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Background: Metabolic bone disease (MBD) of prematurity is a complication of multifactorial ae- Metabolic bone disease,

tiology, which has been increasing, due to progressive decrease in mortality of preterm newborns. alkaline phosphatase,

The aim of the study was to analyze risk factors of severe MBD and its analytical markers. Patients  sensitivity,
and Method: Retrospective study involving preterm infants less than 32 weeks gestational age and/or ~ specificity
weight less tan 1,500 g born between january 2012 and december 2014. Comparison was made accor-

ding to the presence of severe MBD. Results: 139 patients were recruited. Mean value of 25(OH)D3

was 70.68 £ 25.20 nmol/L, being higher in patients born in spring-summer than in autumn-winter

(80.94 + 25.33 vs 61.13 + 21.07; p = 0.000). Levels of 25(OH)D3 were similar in patients with severe

MBD compared with the rest of patients (65.61 * 26.49 vs 72.07 £ 24.89, P = 0.283). Higher levels of

alkaline phosphatase (AP, TU/L ) (1314.19 £ 506.67 vs 476.56 *+ 188.85; p = 0.000) were found in the-

se patients. Cutoff point of AP 796.5 IU/L (S 95.2%, specificity 92.4%) was calculated by ROC curve.

The risk factors most associated to severe EMO were restricted fetal growth, birth weight, duration of

ventilation therapy and parenteral nutrition. Conclusions: AP levels were the best marker of severe

MBD development. EMO risk increases with the number of risk factors and lower levels of 25(OH)

D3. Levels of 25(0OH)D3 higher than 70nmol/L appear to protect from the development of severe

MBD, even in patients with multiple risk factors.
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Introduction

Metabolic bone disease (MBD) is the new desig-
nation for osteopenia of prematurity, a complication
in premature children, characterized by a reduction of
osteoid tissue and bone mineral component (BMC)
and by biochemical alterations of phospho-calcium
metabolism. This condition may be favored by several
nutritional and biomechanical factors, such as pro-
longed nutrient deficiency, immobilization and pa-
renteral nutrition, as well as the intake of antagonistic
medications with bone metabolism'?. Although in
the past the incidence of this pathology was similar or
even greater than the current one, the progressive re-
duction of mortality in the last years and the growing
clinical experience, allowed for a systematic search of
osteopenia and MBD (affecting the premature ones)
as a usual clinical practice in centers with experience
in neonatology. All this is allowing the pathology to be
more and more frequently diagnosed and to be trea-
ted early, even in mild forms that were previously not
detected*.

The period of greatest development of the skele-
ton is during fetal life, mainly at the end of the third
trimester>®. The newborn is prematurely deprived of
these inputs necessary for proper mineralization. Also,
chronic placental involvement alters the transport of
phosphate, which could condition osteopenia in chil-
dren with intrauterine growth restriction”®.

The current incidence of MBD is unknown. In re-
cent studies, we could find this pathology in slightly
more than half of the newborns (NB) with less than
28 weeks of gestational age (GA) or newborn’s weight
(NBW) less than 1000 grams, and 1 of every 4-5 chil-
dren under 1500 grams*'. It is closely associated with
GA, NBW, and the type of feeding with delayed enteral
inputs and with the severity of the total process. Thus,
the risk of bone involvement is greater in premature
infants under a serious clinical situation, taking into
account that an extreme prematurity is linked with a
very low weight?*.

The pathology usually starts its developing process
from 4 weeks of age, with a wide clinical variability,
from mild asymptomatic forms to classic rickets. If de-
mineralization is severe, it could favor multiple fractu-
res and alterations of phospho-calcium in the patient’s
metabolism'.

The diagnosis is basically analytical, so it is neces-
sary to make a number of determinations in preterm
infants (PTNB) with suspected risk factors for the
disease. Any parameter can be considered isolated as
MBD marker, although the most commonly used is
the serum alkaline phosphatase. The figures that deter-
mine the diagnosis are not clearly defined in the lite-
rature, but in some series it is accepted that above 500
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IU/L as a high sensitivity and specificity, and in others,
above 700 TU/LM21,

The diagnosis of MBD will be confirmed by a den-
sitometry, however its availability is scarce in neonatal
units. Despite the advances in the knowledge of this
disease, the analytical cuttoffs markers which deter-
mine a high suspicion of MBD are not clear yet, and
although the risk factors are well defined, it is not clear
is there are other protective factors that may prevent
the MBD development, despite it could be presented
along with multiple risk factors'¢.

Although MBD is a self-limiting disease over time,
recovery could last up to 2 years. Some studies give
us evidence of postnatal growth delays at 8-12 years of
age'”'8. Therefore, if it prevention fails, the presence of
fractures, dolichocephaly and delays in growth rate, as
well as other long-term effects, such as osteopenia in
adulthood, would be favored'®?.

Hence, the present study is focused in analyzing the
risk factors associated with the development of severe
MBD and the analytical markers of the disease, aiming
to find cutoffs in the different biochemical parameters
that allow to identify the development of this bone di-
sease.

Patients and Methods

A retrospective observational, descriptive and
analytical study was performed, including all PTNB
infants less than 1,500 g of NBW and/or less than 32
GAW (Gestational Age Weeks), who were born bet-
ween January 2012 and December 2014 and who
were admitted to the Neonatal Unit of Miguel Servet
Children’s Hospital, Zaragoza, Spain (center that re-
gisters 4000-4500 deliveries and 80-100 PTNB less
than 1500 g or 32 GAW per year).

Patients who died or were transferred from this
center before discharge and those who did not under-
go an analytical extraction due to a serious clinical si-
tuation at that time or failure to apply the protocol,
were excluded. The process of inclusion of patients is
detailed in figure 1.

