forest plot of the comparison of radial SOS in females. (C) Forest plot of the com-
parison of tibial SOS in males. (D) Forest plot of the comparison of radial SOS in males. SOS, speed of sound.

Comparison of RVs for Bone SOS in Pediatric Populations 7
of Mexico, where slower SoS was found after 4 yr in the 2
sites and between genders.

Discussion

The main results of this analysis indicate that RV pub-
lished for QUS in different populations vary between coun-
tries. Israel, Turkey, Greece, Portugal, and Canada have
very similar RV, with no statistically significant differences
between them. Clearly, these differences did not even reach
100 m/s of the SOS; therefore, they cannot be considered clin-
ically significant. A very different scenario is found with the
Mexican RV: statistically significant differences were found
in all measured parameters, in both girls and boys, as well
Journal of Clinical Densitometry: Assessment & Management of Muscu
as both anatomical sites, except for Israel vs Mexico boys
at the tibia, the differences above 100 (m/s) ( p 5 0.001)
were considered clinically significant.

Many authors have mentioned that their populations are
different from others (16,20e23); previously, in M�exico,
Tamayo et al published RV for areal bone mineral density
among a healthy Mexican population (12), where they
observed differences between the given normal data and the
Mexican reference data. However, our study is the first that
has analyzed meta-analytical techniques and show compari-
sons between SoS-RV in different populations (the precision
and the magnitude as shown in Tables 1 and 2).

The fact that the Mexican population has a significant
lower SoS (18) could be explained by several hypotheses,
loskeletal Health Volume -, 2015



Fig. 3. Continued

8 Rivas-Ruiz et al.
ranging from the genetic factors to the influence of environ-
mental (27) and/or cultural factors (28): exposure to sun,
diet (29), and physical activity (30).

As we previously comment, genetic factors, although rele-
vant, are out of the scope of this study. Nevertheless, no clear
association of bone mass with specific genetic factors in
Mexican Mestizo has been published, either alone or in com-
parison with other countries.

Limitations of this type of meta-analysis include the com-
parison of the mean and the standard deviation between groups
of different age, instead of individual raw data obtained direct
from the patients. But this type of analysis has been used in
other robust and common analysis such as Student’s t-test,
Journal of Clinical Densitometry: Assessment & Management of Muscu
and in both analysis, the basic algebraic structure shows the
difference between 2 means weighted by their dispersion (31).

In summary, the present study shows a significant differ-
ence in the SoS-RV obtained by QUS (Sunlight Omnisense)
from the tibia and the radius in pediatric populations between
Mexico and other countries (Israel, Portugal, Greece, Turkey,
and Canada); however, no differences were found between all
the other countries. Therefore, European and Canadian popu-
lations may use the Zadick reference data, whereas Mexicans
have to use the specific RV developed for their population.
The significant differences found between countries might
be explained by differences in genetic background as well
as in lifestyle factors.
loskeletal Health Volume -, 2015



Fig. 4. Comparison of the mean SOS data of all countries in this meta-analysis. SOS, speed of sound.
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Abstract
Introduction Rheumatoid arthritis (RA) is a common system-
ic autoimmune disease of unknown cause, characterized by a
chronic, symmetric, and progressive inflammatory
polyarthritis. One of the most deleterious effects induced by
the chronic inflammation of RA is bone loss. During the last
15 years, the better knowledge of the cytokine network in-
volved in RA allowed the development of potent inhibitors
of the inflammatory process classified as biological
DMARDs. These new drugs are very effective in the inhibi-
tion of inflammation, but there are only few studies regarding
their role in bone protection. The principal aim of this review
was to show the evidence of the principal biologic therapies
and bone loss in RA, focusing on their effects on bone mineral
density, bone turnover markers, and fragility fractures.
Methods Using the PICOST methodology, two coauthors
(PC, LM-S) conducted the search using the following
MESH terms: rheumatoid arthritis, osteoporosis, clinical tri-
als, TNF- antagonists, infliximab, adalimumab, etanercept,
certolizumab, golimumab, IL-6 antagonists, IL-1 antagonists,
abatacept, tocilizumab, rituximab, bone mineral density, bone

markers, and fractures. The search was conducted electroni-
cally andmanually from the following databases:Medline and
Science Direct. The search period included articles from 2003
to 2015. The selection included only original adult human
research written in English. Titles were retrieved and the same
two authors independently selected the relevant studies for a
full text. The retrieved selected studies were also reviewed
completing the search for relevant articles. The first search
included 904 titles from which 253 titles were selected. The
agreement on the selection among researchers resulted in a
Kappa statistic of 0.95 (p < 0.000). Only 248 abstracts evalu-
ated were included in the acronym PICOST. The final selec-
tion included only 28 studies, derived from the systematic
search. Additionally, a manual search in the bibliography of
the selected articles was made and included into the text and
into the section of “small molecules of new agents.”
Conclusion Treatment with biologic drugs is associated with
the decrease in bone loss. Studies with anti-TNF blocking
agents show preservation or increase in spine and hip BMD
and also a better profile of bonemarkers. Most of these studies
were performed with infliximab. Only three epidemiological
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studies analyzed the effect on fractures after anti-TNF
blocking agent’s treatment. IL-6 blocking agents also showed
improvement in localized bone loss not seen with anti-TNF
agents. There are a few studies with rituximab and abatacept.
Although several studies reported favorable actions of biolog-
ic therapies on bone protection, there are still unmet needs for
studies regarding their actions on the risk of bone fractures.

Keywords Antirheumatic agents . Bone fractures .

Monoclonal antibodies . Osteoporosis . Rheumatic diseases

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a common systemic autoimmune
disease of unknown cause, characterized by a chronic, sym-
metric, and progressive inflammatory polyarthritis [1].
Affected patients often experience inflammatory signs in the
joints of the hands, wrists, and feet, but many other joints may
be involved including the temporo-mandibular joints, elbows,
shoulders, hips, knees, and ankles. A mono-articular involve-
ment may occur initially, but the articular signs of inflamma-
tion usually become symmetrical. Many patients complain of
joint stiffness early in the morning that can last for more than
1 h. The duration of this sensation is in direct proportion with
the degree of the articular inflammation. Although considered
primarily a disease of the joints, many extra-articular manifes-
tations can develop during RA clinical course.

One of the most deleterious effects induced by the chronic
inflammation of RA is bone loss [2, 3].

Bone loss in rheumatoid arthritis

Bone loss often occurs in chronic inflammatory diseases
and can be diagnosed in rheumatoid arthritis, ankylosing
spondylitis, inflammatory bowel diseases, systemic lupus
erythematosus, psoriasis, and many others [4]. During the
development of chronic inflammation, a large amount of
body energy is diverted to the activated immune system,
and this leads to signs and symptoms that may enhance
bone loss (Fig. 1). Anorexia, malnutrition, muscle
wasting, cachexia, and depression are directly or indirect-
ly related to this persistent allocation of energy to the
cytokine network activation. Decreased functional capac-
ity and lack of exercises associated with joint pain and
deformities impair the development of a healthy life and
also contribute to progressive bone loss. An excellent and
comprehensive review of the evolutionary and adaptive
aspects of bone loss in chronic diseases and the concept
of sick behavior can be found in a recent publication by
Straub et al. [6].

The use of corticosteroids during RA treatment, even as a
small dose of prednisone 5 mg/day or equivalent for more than
3 months, is associated with a fast and persistent loss of bone [7].
After the initiation of oral glucocorticoid therapy, bone loss pro-
gresses quickly in the initial 3–6months and fractures may occur
in the first 6 months of treatment. Bone loss occurs mainly at the
trabecular bone leading to increased risk of vertebral fractures,
but cortical bones may also be affected. One study showed that
continuous treatment with prednisone 10 mg/day during 90 days
ormore increased by 17-fold the risk of vertebral fractures and by
7-fold the risk of hip fractures [8].

Three different forms of skeletal involvement can be seen
in patients with RA, and they are associated with a common
pathophysiologic mechanism: alteration in bone remodeling.

The first is a peri-articular bone loss or Bjuxta-articular
osteoporosis^ related to a modification in the bone remodeling
favoring bone resorption. There is a loss of peri-articular cor-
tical and trabecular bone, which usually appears at the begin-
ning of the disease and can be easily seen in hand radiographs.

A second form of bone loss in RA is characterized by
marginal bone erosion. The immediate peri-articular cortical
bone is lost as a consequence of synovial membrane
inflammation.

A third pattern is a generalized osteoporosis involving the
skeleton as a whole, even at distant sites of joint inflammation.

The prevalence of osteoporosis in RA is high compared to
aged similar controls and can become a severe co-morbidity
[9]. The risk of fracture is increased at vertebral and appen-
dicular sites of the skeleton [10, 11]. Patients affected by RA,
mainly those with high disease activity, have a twofold risk of
developing osteoporosis compared to the general population
and almost the double risk for hip and vertebral fractures in-
dependent of the adverse effects of corticosteroids therapy on
bone mass [12–15]. Risk factors for vertebral fractures in RA
include high inflammatory disease activity (high CRP), the
presence of bone erosions, and long disease duration [6, 16,
17]. In addition, risk factors for generalized osteoporosis in
RA subjects include long disease duration [18] and/or in-
creased levels of biochemical markers of bone and cartilage
degradation [19].

The fracture risk assessment tool FRAX, the most frequently
used tool to determine fracture risk worldwide, has RA as one of
the seven most important risk factors for fragility fractures [20].

The persistence of chronic inflammation in postmenopaus-
al women, the main population affected by RA, adds a risk
factor for the loss of bone mass and fractures in an already
susceptible individual. RA patients have more loss of bone
mass in peripheral bones than in the axial skeleton, which is
in contrast with the characteristic vertebral bone loss seen in
postmenopausal women [21]. Accelerated loss of bone min-
eral density in the hands has been associated with progressive
joint disease in the hands and feet at the beginning of the
disease [22].
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Although disease duration and activity are the most impor-
tant variables regarding the risk of systemic osteoporosis,
bone loss may also occur in a preclinical phase, before the
appearance of the first clinical symptoms [23, 24], which
can only be disclosed by laboratory markers of inflammation
such as C-reactive protein [25]. More recently, a link was
described between the development of anti-citrullinated anti-
bodies and bone loss leading to the speculation that early
events of autoimmunity in RAmay already be associated with
adverse effects on bone, even before a clinical diagnosis is
made [26] (see below).

Mechanisms of bone destruction in RA

The concomitant occurrence of inflammation and bone loss
seen in RA is also present in other systemic inflammatory
diseases with involvement of the immune system such as
spondyloarthrites (ankylosing spondylitis, psoriatic arthritis)
and inflammatory bowel diseases (Crohn’s disease and ulcer-
ative colitis). In these conditions, the close tie between inflam-
mation and bone loss is directly linked to the interactions
between cells of the immune system and those of bone. The
study of these interactions has led to the development of the
new field of research named Osteoimmunology [27, 28]. In
the last 20 years, the advances in this field have provided to a
better understanding of the molecular and cellular pathways
linking the immune system and bone, allowing the develop-
ment of new and better therapeutic approaches.

The health and maintenance of bones depend on the re-
modeling process characterized by coupled and balanced ac-
tivities of bone resorption and bone formation. All forms of
osteoporosis in inflammatory diseases are mediated by an im-
balance in bone remodeling in favor of reabsorption.
Osteoclasts, the bone-resorbing cells, are stimulated by in-
flammatory cytokines in different phases of their lifespan pro-
moting bone loss in different parts of the skeleton.

Osteoclasts are large multinucleated cells, members of the
monocyte/macrophage family, with the particular property of
degrading the organic and inorganic parts of bone tissue. The
presence, in the inflamed synovium, of a large amount of
mononuclear cells favors the local development of osteoclasts
from which they are derived. The production of local and
systemic cytokines, mainly M-CSF, IL-17, TNF-α, IL-1,
and IL-6, stimulates the recruitment of osteoclast precursors
and regulates osteoclast formation and function. Pro-
inflammatory cytokines regulate osteoclastogenesis by medi-
ating some initial steps in its development. Early and non-
specific differentiation of the monocytic cell to an early oste-
oclast precursor depends, in part, of macrophage proliferation
and the survival cytokineM-CSF [29]. TNF-αmay induce the
expression of special receptors in the surface of monocytic
cells promoting their differentiation in osteoclasts [30]. The
activation of the receptor activator of nuclear factor-kB
(RANK) on the early osteoclast precursor membrane by
RANK ligand (RANKL) allows the commitment of the cell
to the mature osteoclast. RANKL is the key molecule in-
volved in the control of the osteoclast differentiation. This

Fig. 1 Risk factors for osteoporosis and fractures in inflammatory rheumatic diseases. AS ankylosing spondylitis, BMI body mass index, SLE systemic
lupus erythematosus [5]; with permission of W.F. Lems
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molecule is mainly produced by osteoblasts and osteocytes
but may be also expressed by other cells including activated
T and B cells, chondrocytes, and synovial fibroblast-like cells.
RANKL binds to the RANK in osteoclast precursors and ma-
ture cells leading to its differentiation and resorbing action.
The inflammatory cytokines are important stimulators of
RANKL synthesis, and its overwhelming production during
the inflammatory process exceeds the production of its phys-
iologic inhibitor and decoy receptor osteoprotegerin (OPG).
The imbalance of RANKL/OPG ratio is directly responsible
for bone loss in rheumatoid arthritis and other inflammatory
diseases. Inflammatory cytokines can also influence osteo-
blastic function.

