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ABREVIATURAS

1,25(0OH),D = 1,25-dihidroxivitamina D

11B8-HSD 1 = 11-8 hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1
25(0OH)D = 25-hidroxivitamina D

7-DHC = 7-dehidrocolesterol

AB = Area del Brazo

ACT = Agua corporal total

ADN = Acido desoxirribonucleico

AEMET = Agencia Estatal de Meteorologia

Al = Adequate Intake

AAB = Area adiposa del brazo

AGB = Area grasa del brazo

AMB = Area muscular braquial

ADN = Acido desoxirribonucleico

ARN = Acido ribonucleico

BEDCA = Base de Datos Espafiola de Composicidn de Alimentos
BIA = Impedancia bioeléctrica

CaSR = Receptor del sensor de Calcio

CB = Circunferencia braquial

CC = Composicidn corporal

CCl = Coeficiente de correlacién intraclase

CDK = Quinasa dependiente de ciclina

CFCA = Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
CHEMCYL = Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Ledn cm = Centimetro
CYP450 = Citocromo

D = Densidad

DM = Diabetes Mellitus



DS = Desviacion estandar

EAR = Estimated Average Requeriment

EcaC = Canal epitelial de calcio

ECLIA = Ensayo de electroquimioluminiscencia

ECV = Enfermedad cardiovascular

EGF = Factor de crecimiento epidérmico

EIA = Enzimoinmunoanalisis

ELISA = Ensayo por inmunoadsorcidn ligado a enzimas

EPOC = Enfermedad pulmonar obstructiva crdnica

FA = Fosfatasa Alcalina

FEV1 = Volumen espirado maximo en el primer segundo de la espiracion forzada
FGF23 = Factor de crecimiento de fibroblastos 23

GC = Grasa corporal

HPLC = Cromatografia liquida de alta eficacia

HUBU = Hospital Universitario de Burgos

IFN = Interferén

IGF1 = Factor de crecimiento insulinico tipo 1

IL = Interleucina

IMC = indice de masa corporal

IOM = Institute of Medicine Kg = Kilogramo

LC-MS/MS = Cromatografia liquida-tandem por espectrometria de masas
m = Metro

MAPK = Mitogen-activated protein kinase miRNA = MicroRNA
MG = Masa grasa

mL = Mililitro

MLG = Masa libre de grasa

MMT = Masa muscular total



Mg = Microgramo

ng = Nanogramo

nm = Nanémetro

OMS = Organizacién Mundial de la Salud

P50 = Mediana o percentil 50

pg = Picogramo

PI3K = Fosfatidilinositol-3’quinasa

PKC = Proteinkinasa C

PT = Pliegue tricipital

PTH = Hormona paratiroidea

R = Resistencia

RANK = Receptor activador del factor nuclear kb

RANKL = Ligando del receptor activador del factor nuclear kb
RDA = Recommended Dietary Allowance

RIA = Radioinmunoanélisis

RPM = Revoluciones por minuto

RXR = Receptor del 9-cis retinoide X

SM = Sindrome metabdlico

SNP = Polimorfismo de un solo nucleétido

TERT = Telomerasa transcriptasa inversa

TGFbeta = Factor de crecimiento transformante beta

Th = Linfocito T helper

TNF = Factor de necrosis tumoral Ul = Unidad Internacional
UV = Ultravioleta

VDBP = Proteina transportadora de vitamina D o vitamin D-binding protein
VDDR = Raquitismos vitamina D dependientes

VDR = Receptor de vitamina D



VDRE = Elementos de respuesta a vitamina D VEGF = Factor de crecimiento endotelial

VIF = Variance inflation

Xc = Reactancia

Z = Impedancia corporal
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1. INTRODUCCION

1.1.  HISTORIA DE LA VITAMINA D (-4)

La historia de la vitamina D comienza hace mas de 500 millones de afios. Aunque no hay una
evidencia absoluta sobre su origen, probablemente se obtuvo primero en el plancton, pues adn
hoy es capaz de sintetizar vitamina D cuando recibe la suficiente exposicion a la luz solar. Del
plancton, y gracias a la cadena alimentaria, pasé a los animales, mds concretamente a los peces,
donde se almacend y concentrd. Estos peces adquieren importancia en la alimentacidon del
hombre cuando este inicia la bipedestacion y se produce el desarrollo esquelético.