The diagnostic-therapeutic protocol of this center
includes the performance of blood analysis with cal-
cium, phosphorus, 25 (OH) vitamin D3 and alkaline
phosphatase (AP) at 3-4 weeks of life, or earlier (if the-
re is clinical suspicion of osteopenia or fractures), due
to the presence of bone deformities, bone palpation
pain, a chance finding on X-ray for another reason or
analytical alterations, such as hypophosphatemia, hy-
perphosphaturia, hypocalcemia or hypercalciuria, de-
tected in another control. The samples are processed
immediately after their extraction in the biochemistry
laboratory, of the hospital itself. Subsequently, serial
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checks are performed every 2-3 weeks until hospital
discharge. If the AP is greater than 800 IU/I, or if there
are ionic alterations or images suggesting MBD or frac-
tures in the X-rays, the paratohormone (PTH) is added
to assess the stimulation of the bone remodeling. The
wrist x-ray is performed with AP above 500 IU/l and
on clinical suspicion of MBD or fractures cases, in or-
der to assess if there are radiological signs of osteopenia
(in our sample we defined patients with severe MBD
due to the radiological presence of metaphyseal chan-
ges with rarefaction, fraying and cup formation of the
growth plate or periosteal detachment of the shaft).
Those with radiological signs of MBD or with elevated
AP above 800 IU/L are treated with oral solutions of
calcium carbonate (30-50 mg/kg/day) and phosphorus
(starting at 10-20 mg/kg/day and increasing up to 100
mg/kg/day).

In our center, parenteral nutrition (PN) is started
on the first day of life in all patients with less than 32
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GAW and/or NBW less than 1500 g, with initial cal-
cium inputs of 50-60 mg/kg and phosphorus of 40-50
mg/kg, adjusted according to analytical controls. In or-
der to start with enteral nutrition (EN) as soon as pos-
sible, an attempt of feeding patients with breast milk
or donated breast milk from a bank is made, and PN is
suspended from 120 ml/kg EN.

From the ingestion of 100 ml/kg of milk, the for-
tification of the milk begins. The usual vitamin D in-
take for neonates is 400 IU per day. To obtain all the
needing data, a review of the patients’ medical records
was carried out. Antenatal variables and the immediate
neonatal period (single or multiple pregnancy, gender,
birth reason, prenatal corticoid administration, gesta-
tional age, anthropometry at birth, Apgar test, resusci-
tation in the delivery room, neonatal evolution varia-
bles, respiratory and hemodynamic support and their
duration, use of diuretics and other medications, time
of onset of EN and PN withdrawal), analytical markers

Figure 1. Flow dia-
gram of patient in-
clusion.
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of phospho-calcium metabolism (ions, 25 (OH) vita-
min D, AP and PTH) and radiological presence of se-
vere MBD or fractures.

Statistical analisys

All data were recorded and analyzed using the sta-
tistical package SPSS statistics 21.0.

An initial descriptive study was carried out to know
frequencies, measures of central tendency and measu-
res of dispersion.

The analytical study was performed by Kolmo-
gorov-Smirnov and Saphiro-Wilk tests for normality
analysis of the quantitative variables, and U Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis and Wilcoxon tests were
used for the quantitative variables, because they were
nonparametric samples, while the qualitative variables
were compared by Chi-square test or Fisher’s exact
test.

A multivariate analysis of logistic regression was
performed with significant variables in the univariate
analysis.The study was approved by the Ethics Com-
mittee of Scientific Research of Aragon (CEICA).

Table 1. Demographic characteristics of the global sample

Characteristics Muestra global
Male. n (%) 67 (48.2%)

Birth weigth in grams. median (range) 1250 (480-1495)
Gestational age weeks. median (range) 29.28 (24-36.86)
Newborns from multiple gestation. n (%) 49 (35.3%)

Neonates < 28 gestational weeks or weigth

0,
< 1000 grams. n (%) LG 2t

Intrauterine growth restriction. n (%) 30 (21.6%)
Neonates. n (%)
Small for gestational age 15(10.8%)
Appropiate for gestational age 122 (87.8%)
Large for gestational age 2 (1.4%)
Antenatal steroids > 2 doses. n (%) 96 (69.1%)
Gestational maternal pathology. n (%) 66 (47.4%)
Preeclampsia or eclampsia 30 (21.6%)
Chorioamnionitis 22 (15.8%)
Thyroid pathology 8 (5.7%)
Pregestacional or gestacional diabetes 6 (4.3%)
25(0OH)vitamine D3 in nmol/l. median (range) 69.21 (25.5-145)
Alkaline phosphatase in IU/l. median (range) 480 (189-2911)
Paratohormone in pg/ml. median (range) 80.05 (37.2-123.4)
Tota! days in Neonatal Intensive Care Unit. 38 (0-160)
median (range)
Radiological signs of osteopenia. n (%) 21 (15.1%)
Fractures. n (%) 5(3.6%)

Qualitative variables expressed in: n (percentage); Quantitative variables
Expressed in: median (rank).
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Results

A sample of 139 patients was obtained, whose in-
clusion process is shown in figure 1.

Table 1 describes the demographic data of the ove-
rall sample. A 15.1% of patients (n = 21) had radio-
logical signs of osteopenia, of which 13 (61.9%) were
male and 8 (38.1%) were female, with no statistical
differences between genders. 5 neonates (3.6%), all of
them male, and born with NBW less than 1000 g or
before 28 GAW, presented one or more fractures du-
ring their stay in the Neonatal Unit, finding a statistical
association between male gender and the development
of fractures (9.2% vs 0%, p = 0.024).

The variables studied and their association with
the development of osteopenia or fractures are shown
in Table 2. Considering the set of variables associated
with severe MBD, we found a statistical association
between the sum of the number of related factors (RF)
and the development of severe MBD (without severe
MBD 4.71 *+ 1.54 AP, severe MBD 6, 81 *+ 1.63 REF,
p = 0.000). However, we observed that, with an excep-
tion of one patient, the remaining infants who had 6 or
more RF, but had 25 (OH) vitamin D3 values above 70
nmol/l, they did not develop severe MBD.

A multivariate logistic regression analysis was
performed with the statistically significant variables
in the univariate analysis, finding that the only factor
that was independently associated with the develop-
ment of severe BMD was intrauterine growth retar-
dation (OR 9.65, 95% CI 3.48 -26.76, p <0.001), this
fact totally detached with the rest of variables, inclu-
ding birth weight, mechanical ventilation duration
(MV) or PN.

The mean value of 25 (OH) vitamin D3 in the glo-
bal sample was 70.86 + 25.20 nmol/L. Patients born
during spring and summer (n = 71) had values sig-
nificantly higher than those born in autumn-winter
(n=68) (80.94 +25.33 nmol/l vs 61.13 + 21.07 nmol/l;
P =0.000). No differences were found in the PTH and
AP values between the different stations.

The values of 25 (OH) vitamin D, AP and PTH as
a function of the presence or absence of osteopenia
or fractures are shown in Table 3. No alteration was
found in the calcium values (normal values (NV) con-
sidered in this center: 8.5-10.5 mg/dL) and phosphorus
(NV 4.5-7.5 mg/dL) in any patient during the time pe-
riod studied.