Osteoblasts are bone-forming cells that synthesize bone
matrix, mainly type 1 collagen, but also other types of colla-
gens in small amounts and other proteins like osteocalcin,
osteopontin, thombospondin, sialoprotein, and osteoproteger-
in. The differentiation and function of osteoblasts are stimu-
lated by the Wingless (Wnt) proteins, which can induce the
OPG production, thereby reducing the stimulus for reabsorp-
tion promoted by RANKL. TNF-α is a potent inducer of the
protein dickkopf-1 (Dkk1), an inhibitor of the Wnt signal
found in high serum levels of RA patients [31, 32]. The ele-
vated production of Dkk-1 induced by TNF-α reduces the
Wnt-induced production of OPG, which results in an increase
in the RANKL/OPG ratio and an acceleration of osteoclast
resorption leading to bone loss.

The TH17 subset of T cells is also implicated in the
osteoclast-mediated bone resorption associated with RA sy-
novial inflammation. These cells have the capacity to produce
RANKL, TNF-α, and IL-17, a cytokine with the capacity to
induce RANKL in mesenchymal cells and thus enhance oste-
oclast development [33, 34].

The progressive bone loss at sites of synovial inflammation
is the result of an orchestrated production and action of differ-
ent cytokines. IL-1 and IL-6 produced by Tcells and activated
macrophages have the capacity to up-regulate RANKL, in-
creasing the survival and the resorbing activity of the osteo-
clasts [35–37]. A study in postmenopausal women with RA
showed that IL-6 trans-signaling was predictive of the
RANKL/OPG ratio [38]. IL-6 secreted by osteocytes under-
going apoptosis may regulate the adhesion of osteoclast pre-
cursors by enhancing the expression of the vascular endothe-
lial adhesion molecule ICAM-1 [39].

Osteocytes comprise 90 to 95 % of all bone cells in adult
skeleton and can live for decades in the mineralized bone
tissue [40]. Osteocytes are descendants of osteoprogenitor
mesenchymal cells through differentiation of osteoblasts.
Osteocytogenesis, which is the transformation of osteoblasts
in osteocytes, is an active process that includes the action of
metalloproteinases on the cleavage of collagen and other bone
matrix proteins as fibrin and fibronectin [41]. Osteocytes have
their cell bodies encased in lacunae throughout the

mineralized matrix and are connected to each other and other
bone cells through a large network of dendritic processes trav-
eling inside canaliculi (very small channels). Osteocytes have
many functions in the bone metabolism: (1) they can act as a
sensor of mechanical loading through their large channels
network; (2) they behave as an endocrine cell, secreting many
soluble factors with paracrine and endocrine actions, as the
regulation of phosphate homeostasis through the production
of FGF23; and (3) they play an important role as a regulator of
bone remodeling through modulation of both osteoblast and
osteoclast activity. They may stimulate bone formation and
mineralization through the phosphate-regulating neutral endo-
peptidase on the chromosome X (Phex) and dentin matrix
protein (DMP1) or promote their inhibition through the pro-
duction of sclerostin and MEPE/OF45. Osteocytes induce os-
teoclast formation and activation through their death by apo-
ptosis. Dying or apoptotic osteocytes, appearing in unloaded
bone or at sites of microdamage, release apoptotic bodies ex-
pressing RANKL that can recruit and activate osteoclasts [42].
Bakker et al. made an interesting in vitro experiment to deter-
mine the relation between IL-6 and osteocyte mechano-sensi-
tivity. MLO-Y4 osteocytes were incubated with/without IL-6
for 24 h. After this period, osteocytes were subjected to me-
chanical loading by pulsating fluid flow for 1 h. The results
suggested that IL-6 is produced by shear-loaded osteocytes
and that IL-6 may modulate osteocyte communication with
osteoblasts [43].

Interleukins may interfere with functions of osteocytes.
Estrogen deficiency increases serum levels of TNF-α and
IL-1, which is reported to induce osteocyte apoptosis [40,
42]. Dkk-1 and sclerostin, which are potent inhibitors of oste-
oblast and bone formation, are highly expressed in osteocytes.
As mentioned before, TNF-α is a potent stimulator of the
production of Dkk-1, an inhibitor of the Wnt signal on osteo-
blasts, and is found in high serum levels of RA patients.
Bakker et al. investigated the role of TNF-α and IL1-β in
the modulation of the osteocyte response to mechanical load-
ing. Osteocytes were maintained in culture and treated with
TNF-α or IL1-β and exposed to mechanical loading by a
pulsatile fluid flow technique. The cell response was mea-
sured by nitric oxide (NO) production. Both TNF-α and
IL1-β inhibited the osteocyte mechanical loading–induced
NO production and IL1-β also stimulated osteocyte apoptosis.
The investigators suggested that this was a potential mecha-
nism to explain how inflammatory cytokines could induce
bone loss in RA [44]. Heiland et al. treated TNF transgenic
mice with neutralizing antibodies against TNF, Dkk-1, or
both, and analyzed bone architecture, gene expression of β-
catenin, osteoprotegerin, and osteocalcin. They made also
measurements of Dkk-1 and sclerostin in osteoblast cultures
stimulated with TNF-α. Blockade of Dkk-1 completely
protected the transgenic mice from inflammatory bone loss.
This blockade was also associated with enhanced expression
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of β-catenin, osteocalcin, and osteoprotegerin, and it neutral-
ized TNF-induced sclerostin expression [45].

Biologic agents used in the treatment of RA may have a
beneficial action on the osteocytes, and these actions may
prevent inflammatory bone loss. These observations will need
to be tested in clinical studies.

RA serum markers and bone loss

Most RA patients produce the immunoglobulin rheumatoid
factor (RF). Testing for IgM-RF is associated with a high
specificity and sensibility for RA (80 and 70 %, respectively).
High serum levels of RF are associated with joint damage,
radiographic progression, and systemic extra-articular features
[46, 47]. RF may be negative in early RA, becoming positive
as the disease progresses. Recently, diagnosis of RA has been
changed to include the serologic detection of anti-citrullinated
protein antibodies (ACPAs) [48]. Citrullination is the post-
translational conversion of peptidyl-arginine to peptidyl-cit-
rulline. This conversion is mediated by the calcium-
dependent enzyme peptidylarginine deiminase (PAD). This
enzyme is up-regulated by calcium.

ACPA-positive RA has a different profile from ACPA-
negative RA. ACPA-positive RA has more aggressive clinical
and radiological courses and appears to have distinct genetic
associations. Indeed, it is possible that the distinction between
two forms of RAwill be made clearer by the positivity versus
negativity for ACPAs than the same dichotomy for RF.

ACPAs and bone

Patients positive for ACPAs develop more bone erosions and
more severe osteopenia than ACPAs− [49–53]. During the
course of the disease, the presence of ACPAs is independently
associated with severe trabecular bone loss, and this is spe-
cially seen in the hands and distal radius [54, 55].

The presence of ACPAs without signs of articular inflam-
mation may be a clue for later appearance of RA. The set of
healthy ACPAs+ individuals are considered at risk for the
future development of the disease. Two questions may arise:

1. During this preclinical phase, is it possible that bone can
be affected, implicating a direct effect of ACPAs on bone,
independently of inflammatory mediators?

Individuals, without signs of inflammation butACPAs+,were
analyzed for the presence of bone damage. One study analyzing
metacarpal bones using HRpQCT (high-resolution peripheral
quantitative computed tomography) of such healthy ACPAs+
individuals showed reduced thickness and increased porosity of
the cortical bone compared with controls [26].

2. How then would ACPAs interact directly with the bone
inducing damage and loss?

A proposed explanation links ACPAs to the differentiation
of osteoclasts and activation of bone resorption. Citrullinated
vimentin, an autoantigen targeted by the ACPAs, is expressed
in cells of the monocyte/macrophage lineage and also in oste-
oclast precursors. The binding of ACPAs to citrullinated
vimentin in the surface of these cells induces differentiation
of monocytes into osteoclastic lineage and also differentiation
of osteoclasts. The differentiation of monocytes to osteoclasts
is further enhanced by the release of TNF, after the binding of
ACPAs to the cells of the osteoclast lineage. These findings
may explain the bone loss seen in the RA preclinical phase
and the role of ACPAs in its induction [56].

Recently, a study described a new way to explain the ef-
fects of ACPAs on bone loss independently of the inflamma-
tory process. The study focused the role of ACPAs in osteo-
clast differentiation, activation, and the subsequent bone loss
and destruction [57]. In vitro assays showed that protein
citrullination on osteoclasts by peptidylarginine deiminases
(PADs, see above) is essential for osteoclast differentiation
from peripheral blood macrophage precursors and for its acti-
vation. When stimulated by ACPAs, osteoclasts produced
high levels of IL-8 that had an autocrine effect on osteoclas-
togenesis. The neutralization of IL-8 by anti-IL-8 antibodies
blocked osteoclast differentiation induced by M-CSF and
RANKL. The in vivo section of the study showed that intra-
venous injection of ACPAs to mice was associated to a sig-
nificant decrease of trabecular bone density, trabecular num-
ber, and the bone volume fraction (bone volume/tissue vol-
ume). These bone changes were reversed by subcutaneous
injection of reparixin. Describing this new way of osteoclast
activation by ACPAs, before the start of the RA inflammatory
process, the authors stated that (1) during the differentiation
and activation of the osteoclast precursors, a progressive and
gradual citrullination occurred due to an increased PAD activ-
ity; and (2) circulating ACPAs binding to osteoclast precur-
sors enhanced the osteoclasts’ reabsorbing activity through an
IL-8-dependent autocrine loop.

Kocijan et al. showed that patients with seropositive RA
have greater alterations of trabecular bone than those with
seronegative RA [54]. When compared with seronegative
RA patients, those who are serum positive for RF and/or
ACPAs had significant decreases in total trabecular density
(p = 0.007) and inner trabecular density (p = 0.007) as evalu-
ated by HRpQCT.

Effects of biologic DMARDs on bone

The introduction of biologic DMARDS (bDMARDs) for the
treatment of RA allowed not only for the reduction of cartilage
damage but also for the decrease of both localized and gener-
alized bone loss. Several studies in RA reported beneficial
effects on bone mass after treatment with bDMARDs
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(Fig. 2). Most of them showed only results on bone markers
and a few on BMD and fractures risk. In order to systemati-
cally for the articles needed for this review, we conducted a
literature search as follows:

Studies search strategy

The aim of this review was to show the evidence of the prin-
cipal biologic therapies on bone loss in rheumatoid arthritis,
focusing on the effects of TNF-α inhibitors, interleukin-6
blockade, B-lymphocyte blockade, co-stimulation blockade,
and biologic anti-osteoclast treatment.

An international group that included experienced authors
and methodologists developed the PRISMA methodology
(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-
Analyses) for the report of systematic reviews fully and trans-
parently (1). This methodology includes a structured approach
of five components to help the researcher formulate relevant
and precise questions about studies during the making of the
review. This approach is known by the acronym BPICOS,^
where each letter refers to a component: the patient population
or the disease being addressed (P), the interventions or expo-
sure (I), the comparator group (C), the outcome or endpoint
(O), and the study design chosen (S). The additional component
BT^ used by some authors means time, and it refers to the date
of the publication used in the review [58].

Using the PICOSTmethodology, two coauthors (PC-LMS)
conducted the search using the following MESH terms: –
rheumatoid arthritis, osteoporosis, clinical trials, TNF-α an-
tagonists, infliximab, adalimumab, etanercept, certolizumab,
golimumab, IL-6 antagonists, IL-1 antagonists, abatacept,
tocilizumab, rituximab, bone mineral density, bone markers,
and fractures.

The search was conducted electronically and manually
from the following database: Medline and Science Direct.
The search period included articles from 2003 to 2015. The
first selection included titles of original adult human research
written in English.

Titles were retrieved and the same two authors indepen-
dently selected the relevant studies for a full text. The retrieved
selected studies were also reviewed completing the search for
relevant articles.

The first search included 904 titles, of which 253 titles were
selected. The agreement on the selection among researchers
resulted in a Kappa statistic of 0.95 (p < 0.000). Only 248
abstracts evaluated were included in the acronym PICOST.
The final selection included only 28 studies, derived from
the systematic search. Additionally, a manual search in the
bibliography of the selected articles was made and included
into the text and into the section of Bsmall molecules of new
agents.^

A summary of the 28 selected studies is presented in Table 1.

Fig. 2 Cytokine network and
biological treatment blockade
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TNF-α inhibitors

TNF-α inhibitors were the first bDMARDs used in the treat-
ment of RA, and they are still the most frequently prescribed.
In clinical practice, there are five TNF-α antagonists approved
for the treatment of RA: infliximab, adalimumab, etanercept,
certolizumab, and golimumab.

There are compelling studies in animal models showing
that TNF-α blockade impairs the development of osteoclast
precursors and the activation of mature cells thus reducing the
loss of bone [59]. In murine collagen-induced arthritis [60],
and also in other models of murine autoimmune arthritis [61,
62], TNF-α deficiency or its inhibition prevented bone loss in
parallel with the reduction of inflammation. In models of
TNF-α transgenic mice, inflammation induced by TNF-α de-
creased new bone formation through Dkk-1 up-regulation and
inhibition of insulin growth factor-1, Osterix, and Runx2.
TNF-α inhibition leads to new bone formation [63]. The sup-
pression of TNF-driven inflammation on bone metabolism
has been described in several adult human cohorts and case-
control studies. Infliximab has been the TNF antagonist most
investigated regarding BMD and bone turnover markers.

The data on fractures are scarce, but three studies [64–66]
using databases from health care, commercial insurance plan,
and administrative health care organizations showed no dif-
ference in the risk of non-vertebral fractures in RA patients on
treatment with TNF antagonists, methotrexate, or other non-
biologic DMARDs.