La vitamina D en el hombre es tan relevante que ciertas teorias asocian cambios evolutivos en
la cantidad de melanina de la piel con la necesidad de obtencién de una cantidad suficiente de
vitamina D: Cuando el Homo Sapiens, originario de regiones cercanas al Ecuador y de tez oscura,
inicié su migracion a regiones en latitudes mas alejadas, tanto al norte como al sur, su melanina
fue descendiendo como consecuencia de la disminucion de la intensidad de los rayos ultravioleta
(UV) solares. Esto significa que la necesidad de proteccidn frente a la radiacién UV disminuia a
medida que aumentaba la de la sintesis de vitamina D.

La historia de la vitamina D va pareja a la del raquitismo y la osteomalacia. Ya en el siglo V a.C.
en Grecia, distintos historiadores se percatan de diferencias éseas al comparar huesos de
individuos de distinta etnia. Entre ellos destaca Herodoto (484 6 485?- 425 a 4267?), que afirmo
que los craneos de los persas eran mas fragiles que los de los egipcios, atribuyendo esto al hecho
de que los egipcios tenian sus cabezas descubiertas al sol, mientras que los persas llevaban
turbantes. Es posible que esta sea la primera observacidon que se hizo en referencia a la
importancia del sol en la salud ésea.

El raquitismo es descrito por primera vez en 1650 por Glisson, quien escribe un tratado sobre
esta enfermedad y le da nombre. Lo hace como consecuencia de la aparicidon brusca de esta
enfermedad en dos regiones inglesas: Somerset y Darsen, entre 1612-1620, que acaba
evidenciandose en gran parte de Inglaterra, y que él asocia a las condiciones insanas y
antihigiénicas del habitat donde vivian los pacientes. Esta situacidén obliga al Colegio de Médicos
de Londres a nombrar una comisidn de expertos, entre ellos Glisson, para investigar esta
enfermedad.

En 1861, Trousseau plantea la posible relacion entre raquitismo y carencia de exposicidn solar
junto con una dieta defectuosa, que pensaba, podia resolver con aceite de higado de bacalao.

Araiz de la descripcidn clinica desarrollada por Glisson, distintos investigadores intentan ampliar
los conocimientos que poseian hasta entonces sobre el raquitismo. En 1917, Leonard Findlay
relaciona, como Glisson, el raquitismo con unas condiciones higiénicas poco apropiadas,
consecuencia de la industrializacién. Poco después, en 1922, Dick es el primer cientifico en
relacionar la ausencia de radiaciones solares y ejercicio fisico con la etiologia del raquitismo.

En 1919 Huldschinsky, en Berlin, analizé los posibles efectos beneficiosos de las radiaciones
solares, la luz ultravioleta artificial y el aceite de higado de bacalao en el tratamiento del
raquitismo, publicandolo en su articulo “Heilung von Rachitisdurch Kiinstliche Hohensonne”. Lo
que fue corroborado poco después, en 1922, en Viena, por Chick et al.



En 1919, Edward Mellanby realiza una publicacién donde demuestra, a nivel experimental, que
el raquitismo se produce por la deficiencia de ciertos nutrientes de la dieta, mostrando que
algunas grasas, presentes en el aceite de higado de bacalao, poseen un efecto preventivo e
incluso curativo frente a la enfermedad. Denominé a esta sustancia “factor antirraquitico”:
“vitamina A soluble en grasa”. Tres afios después de la publicacién de este estudio, EImer Verner
McCollum demuestra la existencia de un segundo factor soluble en grasa, al que posteriormente
se le denominé vitamina D, que resultaba basico en la calcificacion de los huesos. Siguiendo la
secuencia del descubrimiento de las vitaminas, este verdadero “factor antirraquitico” era el
cuarto, y de ahi su nombre.

Otro investigador fundamental en la historia de la vitamina D fue Adolf Windaus, que inicié su
andanza con esta vitamina estudiando la estructura del colesterol y esteroles relacionados. En
1925 comienza el estudio de la estructura de la vitamina D2 y D3, y deduce que la forma activa
de estas vitaminas se forma por accidon de la radiacion UV sobre el ergosterol y el 7-
dehidrocolesterol respectivamente. Estas afirmaciones le hacen ser merecedor del Premio
Nobel de Quimica en 1928.