The ROC (Receiver Operating Characteristic) cur-
ve calculated the optimal AP cutoff point for the diag-
nosis of MBD with radiological alteration, which in
our sample was 796.5 IU/], rating a sensitivity of 95.2%
and a specificity of 92.4% (figure 2). It was not possible
to estimate the diagnosis of fractures, due to the small
number of patients in this group.
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Table 2. Risk factors associated with the presence of osteopenia and fractures

Osteopenia No osteopenia p Fractures No Fractures p
(n=21) (n=118) (n=5) (n=134)
Birth weigth in grams, median (range) 780 1.275 < 0.001 650 1.100 0.001
(480-1430) (530-1495) (550-820) (480-1495)
Intrauterine growth restriction, n (%) 13 (61.9%) 17 (14.4%) <0.001 4 (80%) 26 (19.4%) 0.008
Antenatal steroids > 2 doses, n (%) 20 (95.2%) 76 (66.1%)  0.007 5(100%) 91 (69.5%) 0.321
Mechanic ventilation, n (%) 13 (61.9%) 54 (45.8%) 0.173 5 (100%) 62 (46.3%) 0.024
Total days of mechanic ventilation, median
(range) 17 (1-92) 5 (0-67) 0.072 17 (1-92) 5.5 (0-67) 0.183
Total days of respiratory support*, median
(range) 39 (1-160) 12.5(0-120) 0.001 59 (50-160) 13 (0-120) < 0.001
Total days of parenteral nutrition, median
(range) 30 (11-122) 14.5 (2-89) < 0.001 47 (32-122)  16.5 (2-89) 0.002
Time to complete enteral nutrition in days,
median (range) 19 (2-106) 3 (1-79) < 0.001 30 (19-106) 4 (1-79) 0.002
Use of diuretics, n (%) 10 (47.6%) 10 (8.5%) < 0.001 4 (80%) 16 (11.9%)  0.001
Use of inotropes, n (%) 9 (42.9%) 20 (16.9%) 0.016 3 (60%) 26 (19.4%) 0.061

*Total days of respiratory suppont includes days of mechanic ventilation + days of non invasive ventilation (BiPAP or CPAP) + days of oxyge-
notherapy.

Table 3. Values of biochemical markers according to development of osteopenia or fractures

Osteopenia No osteopenia p Fractures No fractures p

(n=21) (n=118) (n=5) (n=134)
25(0OH) vitamin D3 in nmol/l, median 61.8 72 0.283 475 71.7 0.034
(range) (25.5-79.9) (29.5-145) (37.2-79.9) (25.5-145)
Alkaline phosphatase in IU/l, median 1300 437 < 0.001 1485 465.5 < 0.001
(range) (763-2911) (189-1173) (1383-2315) (189-2911)
Paratohormone in pg/ml, median 113.7 64.5 0.134 517.5 41.1 0.001
(range) (17.7-820) (4.1-101.6) (176.5-820) (4.1-115.2)

*n=14 *n =30
Discussion

The growing advances in the intensive care of
PTNB have led to a progressive decrease in morta-
lity, which has a main consequence of causing more
frequent morbidity of these patients, such as broncho-
pulmonary dysplasia, growth retardation, retinopathy,
etc. One of these complications is osteopenia of pre-
maturity'>?*2!,

We have found that prolonged parenteral nutri-
tion, delayed oral feeding or the use of certain drugs
as well, sum factors that predetermine prematu-
rity itself, as well as low weight and/or intrauterine
growth restriction, which ease the development of
bone disease in these patients®?%. All these mentioned
above actually is in accordance with other data pu-
blished. In order to avoid this pathology, the main
factor is prevention. It is highly important to prevent
Figure 2. Receiver operator characteristic curve of alkaline through early enteral feeding (or enteral nutrition
phosphatase to predict osteopenia of prematurity. EN), passive movilization through physical therapy
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and a restrictive use of antagonistic medications with
bone mineralization®*'%2,

Regarding our patients, we have seen that tho-
se with a torpid neonatal evolution, are those with a
more severe osteopenia, presenting an increased risk
of developing fractures, which demonstrates the im-
portance of avoiding these associations as far as possi-
ble, through non-respiratory management or through
an invasive or early onset of trophic enteral nutrition.
According to our results, we have observed that the-
se patients could be considered ‘safe’ around their
first month of life. Thus, patients who achieve exclu-
sive enteral nutrition, along with parenteral nutrition
withdrawal and respiratory symptoms support before
30 days of life, are clearly less likely to develop severe
MBD.

The analytical figures from which there is osteope-
nia are not well defined at the moment in data already
published, although the alkaline phosphatase is the
most accepted biomarker for its diagnosis’. Along
with this determination, we had not seen a relationship
between the numbers of 25 (OH) vitamin D and PTH
and the osteopenia development in our study, but we
had seen it with those of alkaline phosphatase.

In addition, we have seen that in our patients a
number of AP above 800 IU/L would be acceptable,
being of an adequate clinical utility to identify new-
borns affected by severe MBD, presenting a good sen-
sitivity and specificity. This is in contrast to other stu-
dies, in which it is considered as lower values around
500 TU/Lb121323,

In regard with our results, along with the fact that
we do not find statistical association between osteope-
nia and vitamin D3 deficit, we consider that it is not a
risk factor, but it could produce this pathology in an
unfavorable context, espacially if it is associated with
other factors, such as IUGR (intrauterine growth res-
triction), prolonged ventilation and immobilization,
among others, which is supported by Robinson and
Barrera, who already mentioned this in previous pu-
blications”®.

At birth, if patient is presented with vitamin D3 de-
ficiency, we are facing 2 situations. On the one hand,
it may happen that the infant does not present major
problems and in this case the deficit is compensated
by the early introduction of feeding with breast milk
fortifiers. But, on the other hand, there is the opposi-
te situation, in which the newborn has an important
pathology. The expenditure is greater with a lower
contribution, starting a series of calcium-saving me-
chanisms, among which the most important is the se-
condary hyperparathyroidism with calcium and renal
phosphorus renal loss. If this situation is prolonged,
bone disease is favored in prematurity****. Supporting
this hypothesis, we have observed that at equal amou-
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nts of vitamin D, patients with multiple associated fac-
tors are those who develop the most severe disease.