Briefly In a population-based cohort study by Kim et al.,
using 12 years of health care data from a Canadian Province
and a U.S. commercial insurance plan, 16,412 RA patients
were divided into three treatment groups for comparison of
the osteoporotic fracture risk: (1) TNF inhibitors with or with-
out non-biologic DMARDs, (2) methotrexate without a TNF
inhibitor, or (3) other non-biologic DMARDs without a TNF
inhibitor or methotrexate. The study outcomes were hospital-
izations for fractures of the hip, wrist, humerus, or pelvis.
After a multivariate analysis, the adjusted risk of non-
vertebral fractures was similar in RA patients starting a TNF
inhibitor, methotrexate, or other non-biologic DMARDs [64].

Similar results were observed by Kawai et al. in a study
analyzing retrospective cohorts in four large administrative
databases including patients with RA, inflammatory bowel
diseases, and a group composed by psoriasis, psoriatic arthri-
tis, or ankylosing spondylitis. The results showed that the risk
of combined fractures was very similar between patients treat-
ed with TNF inhibitors and non-biologic DMARDs for each
disease. They also observed that among RA patients, the use
of >10 mg/day of prednisone or equivalents at baseline was
associated with an increase of fracture risk [65].

Coulson et al. reported data from 8419 female RA patients
included in the Consortium of Rheumatology Researchers ofTa
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North America (CORRONA) registry. They analyzed many
clinical factors regarding their possible influence on fracture
risk and T-scores to determine if women with RA at risk for
osteoporosis were adequately treated. The study results
showed that postmenopausal status, low functional capacity,
and prednisone use were associated with a higher risk of frac-
ture; TNF-α monotherapy treatment was associated with de-
creased fracture risk. They also concluded that women with
RAwere inadequately treated for osteoporosis [66].

Effects of TNF-α inhibitors on BMD

Before the use of bDMARDs, a high rate of generalized bone
loss was reported in RA patients. Haugeberg reported a BMD
decrease of 1.7 % at the femoral neck and 2.7 % at the lumbar
spine [13], and another study reported bone loss of 3.6 % at
the femoral neck and 2.1 % at the lumbar spine [24].

Analysis of the available studies shows that the introduc-
tion of TNF inhibitors for the treatment of RA patients has
been associated with decreases in generalized bone loss.

The effect of TNF blockade therapy on BMD was reported
in an open-label prospective study with 50 RA patients on
adalimumab treatment. After 1 year of follow-up, anti-TNF
therapy arrested the generalized bone loss. A synergistic effect
between adalimumab and prednisone was observed after a
multivariate regression analysis showing that the concomitant
use of prednisone explained 18.5 % of improvement on femur
BMD [67].

In a cohort of 102 RA patients followed for 1 year on
treatment with infliximab, clinical remission was associated
with an arrest in bone loss at the lumbar spine and hip but with
a 0.8 % BMD decrease at the hands, showing that, despite
treatment, there was progressive localized metacarpal cortical
bone loss [68]. In this regard, another study also demonstrated
that despite inflammation control and preservation of BMD in
the lumbar spine and hip, there was a continuous loss of bone
in hands [69].

Two studies with adalimumab showed different results.
Hoff et al. in a sub-analysis of the PREMIER trial showed
that adalimumab plus MTX reduced metacarpal cortical bone
loss independent of clinical response [70]. Krieckaert et al., in
a cohort study of 184 RA patients taking adalimumab, showed
that after 1 year of treatment, BMD of the hip and lumbar
spine remained stable while BMD of the hands decreased
significantly by 1.41 % [71]. Some studies suggest that
TNF-α antagonists may induce clinical remission and halt
generalized bone loss but are less effective in the absolute
control of local joint inflammation associated with persistent
joint damage and localized bone loss.

A 6-month study compared 20 RA patients taking anti-
TNF-α therapy (etanercept or infliximab) with 10 patients tak-
ingMTX. For those on anti-TNF treatment, BMD increased by

0.2 % at lumbar spine and 0.1 % at the hip; for those not taking
anti-TNF, there was a decrease by 0.8 and 0.6 % at lumbar
spine and at the hip, respectively. The authors considered these
BMD variations not significant. Probably it is likely that this
study was underpowered to show a difference [72].

An open-label study including 36 RA patients treated for
1 year with infliximab reported a non-significant increase in the
lumbar spine and a non-significant decrease in hip BMD [73].

A study compared 90 RA patients treated for 1 year with
infliximab, who were non-responders toMTX, to an historical
cohort of 99 RA patients (control group) who were treated
withMTX in the prebiologic era. Results showed preservation
of BMD at lumbar spine and at the hip in the anti-TNF-treated
patients and loss of bone at both sites in the control group. The
infliximab effect persisted even after models of stratification
for confounding factors such as sex, age, menopause status,
steroid, and/or bisphosphonate use. In this study, the protec-
tive effect of infliximab on bone was also observed in patients
who did not exhibit a clinical response evaluated by the DAS-
28, suggesting that the effects of TNF-α inhibition on bone
metabolism may be partially independent of its action on RA
activity [74]. The authors hypothesized that TNF-α antago-
nists, besides suppressing inflammation, may restore coupling
of bone resorption and bone formation, previously disrupted
in RA, halting systemic bone loss.

A recent prospective observational study analyzed bone loss
in early RA patients followed for 10 years. In the first 2 years of
disease activity, 18.5 % of patients were on bDMARDs and
91.3% on synthetic DMARDs (sDMARDs). For the subsequent
8 years, 62.6 %were on bDMARDs and 89.2 % on sDMARDs.
In the first 2 years, the annual rate of bone loss was significantly
higher in patients under bDMARDs compared to those on
sDMARDs at the femoral neck and total hip but not at the lumbar
spine. For the whole 2–10-year period, no significant differences
in bone loss at any site were found between the two groups. In
multivariable models, the variables independently associated
with BMD loss for the 0–2-year period were (1) use of
bDMARDs for femoral neck, (2) cumulative dose of glucocor-
ticoids for total hip, and (3) disease activitymeasured byDAS-28
for lumbar spine. For the 2–10 years’ follow-up period, variables
independently associatedwith bone losswere (1)menopause and
smoking for the femoral neck and total hip and (2) female gender
and rheumatoid factor for the lumbar spine. In the first 2 years,
the association of bDMARDs and cumulative dose of glucocor-
ticoids with bone loss can be interpreted as data coming from
patients with more severe disease, taking into account that those
two drugs behaved, in this observational study, as surrogate
markers for disease activity. This study showed that a more ef-
fective suppression of inflammation, as seen in the 2–10-year
period, including the use of bDMARDs, significantly reduced
bone loss in RA patients [75].

The BeST study compared four different approaches to
treat RA patients: (1) sequential monotherapy, (2) step up
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combination therapy, (3) initial combined therapy with gluco-
corticoids, and (4) initial combined therapy with infliximab.
BMD measurements were performed in 342 patients with re-
cent onset RA at baseline and after 1 year. Median BMD loss
after 1 year was 0.8 and 1 % of baseline at the lumbar spine
and at the hip, respectively, with no differences between treat-
ment groups even for the infliximab patients. The determi-
nants of BMD loss in this study were joint damage at baseline,
joint damage progression, and no use of bisphosphonates. The
tight control of inflammation in the four treatment strategies in
patients with early and active RA did not allow difference
among them in the preservation of bone mass. This was also
achieved by the use of antiresorptive treatment. The conclu-
sion of this study reinforces the concept that earlier suppres-
sion of inflammation with any aggressive effective treatment
strategy may avoid joint destruction and preserves BMD in
RA patients [76, 77].

Effects of TNF-α inhibitors on biochemical markers
of bone turnover (BTMs)

BTMs are classified in two types: markers of bone formation
and markers of bone resorption. The bone formation markers
include osteocalcin (OC), bone alkaline phosphatase (BALP),
N-terminal propeptide of type I procollagen (PINP), and C-
terminal propeptide of type I procollagen (PICP). The bone
resorption markers include C-terminal cross-linking
telopeptide of type I collagen (CTX-I), N-terminal cross-
linking telopeptide of type I collagen (NTX-I), C-terminal
cross-linking telopeptide of type I collagen generated by ma-
t r i x m e t a l l o p r o t e i n a s e s ( CTP -MMP, I CTP ) ,
deoxypyridinoline (DPD), isoform 5b of tartrate-resistant acid
phosphatase (TRACP5b), and helical peptide 620–633 of the
alpha-1 chain [78]. Serum levels of OPG and RANKL can be
measured and the RANKL/OPG ratio can be determined.

Baseline lower levels of RANKL and the RANKL/OPG
ratio were described as predicting remission in RA patients
treated with TNF inhibitors [79]. Anti-TNF treatment also
increased synovial expression of OPG [80]. The BTMs, which
were analyzed in the TNF-α antagonist RA studies, include
PINP, OC, BALP, OPG, CTX-I, NTX-I, ICTP, DPD, and
RANKL.

In a prospective study of 36 RA patients taking infliximab
and methotrexate [81], OC, NTX-I, and DPD were measured
at baseline and after 14 weeks, 6 months, and 12 months of
treatment. Levels of OC and NTX-I lowered significantly at
14 weeks and levels of all BTMs were significantly lower at 6
and 12 months than the baseline levels. After a significant
drop of NTX-I and DPD levels at 14 weeks, there was no
further significant change for the rest of the treatment.
Interestingly, the authors also measured the levels of different
cytokines and found a significant correlation between levels of

IL-6 and of all BTMs at different time points, levels of IL-23
and OC before treatment and after 6 months, and levels of
TNF-α and NTX at 14 weeks and DPD at 12 months. These
results suggest that the changes induced by infliximab in the
RA inflammatory process may promote changes in other cy-
tokines, besides TNF, which can influence bone remodeling in
different ways. In this regard, the effect in vitro of the pro-
inflammatory cytokines TNF-α, IL-17, IL-6, IL-1, and IL-23
demonstrated that they have specific and characteristic prop-
erties on osteoclast development [82]. The initial decrease in
the levels of bone-resorbing markers with no further drops
may suggest a short-term positive effect of infliximab on bone
remodeling. Chopin et al. also observed this positive effect in
a study with 48 RA patients treated with infliximab for 1 year.
There was an initial decrease in CTX-I at 6 and 22 weeks,
returning to pretreatment levels at week 54 [83].

Vis et al. described an increase in the bone formation
markers OC and PINP and a decrease of bone resorption
marker ICTP after 6 weeks of treatment with infliximab in
an open-label study with 68 RA patients [84]. In a follow-up
of 102 RA patients taking infliximab (described before), the
same authors, measuring BTMs at 14, 30, and 46 weeks,
found an association between the clinical response and the
decrease in the resorption markers CTX-I and RANKL [68].

After 1 year of treatment with infliximab, an increase in OC
(p < 0.01) and a decrease in CTX-I (p < 0.01) compared to
baseline levels were observed in a prospective open-label pilot
study with 26 RA patients [85]. Similar results regarding per-
sistent decrease in bone-resorbing markers and improvement
in bone formation markers were reported in other studies [86,
87]. In a prospective study, the sera of 43 patients and 30
healthy individuals regarding OPG and RANKL levels were
analyzed. For 21 patients under anti-TNF therapy, the high
baseline serum levels of OPG and RANKL were normalized
after 6 months of treatment [88].

Despite conflicting results, analysis of the existing data
allows the conclusion that anti-TNF therapy is associated with
a rapid decrease in bone resorption and a positive bone remod-
eling balance in RA patients. Many available studies are open
label, with small sample sizes and are not controlled for con-
founding factors. The knowledge of differences on bone re-
modeling among the existing TNF inhibitors, adjustment for
factors that may act on bone mass (steroids, smoking, comor-
bidities), and randomized long-term studies are needed for a
better understanding of the impact of TNF antagonists on
bone metabolism.

Interleukin-6 blockade

Interleukin-6 (IL-6) is a cytokine that has been associated with
a large repertoire of functions. Classically, IL-6 is involved in
protection from infection, but it is mainly associated with the
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development of inflammatory process in many diseases. IL-6
promotes the liver production of acute phase reactants and has
a prominent role in the maturation of B cells and plasma cells.
In vitro observations showed that IL-6 induces osteoclasto-
genesis in a model of antigen-induced arthritis [89]. In RA
patients, during the inflammatory process, cells of the
monocyte/macrophage lineage differentiate into osteoclasts,
which resorb bone, producing erosions. IL-6 in conjunction
with IL-1 and TNF-α promotes the recruitment and prolifera-
tion of those inflammatory cells, enhancing the production of
the pannus tissue with further destruction of cartilage and
subchondral bone.

The relation of IL-6 with systemic bone loss was reported
in an open study including 40 RA patients compared to 20
healthy controls matched by age and sex. IL-6 levels showed a
significantly negative correlation with the T-score of spine and
hip. A negative correlation was found between the T-scores
and parameters of disease activity [90].

More recently, IL-6 involvement in inflammation-
associated carcinogenesis and in the link between innate and
adaptive immunity have been reviewed [91].

IL-6 stimulates target cells through its receptor in two
ways: (1) Classical binding—IL-6 binds with its membrane
bound receptor (IL-6R) on cell surface, or (b) Trans-
signaling—IL-6 binds to a soluble form of IL-6R that further
links to the cell membrane.

An IL-6 receptor-blocking agent (IL-6R), tocilizumab, has
been used successfully to treat RA patients. This humanized
anti-IL-6R has been effective in lowering the systemic and local
signs of the inflammatory processmeasured by the reduced num-
ber of tender and swollen joints, normalization of the acute phase
reactants, and reduction of the joint damage [92–94].