Una de las grandes contribuciones, también en los inicios del siglo XX, a la historia de la vitamina
D la realizé6 Gowland Hopkins cuando relaciond los niveles de calcio y fésforo con los de vitamina
D, todo ello en el estudio del tejido éseo.

Las funciones de la vitamina D se describieron a lo largo del siglo XX a raiz de descubrir su
implicacién en el metabolismo del calcio y el fésforo. Nicolaysen entre los afios 1937 y 1967
demostré que la vitamina D incrementa la reabsorcidn de calcio en el intestino, valiéndose para
ello de ratas con raquitismo, y confirma asi la hipdtesis de Orr et al., que ya la habian formulado
en 1923. Con este punto de partida, diversos equipos de investigadores ampliaran los
conocimientos sobre el metabolismo y fisiologia de la vitamina D.



1.2.  ESTRUCTURA QUIMICA DE LA VITAMINA D

Bajo el nombre de “vitamina D” se engloba una familia de 9,10-secoesteroides que se caracteriza
por un sistema triénico conjugado derivado de la apertura electrociclica del anillo B del
tetracicloesteroidal. Los miembros de esta familia se diferencian entre si por la estructura de la
cadena lateral.

Deriva del 7-dehidrocolesterol (7-DHC), y se presenta bajo dos formas: el colecalciferol o
vitamina D3, que principalmente se obtiene de forma enddgena por sintesis cutanea, y el
ergocalciferol o vitamina D2, que proviene del ergosterol, que se encuentra en plantas y algunos
peces. Ambas formas difieren solamente en la presencia de un doble enlace y un grupo metilo
presente en la larga cadena lateral de la vitamina D2.

Ergocalciferol o Colecalciferol o
Vitamina D2 Vitamina D3

Figura 1.2.1. Estructura quimica del ergocalciferol (vitamina D2) y del colecalciferol (vitamina D3)



1.3. ORIGEN DE LA VITAMINAD
1.3.1. SINTESIS Y METABOLISMO ©7)

Aunque diversos alimentos naturales son responsables de aportar vitamina D a nuestra dieta,
su fuente de origen mas importarte es enddgena.

Cuando los rayos UV procedentes de la exposicién solar, con longitud de onda entre 290-315
nm indicen sobre la piel, se produce la transformacién de un metabolito presente de forma
natural en la dermis y epidermis: el 7-DHC. Como consecuencia, el anillo B de esta molécula se
abre, en concreto, se rompe la uniéon entre los carbonos 9 y 10 del anillo B del ciclo
pentanoperhidrofenantreno, formando el precolecalciferol o previtamina D3, que es
termoinestable y sufre una reaccién de isomerizacién inducida por el calor, formando el
colecalciferol o vitamina D3 ®. A medida que esto ocurre, el colecalciferol se libera al espacio
extracelular y penetra en el lecho vascular de la dermis. En este momento, se unird a unas

proteinas transportadoras que lo conduciran al higado.

Precolecalciferol o Colecalciferol o
7-dehidrocolesterol Previtamina D3 Vitamina D3

Figura 1.2.2. Transformaciones metabdlicas producidas en la piel desde 7-DHC hasta colecalciferol o
vitamina D3

Estas proteinas transportadoras son en su mayoria especificas del transporte de vitamina D y
sus distintos metabolitos: Proteina transportadora de vitamina D o vitamina D-binding protein
(VDBP). En general, tan sélo un 3-5% del total de estas proteinas esta ocupado por un metabolito
de la vitamina D, por lo que su transporte no se satura. Esto hace que no sea un factor limitante
en el metabolismo de la vitamina D, a no ser que grandes cantidades de estas proteinas se
pierdan por la orina, cosa que ocurre, por ejemplo, en el sindrome nefrético.

Las VDBP transportan el 85-88% de los metabolitos séricos de la vitamina D, mientras que un
10-15% se transporta junto con la albimina, y tan sélo un 0.03% circula libre 19,

El colecalciferol procedente de la epidermis y dermis es aun inactivo y necesitara de diversas
transformaciones enzimaticas para poder desarrollar sus acciones en el organismo.