In contrast, there are other types of patients that,
despite accumulating numerous aggravating factors,
have high vitamin D3 levels, which appears to be the
hormone capable of blocking the release of PTH and
subsequently a bone disease. This fact has already been
described previously in several studies*®*. In line with
these findings, the difference in vitamin D figures bet-
ween spring-summer and fall-winter-born patients
is striking. It should be verified that these results are
maintained in other series and with larger sample sizes,
which would imply that, if the birth occurs in the col-
der months of the year. It could be an additional factor
to have a more severe form of MBD.

We also found lower values of 25 (OH) vitamin
D in patients with fractures, but any statistical diffe-
rences, probably due to the limited sample of children
with fractures in our study.

In our sample we did not find patients with severe
hypophosphoremias nor significant alterations in cal-
cium despite radiological alterations, which was not
expected. It could be due to the optimization of the
exogenous contributions through the parenteral nu-
trition, that is carried out at an early stage during the
last years, but it would be necessary to consider a more
detailed study in the future regarding this topic.

The only variable that we found to be indepen-
dently associated with the rest of the variables in the
severe MBD development is IUGR, which confers a
relative 10-fold higher risk of presenting severe MBD
than preterm infants without IUGR. We would have
to repeat this analysis with larger sample sizes in or-
der to see more closely if these results are consistent.
It is hypothesized that vitamin D3 deficiency condi-
tions poor placenta implantation and that alteration in
the trophoblast induces preeclampsia in mothers and
ITUGR™*, Probably, the association between IUGR
and maternal vitamin D3 deficiency leads to a decrea-
se in intrauterine bone calcification, which, together
with the postnatal complications that do not allow the
compensation of this deficit by decreasing extra uteri-
ne contributions, makes these patients the most likely
to have MBD"27826,

All results obtained in this study allow us to confirm
previous reports according to the risk factors that are
most associated with the osteopenia of prematurity de-
velopment. The main limitations that we found are the
retrospective character, which makes some patients do
not have all the variables under study, the small sample
size especially in the subgroup of infants with fractures
and the impossibility of performing densitometry to
confirm the diagnostic suspicion by radiography.

It would be interesting to extend this research with
a more complete prospective study in the future, in
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which these findings could be related to values of bone
densitometry during their admission and later during
the follow-up in Neonatology.

Conclusions

Alkaline phosphatase levels are the ones that most
reliably inform us about the metabolic bone state of
the newborn, because we do not have densitometry,
considered the gold standard test for BMC (bone mi-
neral content) measurement.

The risk of bone metabolic disease increases to a
greater number of risk factors and lower numbers of
vitamin D3. Levels of 25 (OH) D3 above 70 nmol/l ap-
pear to protect against the development of this patho-
logy, even in patients with multiple risk factors.
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Resumen Palabras clave:
Prematuridad,

Introducciéon: La enfermedad metabdlica 6sea (EMO) del recién nacido prematuro (RNPT) es enfermedad

una complicacién de origen multifactorial, que ha ido en aumento, consecuencia de la disminu-  metabdlica dsea,

cién progresiva de la mortalidad. El objetivo del estudio fue analizar los factores de riesgo (FR) pre  fosfatasa alcalina,
y postnatales relacionados con la EMO severa y sus marcadores analiticos. Pacientes y Métodos: ~ sensibilidad,
Estudio retrospectivo observacional, descriptivo y analitico, que incluyé RNPT nacidos con me-  especificidad
nos de 32 semanas y/o peso menor de 1.500 g entre enero de 2012 y diciembre de 2014. Se anali-

z6 la muestra en funcién del desarrollo de EMO severa. Resultados: 139 pacientes, con 25(OH)D3

media de 70,68 £ 25,20 nmol/l, mayor en los nacidos en primavera-verano que en otofio-invierno

(80,94 £ 25,33 vs 61,13£21,07; p = 0,000). Los pacientes con EMO severa presentaron valores de

25(OH)D3 similares al resto de pacientes (65,61 + 26,49 vs 72,07 + 24,89; p = 0,283), y superiores

de fosfatasa alcalina (FA) (1314,19 + 506,67 vs 476,56 £ 188,85; p = 0,000). Mediante curva ROC se

calcul6 un punto de corte de FA de 796,5 TU/1 (S 95,2%, E 92,4%). Los FR mds asociados al desarrollo

de EMO severa fueron el crecimiento intrauterino restringido, el peso al nacimiento y la duracién de

ventiloterapia y nutricién parenteral. Conclusiones: Las cifras de FA son las que mejor se relacionan

con el desarrollo de EMO severa. El riesgo de ésta aumenta a mayor ntimero de factores de riesgo y

menores cifras de vitamina D3. Niveles de 25(OH)D3 por encima de 70 nmol/l parecen proteger del

desarrollo de EMO, incluso en pacientes con multiples factores de riesgo.
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Abstract

Background: Metabolic bone disease (MBD) of prematurity is a complication of multifactorial ae-
tiology, which has been increasing, due to progressive decrease in mortality of preterm newborns.
The aim of the study was to analyze risk factors of severe MBD and its analytical markers. Patients
and Method: Retrospective study involving preterm infants less than 32 weeks gestational age and/or

Enfermedad metabdlica 6sea - A. Montaner Ramon et al

Keywords:
Prematurity,

Metabolic bone disease,
alkaline phosphatase,
sensitivity,

specificity

weight less tan 1,500 g born between january 2012 and december 2014. Comparison was made accor-
ding to the presence of severe MBD. Results: 139 patients were recruited. Mean value of 25(OH)D3
was 70.68 £ 25.20 nmol/L, being higher in patients born in spring-summer than in autumn-winter
(80.94 £ 25.33 vs 61.13 £ 21.07; p = 0.000). Levels of 25(OH)D3 were similar in patients with severe
MBD compared with the rest of patients (65.61 * 26.49 vs 72.07 £ 24.89, P = 0.283). Higher levels of
alkaline phosphatase (AP, IU/L ) (1314.19 £ 506.67 vs 476.56 £ 188.85; p = 0.000) were found in the-
se patients. Cutoff point of AP 796.5 IU/L (S 95.2%, specificity 92.4%) was calculated by ROC curve.
The risk factors most associated to severe EMO were restricted fetal growth, birth weight, duration of
ventilation therapy and parenteral nutrition. Conclusions: AP levels were the best marker of severe
MBD development. EMO risk increases with the number of risk factors and lower levels of 25(OH)
D3. Levels of 25(OH)D3 higher than 70nmol/L appear to protect from the development of severe
MBD, even in patients with multiple risk factors.
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Introducciéon