An in vitro study reported that murine anti-IL-6R reduced
osteoclast differentiation and bone resorption in monocyte
cultures stimulated with RANKL or RANKL plus TNF-α.
In the same study, using human TNF-α transgenic mice as a
model, IL-6R blockade strongly reduced osteoclast formation
as well as bone erosion in vivo, but interestingly, it did not
inhibit joint inflammation. This observation emphasizes the
concept that the IL-6 inhibition of osteoclastogenesis is inde-
pendent of its anti-inflammatory actions [95].

A micro-CT study analyzed bone erosions in the
metacarpophalangeal joints of 20 RA patients treated with
tocilizumab. Bone erosions were evaluated by the measure-
ment of their maximal width and depth at baseline and after
1 year of treatment. Tocilizumab induced limited repair main-
ly in large lesions with sclerosis, reflecting its favorable action
on local bone remodeling [96].

A 1-year randomized, controlled trial (SAMURAI study)
showed that tocilizumab monotherapy in active RA patients
reduced the progression of structural joint damage and pro-
moted higher remission rates than the conventional DMARDs
therapy [91]. In a sub-analysis of this prospective 1-year

study, RA patients were divided into high-risk and low-risk
groups according to four independent predictive markers for
progressive joint damage (urinary CTX-II, urinary
pyridinoline/deoxypyridinoine ratio, body mass index, and
joint-space narrowing score). Tocilizumab monotherapy was
more effective in reducing radiological progression in high-
risk than in low-risk patients showing a better effectiveness in
the first group [97].

In the multicenter, double-blind, placebo-controlled trial of
tocilizumab in inadequate responders to methotrexate
(OPTION study), patients with moderate-to-severe RA were
randomized to receive tocilizumab (4 or 8 mg/kg subcutane-
ously) with methotrexate compared to methotrexate alone.
From 623 patients included in the study, 416 were selected
to investigate the effect on biochemical markers of bone and
cartilage metabolism at 4, 16, and 24 weeks of treatment com-
pared to baseline levels. Patients treated with tocilizumab
showed (1) marked reduction, in a dose-dependent way, of
cartilage metabolism markers (N-terminal propeptide of type
IIA collagen, matrix metalloproteinase-3, and collagen helical
peptide), (2) significant decreases in bone-resorbing markers
(CTX-I and ICTP), and (3) an increase in the levels of bone
formation markers that were significant only when the PINP
levels were compared with placebo at 4 weeks. These results
provided evidence for a beneficial effect on bone remodeling
process in RA patients taking tocilizumab [98].

The changes in biochemical markers of bone metabolism
were analyzed in a randomized, double-blind, placebo-con-
trolled, parallel group trial including 299 anti-TNF refractory
RA patients. They were randomly assigned to tocilizumab (4
or 8 mg/kg IV) plus methotrexate or placebo IV plus metho-
trexate once a month. Both tocilizumab doses significantly
reduced the levels of biochemical markers of cathepsin K-
mediated bone resorption. A significant decrease in the
CTX-I/OC ratio was also observed indicating an improvement
in bone balance [99].

Bone marrow histological changes in response to toci-
lizumab treatment were observed in a study including tissues
extracted from 10 RA patients submitted to total knee
arthroplasty. Samples from other 10 RA patients on MTX
monotherapy were used for comparison. A significant in-
crease in the expression of osteoprotegerin was demonstrated
in the tocilizumab-treated patients after comparison with the
control group [100].

The effects of IL-6 blockade on serum bone markers were
reported in a pilot study comparing 22 active RA patients
treated with tocilizumab and 22 healthy women. After
2 months of treatment, IL-6 blockade reduced the serum levels
of Dkk-1 and significantly increased the ratio of OPG/
RANKL. The change in the OPG/RANKL favoring bone for-
mation was observed in 10 patients in remission or in low
disease activity but not in 12 patients without control of the
disease. These results indicate that the positive IL-6 blockade
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effect on bone remodeling was mediated by the reduction of
the Dkk-1 influence on theWingless signaling pathway and in
the rapid and effective suppression of inflammation [101].

Despite the good results obtained with anti-cytokine
therapy in the management of RA, there are still a number
of patients not responsive or who cannot tolerate it. A
better understanding of the RA pathology, involving the
interplay among cytokines and cells, allowed the develop-
ment of new therapies offering a new opportunity for all
those affected by the disease. Monoclonal antibodies di-
rected against lymphocytes and co-stimulatory antagonists
are part of this effort regarding new ways to reduce the
activity of RA.

Biologic therapies that target the lymphocyte

B-Lymphocyte blockade

Experimental studies proposed that B-lymphocytes might syn-
thesize and secrete RANKL. In a knockout mice model of
ovariectomy-induced osteoporosis, the deletion of RANKL in
B lymphocytes partially protected from cancellous bone loss
[102]. A study using cytokine mRNA profiles in the analysis of
RA synovial fluid cell populations reported that B cells are a
major source of RANKL [103]. These observations coupled
with the known involvement of B and T lymphocytes in the
RA inflammatory process led to the hypothesis that the block-
ade of these cells could protect RA patients from bone loss.

Rituximab is a monoclonal antibody directed against
the molecule CD20 on the surface of B lymphocytes.
After binding to CD20, rituximab impairs the cell func-
tion leading to its apoptosis. Firstly utilized to treat lym-
phomas, this B-cell blocking agent was licensed for RA
therapy in 2006 showing good efficacy as a primary
agent after lack of response or intolerance to anti-TNF
agents [104].

In a prospective study, the influence of rituximab on markers
of bonemetabolismwas analyzed in 13 patients with a follow-up
of 15 months after the beginning of treatment. A non-significant
decrease in RANKL levels and a significant decrease in
deoxypyridinoline levels were observed, showing a reduction
in bone resorption [105]. Another prospective study analyzed
expression of bone resorption markers in synovial biopsies of
28 patients with active RA, before and after 16 weeks of rituxi-
mab treatment. The results showed a decrease in synovial osteo-
clast precursors and RANKL expression. In the same period, an
increase in serum OPG/RANKL ratio was observed [106].
Salvin et al. reported, in a small number of RA patients, an
improvement in bone mineral density after rituximab treatment.
Those results were better seen in patients with low activity, clas-
sified as clinical responders [107].

Co-stimulation blockade

The first molecular interaction in the initiation of RA synovitis
occurs between an antigen-presenting cell (APC) and a Th1
lymphocyte. Arthritogenic antigens linked to the Major
Histocompatibility Complex (MHC) molecule are exposed
in the surface of an APC, and their binding to a Th1-cell
receptor (TCR) makes what is called a tri-molecular complex.
Although being the main step, this antigenic stimulation is not
sufficient to start the T-cell activation, which further depends
also on co-stimulatory signals. The binding of the T-cell mol-
ecule CD28 to the APC CD-80 (B7)/CD86 is an important
positive co-stimulatory pathway. CTLA4, produced by cyto-
toxic T lymphocytes, is also a ligand of CD80/86 and a natural
inhibitor of the T-cell activation.

Abatacept is a soluble fusion protein formed by the extra-
cellular domain of human CTLA4 linked to a human IgG1 Fc
portion. Abatacept (CTLA4-Ig) has been successfully used to
treat RA patients. Its action decreased joint symptoms and
signs and reduced RA radiological progression. It is currently
indicated for the treatment of moderate-to-severe RA in pa-
tients not responsive to synthetic DMARDs or anti-TNF ther-
apy [108].

In an experimental study with murine peripheral blood
mononuclear cells, Axmann et al. showed that binding of
CTLA4 to osteoclast precursor cells inhibited its differentia-
tion and maturation having an anti-osteoclastogenic effect.
They also showed that CTLA4 inhibited, dose-dependently,
RANKL and TNF-mediated osteclastogenesis in vitro without
the presence of T cells. These experiments explained, at least
in part, the anti-erosive effect of abatacept [109]. It has also
been reported that CTLA4-Igmay induce the down-regulation
of key osteoclast genes as c-Fos and NFATc1, making a direct
influence on the differentiation of osteoclasts and its bone-
resorbing activity [110]. Bedi et al. showed, in an experiment
in mice, that CTLA4-Ig prevented bone loss and bone resorp-
tion induced by PTH [111]. Recently, Bozec et al. reported
that the binding of CTLA-4 to CD80/86 induced the activation
of the enzyme idoleamine 2,3-dioxygenase in osteoclast pre-
cursors degrading tryptophan and promoting apoptosis. This
molecular mechanism may also explain the direct action of
abatacept on osteoclasts inducing its apoptosis and protecting
bone mass [112].

Biologic anti-osteoclast treatment

Bone loss in RA, featured by erosions of subchondral bone,
peri-articular, and systemic osteoporosis, is mainly mediated
by RANKL. The blockade of its activity decreases the differ-
entiation and development of osteoclasts preventing the re-
sorbing process associated with inflammation.
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Denosumab, a fully human monoclonal antibody anti-
RANKL, has been successfully used to treat osteoporosis
[113]. In the FREEDOM pivotal study, denosumab 60 mg
SC every 6 months for 3 years reduced the risk of vertebral
and non-vertebral fractures in postmenopausal women [114].
Deodhar et al. studied the effect of denosumab on bone loss in
the hands of 56 individuals with erosive RA. Patients under
methotrexate treatment received subcutaneous placebo,
denosumab 60 mg, or denosumab 180 mg at 0 and 6 months.
Evaluations were made regarding hand BMD, radiographs,
and magnetic resonance images. Erosions were evaluated by
the Rheumatoid Arthritis Magnetic Resonance Imaging
Scoring System of the metacarpophalangeal joints and wrists
of both hands, modified with volume-based scoring of bone
erosion for each joint from 0 to 10 with increments of 0.5
(total of 21points and maximum total erosion score of 500).
After 1 year, an increase in hand BMD and a reduction in hand
bone erosions were observed in the denosumab-treated pa-
tients compared to placebo. Low bone scores were also ob-
served at 6 months on MRI for the same group of patients
[115]. In a randomized prospective study post hoc analysis
including 218 patients with active, erosive RA, the effects of
denosumab on the metacarpal shaft cortical bone thickness
were measured by digital x-ray radiogrammetry. Study sub-
jects were given two injections of denosumab treatment or
placebo at baseline and then repeated after 6 months, with
continuous methotrexate treatment. Denosumab treatment
prevented cortical bone loss, an effect observed for up to
12 months [116]. BMD and bone turnover markers were an-
alyzed in a randomized, double-blind, placebo-controlled
phase II study of denosumab in RA patients taking concurrent
glucocorticoids or bisphosphonates. After 6 and 12 months,
lumbar spine and total hip BMD increased significantly com-
pared with placebo in denosumab-treated patients. sCTX-I
and PINP were also reduced at 3 and 6 months in all sub-
groups of patients on denosumab. These results were observed
regardless of baseline BMD and bone turnover markers or
concomitant use of glucocorticoids or bisphosphonates [117].

These studies show beneficial effects of denosumab in the
preservation of bone mass, particularly in juxta-articular osteo-
porosis. However, blockade of RANKLdid not affect the inflam-
matory arthritis. In addition, recently Ferrari et al. reported that in
preclinical and clinical RA studies, RANKL inhibitors did not
significantly alter the inflammatory processes [118].

Clinicians are concerned that concomitant blockade with
TNF and RANKL in the same patient may increase the risk of
immunosuppression and/or infection. Curtis et al. evaluated
all RA patients enrolled inMedicare during 2006–2012 for the
risk of infection in those concurrently treated with a biologic
agent and denosumab or zoledronic acid. The study concluded
that the rate of hospitalized infection was not significantly
increased for patients receiving denosumab compared with
that receiving zoledronic acid [119].

Small molecules new agents

Although many new treatments have become available in the
last 15 years improving RA treatment, there are patients not
responsive to the available therapeutic agents and some who
cannot use them because of adverse effects. In the search for
new treatments, efforts have been made to find more selective
immunosuppressive therapies such as those targeting cytokine
intracellular signaling pathways. One of these targets, success-
fully inhibited, has been the Janus tyrosine kinases (JAKs)
pathways.

Tofacitinib is a synthetic (not biologic) small molecule new
oral drug, acting as a potent inhibitor of the JAK family of
tyrosine kinases, with a high degree of selectivity or JAK 1
and JAK 3 [120]. Phase 3 studies showed that tofacitinib used
alone [121] or in combination with methotrexate [122] re-
duced the progression of cartilage and bone destruction in
RA patients. Although tofacitinib decreased the development
of bone erosions, there are no, at this point, studies with pri-
mary outcomes of BMD, bone markers, or fractures.

Conclusion

We presented in this review the best evidence available re-
garding bone loss in RA patients. The more recent knowledge
of the cytokines’ interplay in the inflamed synovial membrane
and its close relation to osteoclast development and activation
demonstrated that the persistence of inflammation enhanced
bone turnover, leading to bone erosions and systemic bone
loss. Early and Baggressive^ treatments were reported to be
more effective in rapidly achieving a low level of inflamma-
tion and halting the progressive loss of bone.

Several new studies showed that therapies targeting specif-
ic cytokines and its signaling pathways with biologic
DMARDs may protect the skeleton and should be introduced
as soon as possible. Outcomes in these clinical studies were
basedmostly on changes in biological markers, and only a few
of them reported modifications on BMD or localized osteopo-
rosis. Only three retrospective studies reported reduction in
fracture risk after anti-TNF therapy.

Some reported findings still need to be clarified.
The TNF blockade studies showed that even in RA patients

not responsive to treatment, a protective effect on bone was
observed suggesting the possibility that anti-TNF therapymay
restore coupling of the bone remodeling independently of its
anti-inflammatory action.