En el higado, el colecalciferol sufre una primera transformacidon enzimatica que consiste en la
adicion de un grupo hidroxilo en la posicion 25 de su molécula, a través de la enzima hepatica
25-hidroxilasa, formandose la 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) o calcidiol. Se trata de una enzima
microsomal de la familia del citocromo P450 (CYP450), denominada CYP2R1. Este metabolito es

el que mayor vida media tiene: de dos a tres semanas &%,



HO™

El calcidiol sintetizado se unira a las proteinas transportadoras que lo conducirdn hasta el
glomérulo renal, donde sera filtrado y posteriormente reabsorbido en el tubulo renal. Sera en
este drgano donde el metabolito sufrira las transformaciones enzimaticas que lo convertiran en
una molécula activa 2.

En el tdbulo renal, la entrada a las células del tdndem 25-(OH)D — VDBP se produce por
endocitosis mediada por receptor. En este proceso hay dos proteinas mas involucradas: cubilina
y megalina. Ambas se expresan en el tubulo proximal. Son proteinas multiligando que facilitan
la entrada de ligandos extracelulares. La deficiencia de cualquiera de las dos puede llevar al
incremento de la excrecién de 25(OH)D por la orina 9,

En las células tubulares la 25-(OH)D se separa de su proteina transportadora. Las células del
tubulo renal cuentan con dos enzimas: 1-alfa-hidroxilasa (CYP27B1) y 24-alfa- hidroxilasa
(CYP24A1), que pueden actuar sobre la 25(OH)D generando, respectivamente: 1,25-
dihidroxivitamina D (1,25(0H),D) o calcitriol, que es la forma activa de la vitamina D, y 24,25-
dihidroxivitamina D (24,25(0H).D), que se trata de un metabolito inactivo.

Ademas de la sintesis cutanea, la vitamina D puede obtenerse con la dieta. Los alimentos de
origen animal ricos en esta vitamina, la aportan en forma de colecalciferol (vitamina D3),
mientras que los de origen vegetal lo hacen en forma de ergocalciferol (vitamina D2). Puesto
gue se trata de una vitamina liposoluble, necesita de sales biliares para poder absorberse en el
intestino. En concreto, esto ocurre mayoritariamente en el yeyuno, y en menor medida, en el
duodeno. En el transporte de la vitamina también intervienen las proteinas fijadoras de vitamina
D.

Del total de vitamina D ingerida con la dieta, se absorbe aproximadamente el 80%.

Puesto que el metabolito absorbido en el intestino es colecalciferol o ergocalciferol, para
convertirse en calcitriol y ser asi la forma activa de la vitamina D, estas moléculas necesitaran
las mismas transformaciones enzimdticas que las explicadas anteriormente.

Una vez que el calcitriol ha ejercido su accidn se inactiva en el higado, sufriendo una gluco y
sulfoconjugacidn, para eliminarse a continuacién por via biliar.

Higado
e

Rifion
_—

25-hidroxilasa 1-alfa-hidroxilasa

HO™ Calcidio

Colecalciferol

| HO""

Calcitriol
1,25(0H)2

N

DE/(OLI

Figura 1.2.3. Transformaciones enzimaticas del colecalciferol hasta llegar a la vitamina D activa, calcitriol




1.3.2. SINTESIS CUTANEA

La sintesis endégena de vitamina D a partir del 7-DHC presente en la piel aporta el 90-95% de
los depdsitos de vitamina D.

Un adulto caucasico produce 1 ng de colecalciferol/cm? de piel cuando se expone a luz solar o
[dmparas de luz UV.

Se estima que la exposicion solar de 5-15 minutos dias en cara y brazos durante la primavera,
verano y otofio es suficiente para mantener los depdsitos de vitamina D en niveles adecuados.

Aproximadamente, el 65% del 7-DHC se encuentra en la epidermis, y el 35% restante en la
dermis.

Si la transformacion del 7-DHC en precolecalciferol y la de éste a colecalciferol se produce
durante un largo tiempo, como consecuencia de una exposicion solar prolongada, estos
metabolitos se pueden isomerizar a varios fotoproductos con escasa actividad. En concreto, el
precolecalciferol se isomeriza a lumisterol y taquisterol, y el colecalciferol a suprasterol Iy I, y a
5,6-transvitamina D3. Este proceso hace que nunca se produzca un exceso en la produccién
enddgena de vitamina D que pudiera llevar a una intoxicacion 3,

Se conocen diversos factores que influyen en la sintesis cutanea de vitamina D 64
e Cantidad de 7-dehidrocolesterol:

Los depdsitos de este metabolito disminuyen con la edad. Un individuo con mas de setenta afios
produce tan sélo un 20-25% de la vitamina D sintetizada por uno de viente afios, considerando
que los dos se expongan a la misma radiacion solar.

e Cantidad de melanina:

Puesto que la melanina es capaz de absorber los fotones solares, las personas con mas cantidad
de melanina requieren de tiempos de exposicidén solar mas prolongados para sintetizar la misma
cantidad de colecalciferol.

e Uso de cremas solares:

Las cremas con proteccion solar absorben las radiaciones antes de que penetren en la piel. De
hecho, un factor de proteccidon superior a 8 reduce capacidad para la sintesis cutanea de

vitamina D en un 95%, y los superiores a 15 lo hacen en mds de un 98% *.

e Intensidad de la luz solar:

La intensidad de la luz solar puede verse afectada por diversos factores, como la hora del dia, la
estacidn del afio, la latitud o la altitud (9.

El angulo con que los rayos solares inciden sobre la superficie de la Tierra es mas oblicuo en
invierno. Esto supone que el recorrido de los rayos UV es mayor y por tanto también lo sera la
absorcién por parte de la capa de ozono. Estasituaciéntambién se da durante las primeras horas
de la mafana vy las ultimas de latarde.



La altitud también influye en las caracteristicas de los rayos UV que llegan a la superficie, ya que
cuanto mayor sea, menor densidad de la capa de ozono, y por tanto menor absorcidn por parte
de ésta.

Por otro lado, la latitud condiciona el nimero de fotones procedentes de la luz solar que alcanza
la superficie terrestre, disminuyendo estos a medida que aumenta la latitud. La correlacién que
existe entre la latitud, el nivel de radiacién UV que alcanza la superficie terrestre y la degradacion

de melanina de la piel fue claramente establecido en un estudio realizado por Jablonskiy Chaplin
3)

La latitud merece una mencion especial por su relacién con los niveles de vitamina D, pues
diversos estudios han analizado su influencia en la sintesis de esta vitamina. En uno de ellos,
Holick et al. *”) mostraron que en las regiones que se encuentran en una latitud por encima de
los 352 |a sintesis cutanea de la vitamina D en humanos se ve reducida, pudiendo llegar a ser
practicamente inexistente en los meses de invierno. Webb et al. *® llegaron a conclusiones
similares, deduciendo que habia una diferencia significativa entre los niveles de vitamina D en
sujetos procedentes de Boston, Estados Unidos (422 Norte) y Edmonton, Canada (522 Norte), a
pesar de haber tan sélo 102 de diferencia entre ambas poblaciones. Ademas, un estudio
desarrollado por Leary et al. ** demostré que la latitud era una variable influyente en los niveles
séricos de vitamina D, comparando estudiantes de dos poblaciones estadounidenses:
Bradenton, Florida (272 Norte) y Erie, Pennsylvania (422 Norte).

1.3.3. DIETA

La vitamina D aportada por la dieta puede encontrarse de dos formas:
e Colecalciferol o vitamina D3, de origen animal
e Ergocalciferol o vitamina D2, de origen vegetal

Pocos alimentos contienen vitamina D en cantidad importante. Los dcidos grasos del pescado
marino, como el salmdn, representan la fuente mas rica de colecalciferol.

La vitamina D de los alimentos no se destruye con el calor ni con los procesos tecnoldgicos. Pero
su cantidad si puede variar en funcion de la época del afio. Esto se debe a que el ergocalciferol
se produce como consecuencia de la irradiacién UV en las levaduras ?.

Es importante destacar aqui el consumo de los alimentos funcionales. Estos son alimentos cuya
composicion es modificada por la industria alimentaria para conseguir que presenten mayores
cantidades de ciertos micronutrientes, entre los cuales puede encontrarse la vitamina D. Esto es
muy frecuente en Estados Unidos o Canada, pero en Espafia la fortificacion de alimentos con
ergo o colecalciferol es escasa.



1.3.3.1. INGESTA RECOMENDADA DE VITAMINA D

Para valorar de forma adecuada la ingesta de un nutriente hay que tener presentes tres
conceptos (2+23);

- Recommended Dietary Allowance (RDA): Nivel de ingesta diaria de un nutriente que
resulta suficiente para cubrir las necesidades de casi todos los individuos sanos (97,5%)
segln edades, sexo y situaciones de embarazo y lactancia.