La enfermedad metabdlica 6sea (EMO) es la nueva
designacion para la osteopenia del prematuro, compli-
cacién propia de la prematuridad, que se caracteriza
por una reduccién del tejido osteoide y del componen-
te mineral 6seo (CMO) y por alteraciones bioquimicas
del metabolismo fosfo-calcico, que puede ser propi-
ciada por varios factores nutricionales y biomecanicos
como el déficit de nutrientes, la inmovilizacién y la nu-
tricioén parenteral prolongadas y el empleo de medica-
ciones antagénicas con el metabolismo 6seo'. Aunque
previamente la incidencia de esta patologia era similar
o incluso mayor a la actual, la disminucién progresiva
de la mortalidad en los dltimos afios y la mayor expe-
riencia clinica, han hecho que hoy en dia la busqueda
sistematica de la osteopenia 0 EMO del prematuro sea
una practica clinica habitual en los centros con expe-
riencia en neonatologia. Este hecho estd permitiendo
que cada vez con mayor frecuencia se esté diagnosti-
cando y tratando precozmente la patologia, incluso en
formas leves que previamente no se detectaban®.

El periodo de mayor desarrollo del esqueleto es du-
rante la vida fetal, fundamentalmente al final del tercer
trimestre>®. El neonato que nace prematuramente se ve
privado de estas aportaciones necesarias para la mine-
ralizaciéon adecuada. Ademas, la afectacion de la pla-
centa de forma croénica, altera el transporte de fosfato,
que puede condicionar la osteopenia en los nifios con
restriccién del crecimiento”?.

La incidencia actual de la EMO se desconoce. En
los dltimos estudios, se cifra en algo més de la mitad de
los recién nacidos (RN) con menos de 28 semanas de
edad gestacional (SEG) o peso de recién nacido (PRN)

eoitoriaL_qiku

menor a 1.000 g; y en uno de cada 4-5 de los menores
de 1.500 g”'°. Est4 estrechamente asociada con la EG, el
PRN, el tipo de alimentacién con retraso de los apor-
tes enterales y con la gravedad del proceso total. Asi, el
riesgo de afectacion Osea es mayor en los prematuros
en situacién clinica grave; siendo comun la historia de
prematuridad extrema con muy bajo peso®’.

La patologia se desarrolla generalmente a partir de
las 4 semanas de vida, con amplia variabilidad clini-
ca, desde formas leves asintomaticas, hasta el clasico
raquitismo, favorecedor de multiples fracturas y alte-
raciones del metabolismo fosfo-cilcico, si la desmine-
ralizacién es grave''.

El diagnéstico es fundamentalmente analitico, por
lo que es necesario realizar determinaciones seriadas
en los recién nacidos prematuros (RNPT) con factores
de riesgo de la enfermedad. Ninguno de los parametros
puede considerarse de forma aislada como marcador
de EMO, aunque el mas empleado es la fosfatasa al-
calina sérica. La cifras que determinan el diagnéstico
no estdn claramente definidas en la literatura, pero en
algunas series se acepta que por encima de 500 IU/L, y
en otras por encima de 700 IU/I, tiene alta sensibilidad
y especificidad'>13,

El diagnostico definitivo de EMO lo dard la densi-
tometria, sin embargo, su disponibilidad en las unida-
des neonatales es escasa. A pesar de los avances en el
conocimiento de la enfermedad, aun no estdn claras las
cifras de corte de los marcadores analiticos que nos de-
terminan una alta sospecha de EMO, y a pesar de que
los factores de riesgo estan bien definidos, no estd claro
si pueden existir otros factores protectores que puedan
evitar el desarrollo de EMO a pesar de combinarse con
multiples factores de riesgo'*¢.
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Aunque la EMO es una enfermedad autolimita-
da en el tiempo, la recuperacién puede durar hasta 2
afios". Algunos estudios evidencian incluso retrasos de
crecimiento postnatal a los 8-12 anos de edad'™®". Por
tanto, si fracasa la prevencion, se estard favoreciendo la
presencia de fracturas, dolicocefalia y retrasos en la ve-
locidad de crecimiento, ademads de otros efectos a largo
plazo, como la osteopenia en edad adulta'®®.

Por ello, en el presente estudio se pretenden ana-
lizar los factores de riesgo asociados al desarrollo de
EMO severa y los marcadores analiticos de la enferme-
dad, con el objetivo de buscar puntos de corte en los
diferentes pardmetros bioquimicos que permitan iden-
tificar el desarrollo de enfermedad 6sea.

Pacientes y Métodos
Se realizé un estudio retrospectivo observacional,

descriptivo y analitico, que incluyé a todos los RNPT
de menos de 1.500 g de PRN y/o menos de 32 SEG,

ARTICULO ORIGINAL

nacidos entre enero de 2012 y diciembre de 2014 e in-
gresados en la Unidad de Neonatologia del Hospital
Infantil Miguel Servet, Zaragoza, Espafia (centro con
4.000-4.500 partos y 80-100 RNPT menores de 1.500 g
0 32 SEG al afio).

Fueron excluidos los pacientes que fallecieron o
fueron trasladados de centro antes del alta y aquellos
a los que no se realizé extraccién analitica por situa-
cién clinica de gravedad en ese momento o fallo en la
aplicaciéon del protocolo. El proceso de inclusién de
pacientes se detalla en la figura 1.