Another point was the lack of efficacy of TNF blockade on
hand bone loss despite its preservation of BMD in lumbar
spine and hip. Is it related to a lack of satisfactory local anti-
inflammatory action? Interestingly, better results regarding lo-
calized bone loss were observed with anti-IL6 treatment.
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Very few studies reported inhibition of bone loss after ri-
tuximab and abatacept treatment. Anti-RANKL therapy
showed beneficial effects in the preservation of bone mass in
RA, especially in juxta-articular osteoporosis, although this
treatment cannot alter the inflammatory process. New non-
biologic therapies but potent inhibitors of the cytokine net-
work may offer future options for skeleton preservation in
RA.

Although several studies reported favorable actions of bio-
logic therapies on bone protection, there are still unmet needs
for studies regarding their actions on the risk of bone fractures
in RA patients. They will be developed in the near future or
they are probably underway at this time.
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Resumen

Antecedentes: la pérdida de fuerza del músculo es-
quelético es frecuente tras una lesión traumática o en el 
postquirúrgico ortopédico. Además de los esquemas de 
ejercicio de fuerza y/o resistencia para su tratamiento, ha 
sido propuesto como auxiliar el uso de algunos aminoáci-
dos como la glutamina (Gln), de manera aislada o combi-
nada con otros nutrimentos. Sin embargo, la información 
sobre la eficacia de la suplementación oral con Gln du-
rante los esquemas de ejercicio de fuerza y/o resistencia 
en adultos con déficit de fuerza es inconsistente.

Objetivo: evaluar la solidez de la evidencia disponi-
ble del efecto de la suplementación oral con Gln sobre 
la fuerza muscular, junto con esquemas de ejercicio de 
fuerza y/o resistencia en adultos con déficit de fuerza 
muscular.

Métodos: se realizó una búsqueda sistemática en dife-
rentes bases de datos, de ensayos clínicos reportados des-
de el año 1980 a 2014, en idioma inglés y español, sobre 
suplementación oral con Gln aislada o combinada con 
otros nutrimentos, con grupo control, en adultos con dé-
ficit de fuerza, bajo esquemas de ejercicio de fuerza y/o 
resistencia, seguimiento menor a un año y fuerza muscu-
lar como desenlace primario.

Resultados: de 661 artículos, se identificaron seis es-
tudios relevantes. El estudio con más participantes que 
evaluó la Gln aislada no sugiere cambios entre los gru-
pos, solo una mejoría en la percepción de la debilidad 
muscular. Los estudios que evaluaron la Gln con otros 
nutrimentos reportan resultados a favor de esta. No fue 
posible realizar un metanálisis.

GLUTAMINE AS AN AID IN THE RECOVERY OF 
MUSCLE STRENGTH: SYSTEMATIC REVIEW 

OF LITERATURE

Abstract

Background: after a traumatic injury or post surgical 
orthopedic, the loss of skeletal muscle strength is com-
mon. In addition to strength training schemes and/or 
resistance to treatment, it has been proposed as an ad-
ditional treatment, the use of some amino acids such as 
glutamine (Gln) in isolation or combination with other 
nutrients. However, the information on the effectiveness 
of oral Gln supplementation during exercise strength 
schemes and / or endurance in adults with strength de-
ficit is inconsistent.

Objective: to evaluate the strength of the evidence at 
hand about the effect of oral supplementation on muscle 
strength Gln set to strength training schemes and / or re-
sistance in adult muscle strength deficit.

Methods: a systematic search was conducted in diffe-
rent databases, in clinical trials reported from the year 
1980-2014, both in English and Spanish, about oral Gln 
supplementation alone or in combination with other 
nutrients, with a control group, in adults with strength 
deficits under exercise schemes of strength and / or en-
durance, tracking under a year and muscle power as the 
primary outcome.

Results: of 661 articles, six relevant studies were iden-
tified. The study participants in Gln isolation evaluation 
did not suggest changes between the groups, only an im-
provement in the perception of muscle weakness. Studies 
evaluating Gln with other nutrients, have reported re-
sults in favor of it. No meta-analysis was possible.

Correspondencia: Laura Moreno Altamirano. 
Universidad Nacional Autónoma de México. 
Facultad de Medicina, Departamento de Salud Pública.  
Circuito interior, Ciudad Universitaria, Av. Universidad 3000,  
CP. 04510, México D.F. 
E-mail: lamore@unam.mx
Recibido: 27-V-2015. 
Aceptado: 26-VI-2015.

005_9321 glutamina como coadyuvante.indd   1443 09/09/15   21:26



1444 Nutr Hosp. 2015;32(4):1443-1453 Sandra Elvia Hernández Valencia y cols.

Conclusiones: actualmente no se dispone de suficientes 
datos de los efectos relacionados con la Gln sobre el défi-
cit de fuerza muscular durante esquemas de ejercicio en 
adultos. Se requiere mayor investigación al respecto para 
responder con mayor solidez sobre este hecho.

(Nutr Hosp. 2015;32:1443-1453)
DOI:10.3305/nh.2015.32.4.9321

Palabras clave: Glutamina. Fuerza muscular. Aminoáci-
dos. Ejercicio.

Conclusions: nowadays there are insufficient data on 
the effects related to the Gln on the deficit of muscular 
force during exercise schemes in adults. It is required 
more research in this topic to respond more accurately 
about this fact. 

(Nutr Hosp. 2015;32:1443-1453)
DOI:10.3305/nh.2015.32.4.9321

Key words: Glutamine. Muscle strength. Amino acids.
Exercise.

Introducción

La pérdida de fuerza del músculo esquelético es fre-
cuente posterior a una lesión traumática o en el post 
quirúrgico ortopédico en pacientes adultos, debido a 
que los mecanismos normales del musculo tales como 
la longitud de tensión y la relación de fuerza-veloci-
dad, pueden ser afectados1,2,3,4,5,6. Se han establecido 
como tratamiento de primer elección programas de 
rehabilitación con esquemas de ejercicio de fuerza y/o 
resistencia para la recuperación de fuerza, movilidad 
y control neuromuscular con la finalidad de prevenir 
nuevas lesiones2,7,8,9,10,11,12. 
Sin embargo, en algunos casos, además de dichos 

esquemas de ejercicio, se ha empleado como estrate-
gia nutricional el uso de complementos orales a base 
de aminoácidos para incrementar la tasa de síntesis 
proteica y evitar la degradación de proteínas muscu-
lares13,14. Uno de estos aminoácidos es la Glutamina, 
cuya popularidad se ha incrementado entre deportis-
tas y población general, por lo que en el año 2012 
fue uno de los seis complementos más utilizados por 
estos15,16. 
La glutamina es el aminoácido no esencial más 

abundante en el cuerpo humano, representa más del 
50% de la reserva de aminoácidos libres del mus-
culo-esquelético, el cual es el mayor reservorio y 
cuantitativamente el sitio más importante para su 
síntesis17,18,19,20,21. La glutamina circulante en el plas-
ma deriva principalmente de la síntesis del musculo 
esquelético19,20,21,22,23.
Debido a que la glutamina participa en la sínte-

sis de aminoácidos, ácidos nucleídos, glucógeno y 
otras moléculas biológicamente importantes en el 
metabolismo celular20,21,24,25,26, se ha considerado 
como posible estimulante para el anabolismo pro-
teico, adjudicándole beneficios potenciales sobre 
el tejido muscular en diversas condiciones medi-
cas17,18,25,27,28,29.
Estudios en ratas con lesión muscular inducida 

por ejercicio, han observado elevación de las fuer-
zas contráctiles así como crecimiento muscular 
posterior a la suplementario con glutamina. Posible-
mente esto se debe al incremento de miofilamentos 
disponibles para crear una contracción muscular30. 
Asimismo, el incremento de los niveles de glutami-
na intramuscular ha sido directamente ligada con 

el volumen celular31, el cual incrementa la síntesis 
proteica e incrementa el tamaño muscular dando 
como posible resultado el aumento de masa y fuerza 
muscular32.
Otra hipótesis sobre el beneficio del uso de gluta-

mina es, que debido a la respuesta inflamatoria de las 
fibras musculares, se incrementa el consumo de glu-
tamina por algunas células del sistema inmunológico, 
lo cual repercute en la síntesis proteica y por ende en 
la recuperación muscular, por lo que suministrar este 
aminoácido revierte este hecho. Sin embargo, el meca-
nismo aun no es del todo claro32.

Introducción

La pérdida de fuerza del músculo esquelético es fre-
cuente posterior a una lesión traumática o en el post 
quirúrgico ortopédico en pacientes adultos, debido a 
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culo-esquelético, el cual es el mayor reservorio y 
cuantitativamente el sitio más importante para su 
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otras moléculas biológicamente importantes en el 
metabolismo celular20,21,24,25,26, se ha considerado 
como posible estimulante para el anabolismo pro-
teico, adjudicándole beneficios potenciales sobre 
el tejido muscular en diversas condiciones medi-
cas17,18,25,27,28,29.
Estudios en ratas con lesión muscular inducida 

por ejercicio, han observado elevación de las fuer-
zas contráctiles así como crecimiento muscular 
posterior a la suplementario con glutamina. Posible-
mente esto se debe al incremento de miofilamentos 
disponibles para crear una contracción muscular30. 
Asimismo, el incremento de los niveles de glutami-
na intramuscular ha sido directamente ligada con 
el volumen celular31, el cual incrementa la síntesis 
proteica e incrementa el tamaño muscular dando 
como posible resultado el aumento de masa y fuerza 
muscular32.
Otra hipótesis sobre el beneficio del uso de gluta-

mina es, que debido a la respuesta inflamatoria de las 
fibras musculares, se incrementa el consumo de glu-
tamina por algunas células del sistema inmunológico, 
lo cual repercute en la síntesis proteica y por ende en 
la recuperación muscular, por lo que suministrar este 
aminoácido revierte este hecho. Sin embargo, el meca-
nismo aun no es del todo claro32.
De manera similar, estudios en humanos han repor-

tado diversos resultados del efecto de la suplemen-
tación oral con glutamina sobre la fuerza muscular, 
está evaluada principalmente a través de isocinesia o 
con 1 Repetición Máxima (1-RM), durante esquemas 
de ejercicio de fuerza y/o resistencia, dada su vali-
dez37,38,39. Debido a la inconsistencia de la informa-
ción disponible, el objetivo de la revisión sistemática 
(RS) es evaluar la solidez de la evidencia disponible 
del efecto de la suplementario oral con Gln sobre la 
fuerza muscular junto con esquemas de ejercicio de 
fuerza y/o resistencia en adultos con déficit de fuerza 
muscular.

Métodos

La RS se realizo bajo los lineamientos del Manual 
Cochrane de revisiones sistemáticas de intervenciones 
versión 5.1.0 33 y adicionalmente se conto con el apo-
yo de otros recursos bibliograficos34,35,36.

Criterios de selección

Tipos de estudios: Ensayos Clínicos Aleatori-
zados (ECA) que combinaran la ingestión de gluta-
mina aunada a esquemas de ejercicio de fuerza y/o 
resistencia, cuyo resultado primario fuera cambio en 
la fuerza muscular. Solo se incluyeron estudios reali-
zados en instituciones de salud o educativas que pre-
sentaran mediciones basales y de seguimiento de los 
participantes.

Participantes: Hombres y mujeres de 18 a 55 años 
de edad, con déficit de fuerza muscular inducida por 
lesiones musculares o ejercicio. No se incorporaron pa-
cientes con distrofia muscular, miopatías metabólicas, 
diabetes mellitus, obesidad, enfermedades cardiovascu-
lares, virus de inmunodeficiencia humana, enfermeda-
des renales, hepáticas o con uso de glucocorticoides.
Intervención: Se incluyo cualquier tratamiento 

con complementación oral de glutamina de al menos 
0.25 gr/kg de peso/día. No se especifico previamente un 
mínimo de duración de la intervención y esta se catego-
rizo en dos tipos: 

1) Complementación oral con glutamina combinada 
con programa de entrenamiento de fuerza /o resis-
tencia;

2) Complementación oral con glutamina combinada 
con otros nutrimentos aunado a programas de en-
trenamiento de fuerza y/o resistencia;

Se tomó en cuenta aquellos programas de ejercicio de 
fuerza y/o resistencia supervisado por personal capaci-
tado. No se categorizaron en intervenciones de corto o 
largo plazo debido a la falta de evidencia.

Medición de resultados

Resultados primarios

Cambios en la fuerza muscular medidos mediante 
pruebas de isocinecia o determinación de 1-RM.

Resultados secundarios

1) Cambios en el porcentaje de masa muscular 
(%MM), masa libre de grasa (%MLG) y magra 
(%MMg), Masa Grasa (MG) e índice de masa 
corporal (IMC).

2) Cambios en marcadores de daño muscular en san-
gre y concentraciones séricas de glutamina.

3) Efectos adversos de la complementación oral de 
glutamina.

Estrategia de búsqueda para identificación  
de los estudios

Se realizó búsqueda electrónica de la literatura en 
Abril de 2014, en bases de datos como: Cochrane, 
PubMed, Medline, OVID, Scopus, Science Direct, 
JAMA, DgBiblio UNAM y Springer. Para identificar 
estudios relevantes se empleo el acrónimo P.I.C.O.T [P 
(Patients), I (Intervention), C (Comparison group), O 
(Outcome) y T (Time)]. Se emplearon términos MeSh 
(del inglés Medical Subject Headings) para la biblioteca 
PubMed y palabras clave (Apéndice A) para las otras 
bases de datos. Para la identificación de otros artículos 
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relevantes, se realizo búsqueda manual en las listas de 
bibliografía reportada en los estudios incluidos en esta 
revisión. Estudios descriptivos, revisiones narrativas, de 
disertación, resúmenes de congresos, páginas web, pu-
blicaciones duplicadas y estudios que no se encontraran 
en extenso, fueron excluidos.