- Adequate Intake (Al) o “Ingesta recomendada”: Valor de ingesta recomendada resultado
de aproximaciones como consecuencia de observaciones o de experimentaciéon en uno
0 mas grupos de personas sanas.

- Estimated Average Requeriment (EAR) o “Requerimiento medio estimado de un
nutriente”: Se define como la cantidad minima de dicho nutriente para evitar su
deficiencia. Supone el nivel de ingesta diaria de un nutriente que se estima que cubrird
el requerimiento de la mitad (mediana) de los individuos sanos, divididos en grupos
como para los RDA. Dicho de otra manera, es la ingesta que cumple con las necesidades
del 50% de la poblacidn

Las Al se establecen a partir de las RDA para un grupo de individuos. Se suele calcular como el
resultado de las 2 desviaciones estandar (DS) sobre la media calculada de la Al, ya que asi se
engloba al 97,5% de los individuos, y se establece utilizando la informacién mds reciente y fiable
gue en ese momento esté disponible acerca de la variacién interindividual de los requerimientos
en ese grupo poblacional para un nutriente.

La deficiencia de un nutriente puede definirse con criterios clinicos, fisiolégicos y bioquimicos.

Para un individuo, el requerimiento de cualquier nutriente dependera de varios factores, como
la edad, el sexo, actividad fisica o estado de salud. También dependerd de los genotipos que
posea para desarrollar ciertas proteinas fundamentales en aspectos metabdlicos.

Estos requerimientos variaran en funcién del grupo poblacional estudiado, no dependiendo
Unicamente de la geografia, raza o estado de salud. En general, los grupos se dividen en:
hombres adultos, mujeres adultas, nifios, adolescentes, personas de edad avanzada, mujeres
embarazadas y con lactancia. En muchas ocasiones, dentro de cada grupo, se hace una division
por edades 4,

El Institute of Medicine (IOM) realiza de forma periddica unas publicaciones con las Al de los
distintos micronutrientes. El mas reciente expone que el Al del colecalciferol en adultos sanos de
18-50 afios es de 5 pg/dia, y de 50-70 afios de 10 pg/dia, sin olvidar que 1 pg de colecalciferol
equivale a 40 Ul de vitamina D %,

Aunque ni siquiera hoy contamos con unos requerimientos de vitamina D aceptados a nivel
mundial, se han desarrollado diversos trabajos que pretendian lograr esto. Uno de ellos se inicid
en enero del 2007 con un proyecto europeo que pretendia establecer lasrecomendaciones de los
requerimientos de los micronutrientes en distintos grupos de poblacion. Se denominé EURRECA

(22)

(European micronutrient recommendation saligned) *?, y englobd a 17 paises europeos. Este



trabajo establecié diferencias importantes en los requerimientos de vitamina D en funcidn del
pais estudiado.

A partir del estudio EURRECA se han desarrollado otros trabajos con resultados interesantes:

- Novakovié et al. ?® realizaron un estudio en paises europeos en el que establecieron que el
consumo medio de vitamina D en Espafia era de 2 pg/dia para los hombres y 1 ug/dia para
las mujeres.

- Roman Vifas et al. ?¥” desarrollaron otro estudio que tuvo como objetivo analizar la
prevalencia de la ingesta inadecuada de la vitamina D y otros micronutrientes en adultos
(19-64 afios) y personas de edad avanzada (> 64 afos), utilizando los datos mas
representativos en ese momento en Europa y aplicando la necesidad promedio estimada
(EAR). Aunqgue publicaron datos de distintos paises, en el caso de Espafia se basaron en una
publicacién anterior realizada en Catalufia: ENCAT-02 ¥, Se trata de una encuesta
alimentaria poblacional desarrollada entre 2002 y 2003 sobre una muestra representativa
de 2.754 personas de 6 a 75 afios, en la que se combinaron indicadores de consumo de
alimentos, antropométricos y bioquimicos. Mediante dos recordatorios de 24 horas
(técnica que recolecta datos de ingesta reciente), Roman Vifias et al. obtuvieron los
siguientes datos sobre la ingesta de vitamina D en adultos:

e Hombres (n=706):
o Vitamina D media consumida (ug/dia) =1,6 £0,8.

o EI'100% de los sujetos tenian un consumo deficiente, segun datos del IOM
(5 pg/dia).

e Mujeres (n =875):
o Vitamina D media consumida (ug/dia) =1,2 £0,6.

o EI'100% de los sujetos tenian un consumo deficiente, segln datos del IOM
(5 pg/dia).