El protocolo diagndstico-terapéutico de nuestro
centro incluye la realizacién de andlitica sanguinea con
calcio, fésforo, 25(OH)vitamina D3 y fosfatasa alcalina
(FA) a las 3-4 semanas de vida, o antes si existe sos-
pecha clinica de osteopenia o fracturas (por presencia
de deformidades dseas, dolor a la palpacion 6sea, ha-
llazgo casual en radiografia por otro motivo o altera-
ciones analiticas como hipofosfatemia, hiperfosfaturia,
hipocalcemia o hipercalciuria detectadas en control
realizado por otra causa). Las muestras se procesan

Figura 1. Diagrama de
flujo de la inclusién de
pacientes.
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inmediatamente tras su extraccién en el laboratorio
de bioquimica del propio hospital. Posteriormente se
realizan controles seriados cada 2-3 semanas hasta el
alta hospitalaria. Si en cualquier determinacién la FA
es mayor de 800 IU/l, hay alteraciones i6nicas o imd-
genes sugestivas de EMO o fracturas en la radiografia,
se anade la paratohormona (PTH) para valorar la esti-
mulacién del remodelado dseo. La radiografia de mu-
fieca se realiza con FA por encima de 500 IU/] y ante
sospecha clinica de EMO o fracturas, para valorar si
existen signos radiolégicos de osteopenia (en nuestra
muestra definimos a los pacientes con EMO severa por
la presencia radiolégica de cambios metafisarios con
rarefaccién, deshilachamiento y formacién de copa de
la placa de crecimiento o despegamiento peridstico de
la didfisis). Aquellos con signos radiolégicos de EMO o
con FA elevadas por encima de 800 UI/L reciben tra-
tamiento con suspensiones orales de carbonato célcico
(30-50 mg/kg/dia) y fésforo (inicio en 10-20 mg/kg/dia
y aumento hasta maximo 100 mg/kg/dia)

En nuestro centro se inicia nutricién parenteral
(NP) el primer dia de vida en todos los pacientes de

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la muestra global

Caracteristicas

Muestra global

Sexo masculino
Peso al nacimiento (g)
Edad gestacional (semanas)

Recién nacidos fruto de gestacion mdltiple

Gestacion menor de 28 semanas o con peso al

nacimiento menor de 1.000 g
Restriccion del crecimiento intrauterino

Recién nacidos
Pequefios para la edad gestacional
Adecuados para la edad gestacional
Grandes para la edad gestacional

Corticoides antenatales (2 0 méas dosis)

Enfermedad materna durante el embarazo
Preclampsia o eclampsia
Corioamnionitis
Enfermedad tiroidea
Diabetes pregestacional o gestacional

25(OH)vitamina D en nmol/|
Fosfatasa alcalina en U/l
Paratohormona en pg/ml

Estancia en Unidad de Cuidados Intensivos
neonatales en dias

Signos radiolégicos de osteopenia

Fracturas

67 (48,2%)

1.250 (480-1.495)
29,28 (24-36,86)
49 (35,3%)

74 (53,2%)

30 (21,6%)

15 (10,8%)
122 (87,8%)
2(1,4%)

96 (69,1%
66 (47,4%
30(21,6%
22 (15,8%
8(5,7%)
6 (4,3%)
69,21 (25,5-145)
480 (189-2.911)

80,05 (37,2-123,4)

)
)
)
)

38 (0-160)

21(15,1%)
5(3,6%)

Variables cualitativas expresadas en: n, (porcentaje); variables cuantita-

tivas expresadas en: mediana (rango).
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menos de 32 SEG y/o PRN menor a 1.500 g, con apor-
tes iniciales de calcio de 50-60 mg/kg y de fésforo de
40-50 mg/kg que se ajustan en funcién de controles
analiticos. Se intenta iniciar lo mds precozmente po-
sible la nutricién enteral (NE) con leche materna o
donada de banco y se suspende la NP a partir de los
120 ml/kg de NE. A partir de la ingesta de 100 ml/kg de
leche se inicia la fortificacion de ésta. El aporte habitual
de vitamina D que se pauta a los neonatos es de 400 IU
al dia.

Para la obtencién de los datos se realizé una re-
visién de las historias clinicas de los pacientes. Se re-
cogieron variables antenatales y del periodo neonatal
inmediato (embarazo tnico o mdltiple, sexo, motivo
del parto, administracién de corticoides prenatales,
edad gestacional, antropometria al nacimiento, test de
Apgar, reanimacién en la sala de partos), variables de
evolucién neonatal (soporte respiratorio y hemodina-
mico y su duracién, empleo de diuréticos y otras medi-
caciones, momento del inicio de NE y retirada de NP),
marcadores analiticos del metabolismo fosfo-cdlcico
(iones, 25(OH)vitamina D, FA y PTH) y presencia ra-
diol6gica de EMO severa o fracturas.

Andlisis estadistico

Todos los datos se registraron y fueron analizados
con el paquete estadistico SPSS statistics 21.0.

Se realiz6 un estudio descriptivo inicial para cono-
cer frecuencias, medidas de tendencia central y medi-
das de dispersion.

El estudio analitico se realiz6 mediante test de
Kolmogorov-Smirnov y Saphiro-Wilk para analisis
de normalidad de las variables cuantitativas, y para la
comparacién se emple6 U Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis y Wilcoxon para las variables cuantitativas por
tratarse de muestras no paramétricas, mientras que las
variables cualitativas se compararon mediante test de
%? o test exacto de Fisher.

Se llevé a cabo un andlisis multivariante de regre-
sién logistica con la variables significativas en el andli-
sis univariante.

La realizacién del estudio fue aprobada por el Co-
mité ético de investigacién cientifica de Aragén (CEI-
CA).

Resultados

Se obtuvo una muestra de 139 pacientes, cuyo pro-
ceso de inclusién se muestra en la figura 1.

En la tabla 1 se describen los datos demograficos de
la muestra global.

El 15,1% de los pacientes (n = 21) presenté signos
radiolégicos de osteopenia, de los cuales 13 (61,9%)
fueron varones y 8 (38,1%) mujeres, sin encontrar
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Tabla 2. Factores de riesgo asociados a la presencia de osteopenia y fracturas

Osteopenia No osteopenia p Fracturas No fracturas p
(n=21) (n=118) (n=5) (n=134)

Peso de recién nacido en gramos, mediana 780 1.275 < 0,001 650 1.100 0,001
(rango) (480-1.430) (530-1.495) (550-820) (480-1495)
Crecimiento intrauterino restringido, n (%) 13 (61,9%) 17 (14,4%) < 0,001 4 (80%) 26 (19,4%) 0,008
Corticoides prenatales 2 o mas dosis, n (%) 20 (95,2%) 76 (66,1%) 0,007 5(100%) 91 (69,5%) 0,321
Necesidad de ventilacion mecanica invasiva, n (%) 13 (61,9%) 54 (45,8%) 0,173 5(100%) 62 (46,3%) 0,024
Duracion de la ventilaciéon mecanica en dias,
mediana (rango) 17 (1-92) 5 (0-67) 0,072 17 (1-92) 5,5 (0-67) 0,183
Duracion del soporte respiratorio* en dias,
mediana (rango) 39 (1-160) 12,5 (0-120) 0,001 59 (50-160) 13 (0-120) < 0,001
Duracion de la nutricion parenteral en dias,
mediana (rango) 30(11-122) 14,5 (2-89) < 0,001 47 (32-122) 16,5 (2-89) 0,002
Tiempo hasta alcanzar nutricion enteral completa
en dias, mediana (rango) 19 (2-106) 3 (1-79) < 0,001 30 (19-106) 4 (1-79) 0,002
Necesidad de diuréticos, n (%) 10 (47,6%) 10 (8,5%) < 0,001 4 (80%) 16 (11,9%) 0,001
Necesidad de soporte vasoactivo, n (%) 9 (42,9%) 20 (16,9%) 0,016 3 (60%) 26 (19,4%) 0,061