Recolección y extracción de datos

Selección de los estudios

Todos los estudios seleccionados incluyeron com-
plementación oral con glutamina de manera aislada 
o combinada con otros nutrimentos, con al menos un 
grupo comparativo (placebo), sin complementación, sin 
modificación del consumo de proteínas en la dieta y sin 
ninguna otra co-intervención nutricional. Asimismo, los 
protocolos de ejercicio debían ser únicamente de fuerza 
y/o resistencia, supervisado por personal capacitado. Se 
excluyeron estudios si la intervención era suministrada 
para el tratamiento de miopatías, si se comparaba con 
otro complemento nutricional conocido para mejorar la 
fuerza muscular (Hidroxi-metil-butirato, creatina, etc.) 
y si los resultados primarios eran medidos por otras téc-
nicas a las predeterminadas. Se contacto con el autor 
correspondiente de los artículos cuando se requirió in-
formación faltante sobre alguno de los apartados.

Extracción de datos

La información obtenida de las búsquedas, así como 
la información relevante de los estudios seleccionados, 
fue resguardada de manera independiente por dos re-
visores (HVSE y MSL) en una base de datos predeter-
minada y estandarizada. Para adecuar la obtención de 

datos, previamente se realizaron pruebas piloto con di-
cha base.

Evaluación de la concordancia de los revisores

Todos los títulos fueron evaluados de manera inde-
pendiente por dos investigadores (HVSE y MSL) para su 
selección. Se obtuvo el texto completo de todos los resú-
menes potencialmente relevantes para su revisión y cada 
estudio fue sometido a tamizaje de acuerdo a los criterios 
de inclusión /exclusión (Tabla I). Cuando existió discre-
pancia entre los dos revisores respecto a la inclusión de 
un estudio, esta se resolvió mediante consenso y cuando 
no fue posible, se solicito la evaluación de un tercer revi-
sor. La concordancia fue evaluada mediante el estadísti-
co Kappa (K), cuyo valor fue de 0.821 p= ≤0.001.

Evaluación de riesgo de sesgo en los estudios incluidos

Se evaluó los riesgos de sesgos de manera indepen-
diente por los revisores (HVSE y MSL)33, sobre los si-
guientes aspectos: Generación de la secuencia de asig-
nación, método empleado para ocultar la secuencia a 
la asignación, cegamiento y evaluación de los datos de 
resultados. Debido a la falta de datos, no fue posible rea-
lizar meta-análisis.

Resultados

Se identificaron 661 estudios, cuyos títulos y resúme-
nes fueron tamizados por los revisores. De los 661 estu-
dios seleccionados 622 fueron excluidos, de los 39 res-
tantes 10 se eliminaron por repetición y 29 se revisaron 
en extenso, de estos 23 no cumplieron con los criterios 

Tabla I 
Criterios de inclusión y exclusión para la RS

Inclusión Exclusión 
Participantes Adultos de 18 a 55 años de edad.

Con déficit de fuerza muscular evaluada  
mediante isocinécia o 1-RM.

Enfermedades como DM, ECV, VIH, enfermedad 
renal o hepática.

Intervención Complementación oral con glutamina aunado  
a Programa de rehabilitación con esquemas  
de fuerza o resistencia.
Presencia de grupo control (placebo).
Ambos grupos recibieran idéntica intervención.

Administración de glutamina vía parenteral.
Uso de glutamina como segunda terapia para el 
mismo desenlace.

Tipos de estudio Ensayos Clínicos Controlados con placebo  
o sin programa de entrenamiento.
Año de publicación: 1980-2014.
En idioma inglés y español.

Estudios observacionales, narrativos, de 
disertación, resúmenes de congresos, páginas web 
y estudios que no se encontraran en extenso. 

Resultados Ganancia de fuerza muscular evaluada  
mediante dinamómetro o 1-RM.

Evaluación de fuerza muscular por otros métodos.

Tiempo  Intervención menor a 1 año.
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de inclusión, solo 6 artículos cumplieron con dichos cri-
terios (Figura 1). La búsqueda de la literatura se realizo 
para estudios reportados entre los años 1980 a 2014, en 
idiomas ingles y español. Adicionalmente 5 estudios se 
identificaron en las listas de referencia de otros artículos 
relevantes, sin embargo ninguno cumplió con los crite-
rios de inclusión.

Características de los estudios

Ver: tabla II. Descripción de los estudios incluidos.

Estudios incluidos 

Los 6 ensayos clínicos que cumplieron con los cri-
terios de inclusión fueron realizados en un solo centro, 
entre los años 2001 y 2013; en países como Australia 
(Street 2011), Canadá (Darren 2001), Estados Unidos 
(Antonio 2002, Kerksick 2006 y Lowery 2013) y Reino 
Unido (Willems 2012). De los 6 ensayos, 3 evaluaron el 
efecto de la suplementarían oral con glutamina aunada a 
un programa de ejercicio (Street B 2011; Antonio J 2002; 

Darren GC 2001) y en 3 ensayos fue estudiado el uso de 
glutamina combinada con otras nutrimentos aunados a 
programas de ejercicio (Lowery 2013; Willems 2012; 
Kerksick 2006). Al contactar a los autores de todos los 
estudios se obtuvo respuesta únicamente de 3 de ellos, 
dos de estos evaluaron el uso de glutamina de manera 
aislada y uno evaluó la glutamina combinada con otros 
aminoácidos (Willems M 2012).

Participantes de los estudios seleccionados

En los 3 ensayos en los que se evaluó el uso de glu-
tamina comparada con placebo, se incluyo un total de 
52 pacientes (73% hombres y 27% mujeres). Solo uno 
de los estudios incluyo mujeres (Darren, 2001) y dos 
únicamente hombres (Antonio, 2002 y Street 2011). 31 
Pacientes recibieron glutamina y 21 placebo. La edad 
promedio de los participantes fue 22.28 ± 0.91 años e 
Índice de Masa Corporal (IMC) ≤ 30 kg/m2.
Los ECA que evaluaron el uso de glutamina combi-

nada con otros nutrimentos comparados con placebo, in-
cluyeron 76 pacientes, con promedio de edad de 24 ± 4.6 
años de edad e IMC de 25.38 ± 3.51 Kg/m2 únicamente 

Fig. 1.—Diagrama de flujo de las etapas de la RS.

Búsqueda de la literatura
Bases de datos: Cochrane, PubMed, Medline, OVID, Scopus, 
Science Direct, JAMA, DgBiblio UNAM y Springer. 
Límites: Artículos sólo en idioma inglés y español 

Kappa = 0.821

IDENTIFICACIÓN

SELECCIÓN

ELEGIBLES

INCLUIDOS

Títulos revisados n = 661

Resúmenes revisados = 39

Artículos en extenso =29

Incluidos n = 6

Títulos 
excluidos= 611

Eliminados 
por repetición = 10

Eliminados n = 23

Resultados combinados 
de la búsqueda 

electrónica (n=653)

Registros adicionales 
identificados a través de 

otras fuentes (n=5)
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varones, de los cuales 36 recibieron glutamina combina-
da con aminoácidos o hidratos de carbono, 29 recibieron 
placebo y 11 otros aminoácidos. Todos los pacientes in-
cluidos en los estudios fueron aparentemente sanos.

Intervención

Características de la suplementación con glutamina

Los periodos de suplementación fueron entre 5 días 
(Street 2011) hasta 6 semanas (Darren 2001), en los 3 
estudios que se evaluó glutamina comparada con place-

bo. Mientras que en los 3 estudios restantes, los periodos 
fueron entre 3 y 10 semanas (Lowery 2013 y Kerksick 
2006 respectivamente). Las dosis de glutamina variaron 
desde 0.3 a 0.9 gr/kg de peso/día, en el primer bloque de 
estudios; el segundo bloque, de 0.25 a 5 gr/kg de peso/
día. Todos los estudios incluyeron programas de ejerci-
cio de fuerza y/o resistencia.

Características de los esquemas de ejercicio

Se emplearon programas de ejercicio de fuerza en to-
dos los estudios que evaluaron glutamina de manera ais-

Tabla II 
Característica de los estudios incluidos en la RS

Estudio Participantes Intervención Resultados Duración del 
seguimiento

Street, 2011 15 hombres Glutamina vía oral = 0.3 gr/kg  
de peso.
Placebo: Maltodextrina  
(posterior al ejercicio).
Ejercicio: Fuerza.

Pico de torque después de la intervención  
a las 96 horas.
     Gpo. Control Grupo Exp p
0.52 rad-s¹ 75 ±16% 85±15% (p=0.03)
3.14 rad-s¯¹ 79 ±16% 90 ±12% (p=0.01)
Mejoría en la percepción de dolor en los 
pacientes.

5 días

Antonio 2002 6 hombres Glutamina oral: 0.3 gr/ kg peso.
Glicina: 0.3 gr/ kg peso.
Placebo: Jugo de fruta.
Ejercicio: Fuerza.

No hubo diferencia estadísticamente 
significativa entre los grupos.  
No reporta datos numéricos de sus 
resultados.

3 semanas

Darren 2001 n=31
17 hombres
14 mujeres

Glutamina oral: 0.9 gr/kg masa 
magra versus.
Placebo: Maltodextrina.
Ejercicio: Resistencia.

Pico de torque incrementó 6% con 
glutamina y 5% con placebo. No hubo 
cambios estadísticamente significativos  
en indicadores de fuerza muscular entre  
los grupos (p= <0.05)

6 semanas

Williems 
2012

21 hombres Suplementación oral multi 
ingredientes: 30 gr de proteína de 
leche; Monohidrato de creatina:  
5.1; Glutamina: 5.1 g; HMB: 1.5 g.
Placebo: Maltodextrina.
Ejercicio: Resistencia.

Hubo cambios estadísticamente 
significativos entre grupos en 1-RM en 
pierna.
Medición: Basal Final
Placebo 343+/-66 kg 368+/-16%
Experimental 314+/-55kg 359+/-12%  
(p=0.07, d=1.41)

12 semanas

Kerksick 
2006

36 hombres Grupo placebo: 40 gr/día de 
carbohidratos.
Grupo 1: 40 gr/día de proteína de 
suero de leche+8 gr/día de caseinato.
Grupo 2: 40 gr/día de proteína de 
suero de leche+3 gr/día aminoácidos 
de cadena ramificada+5 gr/día 
glutamina.
Ejercicio:  Resistencia

No reporta incremento significativo en 
1-RM en  grupo 1 y 2 (p=<0.05).

10 semanas

Lowery 2013 20 hombres Grupo experimental: aminoácidos  
de cadena ramificada, monohidrato 
de creatina, beta-alanina,  
coenzimas, complejo B, alanina  
y glutamina. No refiere cantidades 
contenidas de cada ingrediente.
Placebo: Jugo de fruta.
Ejercicio: Resistencia.

Reporta incremento de fuerza  en press 
de pecho 18.4% en grupo experimenta vs 
9.6% en placebo, y tendencia a la ganancia 
de fuerza de pierna (grupo-por tiempo, 
p=<0.08) .

8 semanas
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lada. La duración de dichos programas fue desde 4 días 
(Street 2011) hasta 6 semanas (Darren, 2001). Mientras 
que los estudios en los que se evaluó el uso de glutamina 
combinada con otros nutrimentos, emplearon esquemas 
de ejercicio de fuerza-resistencia. No se muestran los 
protocolos de entrenamiento en la mayoría de los estu-
dios. 

Métodos de medición de fuerza

Algunos estudios emplearon isocinesia y 1 RM de 
manera simultánea (Darren 2001, Willems 2012), otros 
emplearon únicamente 1-RM (Antonio 2002, Kerksick 
2006 y Lowery 2013) o isocinesia (Street 2011) como 
método de medición de fuerza muscular.

Cambios en indicadores de fuerza muscular

Uno de los estudios que evaluaron solo glutamina em-
pleo como método de medición de fuerza la isocinecia 
(Street 2011), la cual mostro cambios a favor del grupo 
experimental a 0.52 rad s-1. Otro estudio empleo 1- RM 
(Antonio 2002), sin embargo a pesar una variable prin-
cipal no se reportan cambios cuantitativos. Finalmente 
otro estudio emplea ambos métodos de medición (Da-
rren 2001), mismas que no mostraron cambios estadísti-
camente significativos entre los grupos.
De los estudios que evaluaron la combinación de 

glutamina con otros nutrimentos, uno de ellos empleó 
1-RM e isocinecia (Williems 2012), ambos cambiaron a 
favor del grupo experimental. Los dos estudios restantes 
emplearon únicamente 1-RM, sin embargo en uno de es-
tos no encuentra cambios estadísticamente significativos 
entre grupos (Kerksick 2006), y el otro estudio encuentra 
cambios a favor del grupo experimental (Lowery 2013). 

Cambios en %MM, %MLG, %MMg, MG e IMC

Un estudio evaluó cambios en el %MMg (Darren 
2001), sin observar cambios entre grupos. Otro estudio 

evaluó el %MG (Antonio 2002), sin embargo a pesar 
de ser una variable pre especificadas no se reportaron 
resultados al respecto. Referente a los estudios que ava-
luaron glutamina combinada con otros nutrimentos, dos 
midieron cambios en el %MM (Williems 2012 y Lowery 
2013), sin embargo en el primero no se reportan datos 
finales al respecto y el segundo refiere cambios estadís-
ticamente significativos a favor del grupo experimen-
tal. Un estudio evaluó cambios en el %MLG y %MMg 
(Kerksick 2006), ambas mediciones no mostraron cam-
bios entre los grupos.