*Duracion del soporte respiratorio: total de dias de ventilacion mecanica + presion positiva continua en la via aérea (CPAP) + oxigenoterapia.

diferencias estadisticas entre ambos sexos. Cinco neo-
natos (3,6%), todos ellos varones y nacidos con PRN
menor de 1.000 g o antes de las 28 SEG, presenté una o
varias fracturas durante su estancia en la Unidad Neo-
natal, encontrando asociacién estadistica entre el sexo
masculino y el desarrollo de fracturas (9,2% vs 0%;
p = 0,024).

Los variables estudiadas y su asociacioén con el de-
sarrollo de osteopenia o fracturas se muestran en la
tabla 2.

Teniendo en cuenta el conjunto de las variables
asociadas a EMO severa, encontramos asociacidn es-
tadistica entre el sumatorio del ndmero de factores
relacionados (FR) y el desarrollo de EMO severa (sin
EMO severa 4,71 = 1,54 FA; EMO severa 6,81 *+ 1,63
FR; p = 0,000). Sin embargo, observamos que salvo un
paciente, el resto de neonatos que sumaron 6 o mds
FR pero que presentaban cifras de 25(OH)vitamina D3
por encima de 70 nmol/l no desarrollaron EMO severa.

Se llev6 a cabo un andlisis multivariante de regre-

sién logistica con las variables estadisticamente signi-
ficativas en el andlisis univariante, encontrando que el
unico factor que se asociaba de forma independiente al
desarrollo de EMO severa era el retraso del crecimiento
intrauterino (OR 9,65; IC 95% 3,48-26,76; p < 0,001),
independientemente del resto de variables incluyendo
el peso al nacimiento, la duracién de la ventilacién me-
canica (VM) o la NP.

El valor medio de 25(OH)vitamina D3 de la mues-
tra global se situd en 70,86 + 25,20 nmol/L. La pacien-
tes nacidos en primavera-verano (n = 71) tuvieron va-
lores significativamente superiores a aquellos nacidos
en otono-invierno (n = 68) (80,94 + 25,33 nmol/l vs
61,13 + 21,07 nmol/l; p = 0,000) . No se encontraron
diferencias en los valores de PTH y FA entre las dife-
rentes estaciones.

Los valores de 25(OH)vitamina D, FA y PTH en
funcién de la presencia o ausencia de osteopenia o
fracturas, se reflejan en la tabla 3. No se encontr6 alte-
racion en los valores de calcio (valores de normalidad

Tabla 3. Valores de marcadores bioquimicos segun desarrollo o no de osteopenia o fracturas

Osteopenia No osteopenia p Fracturas No fracturas p
(n=21) (n=118) (n=05) (n=134)
25(0OH)D3 en nmol/l, mediana (rango) 61,8(25,5-79,9) 72 (29,5-145) 0,283 47,5(37,2-79,9) 71,7 (25,5-145) 0,034

Fosfatasa alcalina en U/, mediana (rango) 1.300 (763-2.911) 437 (189-1.173) < 0,001 1.485(1.383-2.315) 465,5 (189-2.911) < 0,001

Paratohormona en pg/ml, mediana (rango) 113,7 (17,7-820) 64,5 (4,1-101,6)

0,134 517,5(176,5-820) 41,1 (4,1-115,2)

*n=14 *n=30

0,001
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Figura 2. Curva ROC para la sensibilidad y especificidad diagnostica de la
fosfatasa alcalina en la osteopenia del prematuro.

492

(VN) considerados en nuestro centro 8,5-10,5 mg/dL)
y fésforo (VN 4,5-7,5 mg/dL) en ningin paciente en el
periodo de tiempo estudiado.

Mediante curva ROC (Receiver Operating Charac-
teristic) se calcul6 el punto de corte 6ptimos de FA para
el diagndstico de EMO con alteracién radioldgica, que
en nuestra muestra fue de 796,5 IU/1 con una sensibili-
dad del 95,2% y una especificidad del 92,4% (figura 2).
No se pudo calcular para el diagnéstico de fracturas
por el nimero reducido de pacientes en este grupo.

Discusién

Los continuos avances en los cuidados intensivos
del RNPT, han conducido a una disminucion progre-
siva de la mortalidad, que como consecuencia estd pro-
duciendo que se observe con mds frecuencia la morbi-
lidad propia de estos pacientes, como la displasia bron-
copulmonar, el retraso de crecimiento, la retinopatia,
etc. Una de estas complicaciones es la osteopenia del
prematuro'®2*%.,

Coincidiendo con otros estudios, hemos encontra-
do que la nutricion parenteral prolongada, el retraso en
la alimentacién oral o el uso de determinados firma-
cos, suman factores condicionantes a la propia prema-
turidad, al bajo peso y/o a la restriccion del crecimiento
intrauterino para el desarrollo de la enfermedad 6sea
en estos pacientes®??. Para evitarla, lo fundamental es
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su prevenciéon mediante la alimentacién enteral pre-
coz, la movilizacién pasiva mediante fisioterapia y el
uso restrictivo de medicaciones antagénicas con la mi-
neralizacién sea®”!622,

En nuestros pacientes, hemos visto que aquellos
con evolucién neonatal mds térpida, son los que pre-
sentan una osteopenia mds grave y mayor riesgo de
desarrollar fracturas, lo que demuestra la importancia
de evitar en la medida de lo posible estas asociacio-
nes, mediante un manejo respiratorio no invasivo o
un inicio precoz de la nutricién enteral tréfica. Segin
nuestros resultados, hemos observado que la barrera
de seguridad de estos paciente se situaria en torno al
mes de vida, de forma que los pacientes en los que se
logra conseguir una nutricién enteral exclusiva, junto
con la retirada de la nutricién parenteral y del soporte
respiratorio antes de los 30 dias de vida son claramente
menos propensos al desarrollo de EMO severa.