Cambios en marcadores de daño muscular en 
sangre y concentraciones séricas de glutamina

De los estudios que evaluaron el uso de glutamina de 
manera aislada, solo dos evaluaron algún bio-marcador 
como creatina kinasa (CK) plasmática y 3- metilhistidi-
na (Street 2011 y Darren 2001) los cuales no mostraron 
cambios estadísticamente significativos. De los estudios 
que evaluaron el uso de glutamina combinado con otros 
nutrimentos ninguno midió algún bio-marcador de esta 
índole.

Efectos adversos

Ninguno de los estudios incluidos evaluó de manera 
directa los resultados de la complementación con gluta-
mina sobre la salud humana. No obstante, los 6 estudios 
incluidos en la presente revisión no refirieron efectos 
adversos de la intervención durante la suplementarían.

Riesgo de sesgos en los estudios incluidos.  
Ver evaluación del riesgo de sesgo (Tabla III)

Estudios excluidos

Un ensayo que parecía potencialmente elegible, fue 
excluido después de una evaluación exhaustiva del in-
forme completo (Mahdi 2013) (Tabla IV).

Tabla III 
Evaluación de riesgo de sesgos de estudios incluidos en la RS

Estudio Aleatorización Cegamiento  
de investigador

Cegamiento  
de participantes

Cegamiento  
de evaluadores

Cegamiento  
de recolectes  
de datos

Reporte completo 
de resultados

Street, 2011 Si No Si Riesgo no claro Riesgo no claro Si
Antonio 2002 No Si Si Riesgo no claro Riesgo no claro No
Darren 2001 Si Si Si Riesgo no claro Riesgo no claro No
Williems 2012 Si Si Si Riesgo no claro Riesgo no claro Si
Kerksick 2006 Si Si Si Riesgo no claro Riesgo no claro Si
Lowery 2013 Si Si Si Riesgo no claro Riesgo no claro No
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Discusión

A pesar de la amplia búsqueda electrónica, única-
mente fue posible identificar 6 artículos relevantes 
que cumplieron con los criterios de inclusión. De los 
3 estudios en los que se evaluó la eficacia del uso 
de glutamina de manera aislada sobre ganancia de 
fuerza muscular, solo uno de ellos sugirió un efecto 
modesto, aunque podría ser clínicamente importan-
te. Mientras que los 3 estudios en los que se evaluó 
la combinación de glutamina con otros nutrimentos, 
algunos reportaron resultados a favor de la interven-
ción, sin embargo, debido a dicha combinación es 
difícil establecer la efectividad de la glutamina.
Son varios los factores que podrían tomarse en 

cuenta sobre los resultados reportados en los estu-
dios incluidos, por ejemplo: Tamaños de muestra 
pequeños, la diferencia en el tiempo de seguimiento 
entre los ensayos podría ser decisiva para apreciar 
el efecto de la intervención sobre los resultados, ya 
que estos dependen de la duración de la comple-
mentación. Asimismo, la disimilitud en el método 
de medición de la fuerza muscular podría influir en 
los resultados debido a que las pruebas cuantitativas 

como la isocinesia parecen ser más sensibles para 
detectar cambios moderados en la fuerza compara-
dos con pruebas manuales como la determinación de 
una Repetición Máxima (1-RM).
Otro aspecto importante a considerar son los es-

quemas de ejercicio ya que se ha especulado sobre 
algunas diferencias de los beneficios clínicos del en-
trenamiento de resistencia y de fuerza. Otra variable 
que podría tener impacto en los resultados es la dieta 
de los participantes, misma que no fue considerada 
en la mayoría de los estudios.
Respecto a los bio-marcadores, a pesar de ser im-

portantes en la evaluación de la salud, no son exclu-
sivos de una sola alteración y pueden ser interpre-
tados de diferentes maneras. No todos los estudios 
incluidos en esta revisión realizaron medición de bio 
marcadores.
Cabe mencionar, que de manera adicional a lo es-

tipulado en el manual de Cochrane, se realizo una 
evaluación sistemática de la calidad metodológica 
de los estudios incluidos basados en los criterios del 
Consolidated Standards of Reporting Trials (CON-
SORT)31 y a pesar de establecer un límite relativa-
mente bajo respecto a la calidad, un muy escaso 

Tabla IV 
Estudios excluidos de la RS

Estudio Razón de la exclusión
Mahdi 2013 Evalúa potencia muscular
Ohtani 2006 No es ECA
Castel 1997 No evalúa fuerza muscular
Pearson 1999 No es ECA
Rahmani 2013 No evalúa fuerza muscular como resultado principal
Williams 2001 No evalúa el efecto de la glutamina sobre fuerza muscular
Eichner 2013 No es ECA
Blanchard 2001 No evalúa fuerza muscular
Wischmeyer 2007 Artículo de revisión, enfocado en pacientes críticamente enfermos
Parise 2000 No es ECA, estudio de revisión anecdótica y disertación
Canul 2009 No es ECA, no evalúa fuerza muscular
Favano 2008 No evalúa fuerza mediante 1-RM o isocinesia como principal resultado
Melis 2004 No es ECA, revisión de algunos artículos de glutamina en pacientes críticamente enfermos
Cribb 2006 Evalúa niveles de glutamina en sangre
Coster 2004 No es ECA
Smith 2000 No evalúa fuerza muscular
Coe¨ffier 2010 No es ECA, evalúa morbi-mortalidad en pacientes críticamente enfermos
Abbasalipour 2012 No evalúa fuerza muscular mediante 1-RM o isocinesia
Mero 2009 No evalúa fuerza muscular mediante 1-RM o isocinesia
Thistlethwaite 2009 Resumen presentado en congreso
Buchman 2001 Artículo de revisión sobre suplementación enteral y parenteral de glutamina
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número de estudios se calificaron como de calidad 
satisfactoria. Ninguno de los ensayos reporto el cál-
culo del poder empleado para determinar el tamaño 
de la muestra, ni el método de aleatorización. El po-
bre reporte de información en algunos artículos hizo 
imposible aclarar y explicar algunos aspectos meto-
dológicos.
Si bien la presente revisión se realizo bajo esque-

mas con rigor metodológico, tiene algunas limitacio-
nes, ya que a pesar de tratar de ser exhaustivos en la 
búsqueda, podría no haberse identificado la eviden-
cia total disponible, ya que el limitar el idioma a in-
gles y español así como la literatura gris, restringe la 
posibilidad de identificar otros estudios, lo que a su 
vez podría introducir sesgos en nuestros hallazgos.
Esta revisión sistemática de la literatura se reali-

zo para determinar la fuerza de la evidencia sobre la 
eficacia de la complementación oral con glutamina 
sobre indicadores de fuerza muscular en adultos con 
déficit de esta, sin embargo los datos actualmente 
disponibles no son suficientes para determinar su 
eficacia sobre resultados clínicamente importantes 
en la ganancia de fuerza muscular. Por lo que un ha-
llazgo importante de esta revisión es la alta deficien-

cia de pruebas que sustenten este tema, no solo en 
cantidad sino en calidad metodológica.
Con ello podemos concluir que existe la necesidad 

de evaluar la eficacia y los efectos secundarios del 
uso de glutamina en déficit de fuerza muscular a tra-
vés de estudios con adecuada calidad metodológica 
y con tamaños de muestra suficiente para permitir 
el análisis de subgrupos por sexo, edad, esquema de 
ejercicio (fuerza y resistencia) y método de medición 
de fuerza, con lo cual se podría mejorar la toma de 
decisiones en la práctica clínica. Asimismo, otro as-
pecto importante que debe evaluarse es el costo-be-
neficio del uso de la glutamina, ya esta se prescribe 
o auto-prescribe a pesar del costo monetario elevado.
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Apéndice A 
Palabras clave para la búsqueda de estudios para la RS

Base de datos Términos empleados en la búsqueda
Pubmed  
(MEDLINE)

MeSH: “Glutamine and muscle strength”, “Glutamine and muscle strength NOT Diabetes NOT EVC 
NOT VIH”, “L-glutamine” “glutamine and strength training”, “glutamine and resistence training”, 
“glutamine and resistence or strength training”, “L-Glutamine and knee muscle strength”, “Oral 
glutamine supplementation and exercise or performance”, and knee muscle strength”, "L- Glutamine 
and muscle strength gain“ 

Cochrane Glutamine and review, systematic review of glutamine and muscle strength, Glutamine and strength or 
resistence training and knee muscle strength.

OVID Oral glutamine  supplementation and exercise or performance, glutamine AND gain muscle strength, 
muscle mass AND L-glutamine, L-Glutamine [L-Gln] OR glutamine and endurance or strength training 
and knee muscle strength NOT diabetes

Embase  
(ELSEVIER)

“glutamine and endurance or strength training, glutamine and endurance or strength training NOT 
diabetes, glutamine and endurance or strength training NOT cancer NOT ECV”, L-Glutamine [L-Gln] 
and knee muscle strength” 

Science Direct “L-glutamine”, “Glutamina and resistance exercise”, “Glutamine and resistance or endurance training”,” 
resistance or endurance training and glutamine”, “glutamine and strength exercise”, “glutamine and gain 
muscle strength

Scopus “L- glutamine  [L-Gln] or glutamine and endurance or strength training”,” glutamine and endurance 
or strength training NOT diabetes”,” glutamine and endurance or strength training NOT cancer NOT 
ECV”,” L-Glutamine [L-Gln] and knee muscle strength”

JAMA “L- glutamine  [L-Gln] or glutamine”, “Glutamine and endurance or strength training”, ” Oral glutamine  
supplementation and exercise or performance”, “L-Glutamine [L-Gln] and knee muscle strength”

Dgbiblio UNAM “L- glutamine  [L-Gln] or glutamine and endurance or strength training”,” glutamine and endurance 
or strength training NOT diabetes”,” glutamine and endurance or strength training NOT cancer NOT 
ECV”,” L-Glutamine [L-Gln] and knee muscle strength”

Springer Oral glutamine  supplementation and exercise or performance, glutamine AND gain muscle strength, 
muscle mass AND L-glutamine, L-Glutamine [L-Gln] OR glutamine and endurance or strength training 
and knee muscle strength NOT diabetes
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Resumen
Introducción:  El  higroma  quístico  es  una  dilatación  difusa  de  los  conductos  linfáticos.  Puede
diagnosticarse  prenatalmente  a  través  de  una  ecografía  obstétrica.  La  incidencia  aproximada
es de  1/6,000  nacidos  vivos  y  de  1/750  abortos  espontáneos.  Esta  lesión  puede  presentarse  a
nivel cervical  en  la  parte  inferolateral  del  cuello,  donde  aparece  con  grandes  cavidades  únicas
o multiloculares.  En  general,  se  producen  por  la  falta  de  conexión  de  los  vasos  linfáticos  con
los sacos  linfáticos  yugulares,  o  de  estos  con  el  sistema  de  drenaje  venoso.
Caso clínico:  Con  el  fin  de  enfatizar  sobre  la  notificación  de  estas  enfermedades  y  las  opciones
de tratamiento  no  quirúrgico,  se  presenta  una  paciente  con  higroma  quístico  cervical  (cara
lateral del  cuello)  con  compromiso  de  la  vía  aérea  y  digestiva  por  la  extensión  del  tumor.  Se
trató con  etanol  puro  por  medio  de  múltiples  infiltraciones  guiadas  por  ultrasonido.
Conclusiones:  Dependiendo  de  las  características  de  la  lesión,  el  tratamiento  puede  ser  qui-
rúrgico,  farmacológico  o  mixto.  Cuando  la  extensión  es  importante  o  se  relaciona  con  órganos
vitales, la  mejor  opción  de  tratamiento  es,  en  primer  lugar,  reducir  el  tamaño  de  la  lesión  y
el compromiso  de  los  órganos  contiguos.  Esto  se  hace  por  medio  de  escleroterapia.  Posterior-
mente,  de  ser  necesario,  se  realiza  cirugía.
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Airway  obstruction  due  to  cystic  hygroma  in  a  newborn

Abstract
Background:  Cystic  hygroma  is  a  diffuse  dilatation  of  the  lymphatic  system,  which  can  be  pre-
natally diagnosed  by  ultrasound.  The  incidence  is  1/6,000  live  births  and  1/750  spontaneous
abortions.  This  malformation  can  occur  at  the  cervical  level  located  in  the  inferior  lateral  part
of the  neck  where  it  appears  with  large  single  or  multilocular  cavities.  It  is  generally  caused  by
a lack  of  connection  with  jugular  lymphatic  channels  or  with  the  venous  drainage  system  lymph
sacs.
Case report: In  order  to  emphasize  these  diseases  and  non-surgical  treatment  options,  we  pre-
sent a  patient  with  a  cervical  cystic  hygroma  that  compromises  the  airway  and  digestive  tract
due to  tumor  extension  and  treatment  with  pure  ethanol  with  clinical  improvement.
Conclusions:  Depending  on  the  characteristics  of  the  lesion,  treatment  options  are  surgery,
pharmacological  or  mixed.  When  the  extension  involves  vital  organs,  the  best  option  is  to  reduce
the size  of  the  lesion  and  the  compromise  of  the  adjacent  organ.  This  is  done  by  sclerotherapy
and, if  necessary,  surgery.
© 2014  Hospital  Infantil  de  México  Federico  Gómez.  Published  by  Masson  Doyma  México  S.A.  All
rights reserved.

1. Introducción

El  higroma  quístico  (HQ)  fetal1 es  una  malformación  congé-
nita  benigna  del  sistema  linfático  que  tiene  su  génesis  en
la  falta  de  desarrollo  de  la  comunicación  entre  los  sistemas
linfático  y  venoso.  El  quiste  puede  ser  uni  o  multilocular
y  de  tamaño variable.  Se  detecta  HQ  en  aproximadamente
1  de  cada  120  ultrasonidos  obstétricos,  con  una  incidencia
en  nacidos  vivos  de  1/6,0002.  Esta  patología  se  asocia  con
ciertas  anomalías  cromosómicas,  como  la  monosomía  del  X,
la  trisomía  21,  entre  otras;  también  se  relaciona  con  algu-
nos  síndromes  monogénicos,  principalmente  el  síndrome
de  Noonan,  y  con  otros  síndromes  no  genéticos,  como  el
alcoholismo  fetal  y  la  aminopterina  fetal.  El  tratamiento,
actualmente,  se  determina  según  el  sitio  de  la  lesión,  si  es  de
flujo  linfático  bajo  o  alto,  el  tamaño y  los  órganos  compro-
metidos.  Las  alternativas  terapéuticas  incluyen  el  manejo
del  parto  con  la  técnica  EXIT  (ex  utero  intrapartum  treat-
ment)  para  comprobar  y  asegurar  una  vía  aérea  permeable  al
minuto  de  nacer,  el  uso  de  láser,  drenaje,  cirugía,  aspiración
y  escleroterapia3-5.

Hoy  en  día  se  opta  por  evitar  la  resección  quirúrgica  de
primera  instancia,  dadas  las  características  de  la  malfor-
mación  y  el  compromiso  de  estructuras  como  la  lengua,
la  faringe,  el  plexo  cervical,  el  nervio  frénico,  el  nervio
vago,  la  vena  yugular  y  la  arteria  carótida,  entre  otras.  La
primera  opción  es  un  tratamiento  mixto  para  disminuir  el
tamaño  de  la  lesión  y  tener  un  abordaje  menos  cruento
y  peligroso.  Para  este  fin  se  requiere  explícitamente  del
uso  de  agentes  esclerosantes,  como  corticoides,  OK-432,
bleomicina,  tetradecil  sulfato  de  sodio,  doxiciclina  y  etanol
puro,  e  incluso  combinaciones  entre  ellos6.  La  función  de
los  agentes  esclerosantes  es  aumentar  la  permeabilidad  del
endotelio,  permitiendo  el  drenaje  acelerado  del  contenido,
lo  que  producirá  la  contracción  de  los  espacios  quísticos7.  Sin
embargo,  en  algunos  casos,  su  empleo  requiere  de  protoco-
los  de  manejo  hospitalario  especializados5;  en  muchos  otros,

su  efectividad  únicamente  ha  sido  comprobada  en  reportes
de  casos8-10.

Presentamos  nuestra  experiencia  en  el  tratamiento  del
HQ  mediante  el  uso  de  etanol  puro  intralesional  como  una
opción  de  manejo  en  estos  pacientes.

2. Caso clínico

Paciente  del  sexo  femenino,  madre  de  32  años  de  edad,  G  1,
sin  antecedentes  de  importancia  clínica,  con  seguimiento
prenatal  desde  el  primer  mes  de  embarazo.  Se  documentó
la  presencia  de  masa  cervical  por  ultrasonografía  fetal  a
las  28  semanas  de  gestación;  a  las  32  semanas  de  gestación
se  desencadenó  el  trabajo  de  parto,  el  cual  no  fue  posible
inhibir  por  lo  que  se  programó  cesárea.

Nació  con  asimetría  de  cuello  a  expensas  de  aparente
hemihipertrofia  lateral  derecha,  con  extensión  hacia  la  oro-
faringe,  que  obstruía  tanto  la  vía  aérea  como  la  digestiva.
Se  realizó  radiografía  de  cuello  y  tórax,  que  mostraron  dis-
minución  del  calibre  de  la  vía  aérea  y  desplazamiento  de
los  órganos  a  ese  nivel.  Se  inició  manejo  con  ventilación
mecánica.

Se  realizó  ultrasonido  de  cuello,  que  mostró  una  masa  de
características  quísticas,  con  múltiples  cámaras  interconec-
tadas  y  de  diámetros  variables  (fig.  1).

Además  del  tumor  en  cuello,  se  documentó  la  presencia
de  otra  induración  a  nivel  de  la  cara  ventral  del  brazo  dere-
cho,  de  aproximadamente  2  cm  de  diámetro  y  de  coloración
violácea,  la  cual  se  diagnosticó  como  hemangioma.

Los  estudios  de  laboratorio,  biometría  hemática,  química
sanguínea,  gasometría  y  cariotipo  resultaron  normales.

La  tomografía  axial  computarizada  (TAC)  a  nivel  de
la  cara  lateral  del  cuello  mostró  franca  asimetría  en
el  volumen  con  predominio  izquierdo,  a  expensas  de
una  imagen  hipodensa,  con  atenuación  aparentemente
líquida,  mal  delimitada,  que  desplazaba  los  vasos  en  sen-
tido  medial  y  posterior,  en  posición  anterior  al  músculo
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Figura  1  Ultrasonido  en  cara  lateral  de  cuello.  Se  observa  la
lesión  quística  multilobulada.  Las  flechas  señalan  varios  de  los
lóbulos  del  quiste.

esternocleidomastoideo.  En  dicha  imagen  se  observó  invo-
lucrada  la  grasa  del  espacio  parafaríngeo  que  desplazaba  la
vía  aérea  hacia  la  derecha,  comprimiéndola  y  condicionando
la  disminución  del  calibre  en  más  del  50%  (fig.  2).

También  se  realizó  una  resonancia  magnética  nuclear
(RMN),  donde  se  identificó  la  presencia  de  una  masa
multilobulada  y  heterogénea,  multiquística,  de  contenido

Figura  2  Tomografía  axial  computarizada  de  cráneo  y  cuello.
Se observa  incremento  del  volumen  del  cuello  con  predominio
izquierdo  que  desplaza  los  vasos  en  sentido  medial  y  posterior
(flechas),  anterior  al  músculo  esternocleidomastoideo,  con  imá-
genes lineales  hiperdensas  en  el  interior,  aparentemente  de  tipo
vascular.  No  se  identifica  un  reforzamiento  tras  la  administra-
ción  de  medio  de  contraste.

Figura  3  Resonancia  magnética  nuclear  de  cuello.  Se  observa
una masa  multilobulada  y  heterogénea,  multiquística  (flecha).
Produce  efecto  de  masa,  con  desplazamiento  de  las  estructuras
vasculares  del  lado  izquierdo.  Vía  aérea  comprimida  y  despla-
zada a  la  derecha  de  línea  media.

isointenso  al  músculo  en  T1,  hiperintenso  en  T2,  con  com-
ponente  principal  en  el  hemicuello  izquierdo,  ocupando  los
espacios  parotídeo  y  yugular  con  extensión  al  parafarín-
geo  y  prevertebral  en  ese  lado,  al  espacio  submandibular,
sublingual  y  parafaríngeo  en  el  lado  derecho  (fig.  3).  Con
contacto  y  desplazamiento  de  las  estructuras  vasculares  del
lado  izquierdo  en  sentido  posterior,  rodeando  parcialmente
la  carótida  interna,  producía  efecto  de  masa  sobre  la  vía
aérea,  la  cual  se  encontraba  comprimida  y  desplazada  a  la
derecha  de  la  línea  media.

Por  los  hallazgos  clínicos  y  radiológicos  se  solicitó  inter-
consulta  con  Cirugía  Pediátrica,  quienes  consideraron  que  no
era  candidata  a  la  resección  por  la  localización,  extensión
y  compromiso  de  los  órganos  adyacentes.  Ante  el  hecho  de
no  ser  candidata  a  cirugía,  se  buscó  la  opción  menos  inva-
siva.  Con  base  en  la  experiencia  del  radiólogo  pediatra  en
el  manejo  de  este  tipo  de  lesiones  quísticas,  se  propuso  la
administración  de  etanol  puro  (100%)  en  infiltraciones  de  0.5
a  1  ml  en  ocho  sesiones,  una  cada  dos  semanas,  con  un  pro-
cedimiento  guiado  por  ultrasonido  (fig.  4).  Después  de  ocho
sesiones,  por  medio  de  RMN  se  documentó  la  disminución
del  volumen  del  HQ  y,  como  resultado,  el  incremento  del
espacio  orofaríngeo  y  la  liberación  de  una  mayor  área  diges-
tiva  y  respiratoria,  que  permitió  una  respiración  autónoma
y  la  alimentación  por  vía  oral  en  la  paciente.

En  la  RMN,  después  de  la  infiltración  de  etanol  puro
se  observó  una  disminución  moderada  del  volumen  de  la
lesión  vascular  que  ocupaba  los  espacios  vascular,  de  los
masticadores,  parafaríngeo,  prevertebral,  submandibular  y
sublingual  en  el  lado  izquierdo.  También,  el  incremento  del
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Figura  4  Inserción  de  la  aguja  a  través  de  un  lóbulo  del  quiste  (flecha).

Figura  5  Resonancia  magnética  nuclear  de  cuello  y  macizo  facial  (A)  y  cráneo  (B).  Se  observa  la  disminución  moderada  del  volumen
de la  lesión  vascular  que  ocupa  los  espacios  vascular,  de  los  masticadores,  parafaríngeo,  prevertebral,  submandibular  y  sublingual
en el  lado  izquierdo  cuando  se  compara  con  estudio  previo  (flechas),  principalmente  a  expensas  de  las  porciones  quísticas.

diámetro  de  la  vía  aérea  y  la  ausencia  de  desplazamiento  de
la  misma  (fig.  5A,B).

Actualmente  la  paciente  se  encuentra  en  manejo  clí-
nico  por  patologías  agregadas  propias  de  la  prematurez  y
en  espera  de  un  tratamiento  quirúrgico  definitivo.

3. Discusión

El  tratamiento  del  HQ  depende  directamente  del  tamaño,
de  la  localización,  de  los  órganos  involucrados  y  de  las  con-
diciones  en  que  se  encuentre  el  paciente.  Actualmente,
existe  publicada  una  serie  de  reportes  de  casos  que  ava-
lan  el  tratamiento  con  alguno  de  los  distintos  esclerosantes;
por  ejemplo,  para  el  uso  de  OK-432,  Vicente  y  colaboradores

publicaron  una  revisión  de  la  literatura  en  la  que  avalan  su
eficacia  y  mínimos  efectos  adversos11. Sin  embargo,  no  se
compara  su  uso  con  otros  tratamientos.  Otras  publicaciones
relevantes  son  las  de  Cuervo  y  colaboradores8 y  Lobo-Bailón
y  colaboradores12,  que  denotan  su  eficacia  en  higromas  uni
y  macroquísticos,  aunque  suelen  ser  necesarias  varias  sesio-
nes  de  tratamiento,  y a  veces  complementarlas  con  cirugía,
para  obtener  un  resultado  satisfactorio.

En  cuanto  al  etanol,  Burrows  y  Mason13 reportaron  su
uso  en  porcentajes  del  95-98%  como  terapia  esclerosante
de  carácter  agresivo,  ya  que  precipita  de  forma  súbita
las  proteínas  endoteliales  en  la  lesión.  Esto  sin  superarse
la  dosis  de  1  ml/kg  o  60  ml,  y  con  potenciales  reacciones
secundarias,  como  necrosis  tisular,  embolismo  pulmonar  o
depresión  del  sistema  nervioso  central.  En  2010,  Impellizzeri
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y  colaboradores  reportaron  resultados  de  completa  desa-
parición  de  la  lesión  en  7/8  pacientes  (87.5%).  Uno  de  los
pacientes  con  resultados  satisfactorios  requirió  una  segunda
inyección  de  etanol,  resolviéndose  la  lesión  al  100%  sin  reac-
ciones  alérgicas  o  complicaciones.  Con  esto  concluyeron  que
la  escleroterapia  con  etanol  guiada  con  TAC  resulta  una
buena  alternativa  de  la  terapia  quirúrgica,  además  de  que
este  procedimiento  es  mínimamente  invasivo,  seguro,  de
bajo  costo  y  fiable14.

Como  hemos  observado,  se  han  emitido  recomendacio-
nes  del  uso  de  etanol  puro  para  este  tipo  de  padecimientos.
Con  la  finalidad  de  enfatizar  sobre  el  reporte  de  estas  pato-
logías  y  el  desarrollo  de  evidencia  con  relevancia  clínica,  en
este  trabajo  se  presentó  un  caso  de  tratamiento  con  eta-
nol  puro  para  estas  lesiones  sin  complicaciones  inmediatas,
exceptuando  dolor  local  mínimo,  teniendo  como  beneficio
la  liberación  en  un  porcentaje  clínicamente  significativo  de
la  vía  aérea  y  digestiva,  con  lo  que  la  paciente  pudo  ser
autónoma.  Sin  embargo,  debemos  enfatizar  que  la  eviden-
cia  presentada  no  es  suficiente  aún  para  recomendar  el  uso
de  alcohol  en  todos  los  pacientes.  Por  ello,  es  indispensable
el  desarrollo  de  estudios  que  avalen  la  efectividad  atribuida
a  dicha  terapia.

El  HQ,  aunque  se  describe  como  una  patología  benigna,
puede  tener  complicaciones  que  comprometen  la  vida  del
paciente.  Por  tanto,  sigue  siendo  relevante  que  se  evalúe
individualmente  si  la  cirugía  es  la  opción  más  viable  o  el
tratamiento  a  largo  plazo  con  escleroterapias15.  El  diag-
nóstico  temprano  y  el  manejo  oportuno  de  individuos  con
HQ  pueden  disminuir  los  riesgos  de  complicaciones  de  estos
pacientes,  pero  el  tratamiento  aún  sigue  dependiente  de  la
experiencia  del  profesional  de  la  salud16,17,  ya  sea  empírica,
reportada  en  series  de  casos  o  de  forma  aislada  en  reportes
de  caso.
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