Las cifras analiticas a partir de las cuales existe os-
teopenia no estan bien definidas por el momento en la
literatura, aunque el biomarcador mds aceptado para
su diagnostico es la fosfatasa alcalina"'?. Apoyando el
uso de esta determinacidén, en nuestro trabajo no he-
mos visto relacién entre las cifras de 25 (OH) vitamina
D y PTH y el desarrollo de osteopenia, y si con las de
fosfatasa alcalina.

A diferencia de otros trabajos donde se habla de
valores mds bajos, en torno a 500 UI/L"'*'3%, hemos
visto que en nuestros pacientes una cifra de FA por en-
cima de 800 UI/L seria aceptable y de adecuada utili-
dad clinica para identificar a los recién nacidos afectos
de EMO severa, presentando una buena sensibilidad y
especificidad.

A la vista de los resultados encontrados, el hecho de
que no encontremos asociacion estadistica entre la os-
teopenia y el déficit de vitamina D3, consideramos que
no implica que no sea un factor de riesgo, sino que sélo
produce patologia en un contexto desfavorable en que
se asocia a otros factores como el CIR, la ventilacién e
inmovilizacién prolongadas, etc; como ya refieren Ro-
binson y Barrera en publicaciones previas”®. Al nacer
con déficit de vitamina D3 pueden existir 2 situacio-
nes. Por un lado, puede ocurrir que el recién nacido
no presente problemas importantes y en este caso el
déficit se compensa con la introduccién precoz de la
alimentacién con fortificantes de la leche materna. Por
otro lado, estd la situacion contraria, en la que el recién
nacido presenta patologia importante, y en cuyo caso
el gasto es mayor con un menor aporte, poniéndose
en marcha una serie de mecanismos ahorradores de
calcio, entre los cuales el mas importante es el hiper-
paratiroidismo secundario con pérdida 6sea de calcio y
renal de fésforo. Si esta situacién se prolonga, se favo-
rece la enfermedad 6sea en el prematuro***. Apoyan-
do esta hipétesis, hemos observado que a igualdad de
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cifras de vitamina D, los pacientes con multiples fac-
tores asociados, son los que desarrollan la enfermedad
mds grave.

Por el contrario, existe otro tipo de pacientes que
a pesar de acumular numerosos factores agravantes,
cuentan con cifras de vitamina D3 elevadas, que pa-
rece ser la hormona capaz de bloquear la liberaciéon de
la PTH y consecuentemente la enfermedad ésea. Este
hecho ya ha sido descrito previamente en diversos es-
tudios>®®.

En linea con estos hallazgos, llama la atencién la
diferencia en las cifras de vitamina D entre los pacien-
tes nacidos en primavera-verano y otofio-invierno.
Habria que comprobar que estos resultados se mantie-
nen en otras series y con tamafos muestrales mayores,
lo que implicaria que el nacimiento en los meses mds
frios del ano es un factor adicional de presentar una
forma mds severa de EMO.

En los pacientes con fracturas, también encontra-
mos valores mds bajos de 25(OH)vitamina D, pero sin
diferencias estadisticas, lo que probablemente se deba
a la limitada muestra de nifios con fracturas en nuestro
estudio.

A diferencia de lo esperable, en nuestra muestra no
hemos encontrado pacientes con hipofosforemias se-
veras ni alteraciones importantes en el calcio a pesar
de presentar alteraciones radiolégicas. Podria deberse
a la optimizacién de los aportes ex6genos a través de la
nutricién parenteral que en los dltimos afios se realiza
de forma precoz, pero serfa preciso estudiar con mds
detalle en estudios futuros esta posibilidad.

En nuestro estudio la unica variable que hemos en-
contrado que se asocia de forma independiente del res-
to de variables al desarrollo de EMO severa es el CIR,
que confiere un riesgo relativo casi 10 veces superior
de presentar EMO severa respecto a los prematuros sin
CIR. Habria que repetir este andlisis con mayor tama-
flo muestra para ver si los resultados son consistentes.
Existe la hipétesis de que el déficit de vitamina D3
condiciona una mala implantacién de la placenta y la
alteracién en el trofoblasto induce la preeclampsia de
las madres y el CIR”*%*. Probablemente la asociacién
entre el CIR y el déficit materno de vitamina D3, con-
dicionan una disminucién en la calcificacién 6sea in-
trauterina, que unido a las complicaciones postnatales
que no permiten compensar ese déficit al disminuir los
aportes extra-ttero, hace que estos pacientes sean los
mds propensos a presentar EMO2782,

Los resultados obtenidos en el estudio permiten
confirmar comunicaciones previas sobre los factores de
riesgo que mas se asocian al desarrollo de la osteopenia
del prematuro. Las principales limitaciones que hemos
encontrado en el estudio son el carcter retrospectivo,
que hace que algunos pacientes no cuenten con todas
las variables en estudio, el pequefio tamafio de la mues-
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tra sobretodo en el subgrupo de neonatos con fracturas
y la imposibilidad de realizar densitometria para con-
firmar la sospecha diagnéstica por radiografia.

Seria interesante en el futuro ampliar esta investi-
gacién con un estudio prospectivo mds completo, en el
que se pudieran relacionar estos hallazgos con valores
de densitometria ¢sea durante el ingreso y posterior-
mente durante el seguimiento en la consulta de Neo-
natologia.

Conclusiones

Los niveles de fosfatasa alcalina son los que mds
fiablemente nos informan sobre el estado metabdlico
6seo del recién nacido, cuando no disponemos de den-
sitometria, considerada la prueba gold standard para la
medicién del CMO.

El riesgo de enfermedad metabdlica 6sea aumenta
a mayor numero de factores de riesgo y menores cifras
de vitamina D3. Niveles de 25(OH)D3 por encima de
70 nmol/l parecen proteger del desarrollo de esta pa-
tologia, incluso en pacientes con multiples factores de
riesgo.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales: Los autores decla-
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dica Mundial y la Declaracién de Helsinki.

Confidencialidad de los datos: Los autores declaran
que han seguido los protocolos de su centro de trabajo
sobre la publicacién de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informa-
do: Los autores han obtenido el consentimiento in-
formado de los pacientes y/o sujetos referidos en el
articulo. Este documento obra en poder del autor de
correspondencia.
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