1.4. REGULACION DE LOS NIVELES DE VITAMINA D

Los niveles en plasma de calcitriol estan condicionados por la actividad de la 1-alfa-hidroxilasa,
24-alfa-hidroxilasa y de la disponibilidad de 25(0OH)D o calcidiol ?°.

La enzima 1-alfa-hidroxilasa esta regulada principalmente por los siguientes factores >7);

e Hormona paratiroidea (PTH):

La disminucion de las concentraciones plasmaticas de calcio idnico es el principal
estimulante de la produccién y secrecidn de esta hormona, junto a unos niveles bajos
de fosforo. La PTH estimula la produccién de 1-alfa-hidroxilasa, que aumentard los
niveles de calcitriol, el cual actuara en diversos sistemas del organismo, elevando en
ultimo término las concentraciones plasmaticas de calcio. La 1,25(0OH),D suprime la
produccién de PTH la transcripcién del gen de la 1-alfa-hidroxilasa. Se genera asi un
circuito de feedback negativo para la sintesis y secrecidon de PTH.

e Concentraciones de calcio y fosfato:

Como se deduce del apartado anterior, tanto la hipocalcemia como la hipofosfatemia
son sefiales de activacion de la 1-alfa-hidroxilasa.

e Factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF23):

Se trata de un factor humoral cuyo papel fundamental es mantener las concentraciones
séricas de fosfato dentro de su margen fisiolégico 6ptimo, promoviendo su excrecion
renal. Este factor se secreta en el hueso, fundamentalmente en los osteocitos, y a nivel
renal inhibe la reabsorcidn tubular de fosfato, a la vez que disminuye la produccién renal
de calcitriol mediante dos mecanismos: por un lado, reduce la actividad de la 1-alfa-
hidroxilasa, y por otro, aumenta la de la 24-alfa-hidroxilasa, incrementando la
produccién de 24,25-dihidroxi- vitamina D, que es un metabolito inactivo 9,

La actividad de FGF23 es estimulada por el calcitriol, independientemente de los
cambios en la fosfaturia, generandose asi un mecanismo de feedback negativo entre
ambos.



1.5. ACCIONES DE LA VITAMINA D

La vitamina D actua en diversos érganos y sistemas del organismo. Para comprender esto es
basico conocer la interaccién de la vitamina D con su receptor especifico, y las consecuencias de
esto.

1.5.1. RECEPTOR DE VITAMINA D (VDR) Y MECANISMO DE ACCION

El calcitriol actua a través de dos mecanismos. El primero es tipico de hormonas esteroideas,
supone la union a su receptor intracelular: Receptor de vitamina D (VDR), que pertenece a la
familia de receptores de hormonas esteroideas de clase Il, por lo que comparte muchas
caracteristicas con los receptores de acido retinoico y de las hormonas tiroideas. Los VDR se
expresan practicamente en la totalidad de las células nucleadas, lo cual hace que el calcitriol
interactte con gran cantidad de células distintas, y actuando como factor de transcripcién 7).

El gen del VDR se localiza en el brazo largo del cromosoma 12. El VDR es una fosfoproteina de
427 aminoacidos y 48 kDa, en la que se reconocen dos dominios fundamentales, uno de unién
al ADN (DBD) y otro de unién al ligando (calcitriol) (LBD). Posee ademas una region de unién
para heterodimerizacion con el receptor del acido retinoico y otra de unién al ADN
correspondiente a areas del genoma que responden especificamente a la vitamina D, también
llamados elementos de respuesta a vitamina D (VDRE) 3+32),

El VDR se encuentra libre en el citoplasma celular, por lo tanto, para que el calcitriol pueda
interaccionar con él debe penetrar en la célula diana. La unidn de este ligando al VDR lo activa,
lo que hace que se fosforile y penetre en el nucleo celular. Aqui, la estructura 1,25-
dihidroxivitamina D — VDR es capaz de formar un complejo heterodimero con el receptor del 9-
cis retinoide X (RXR), formando el complejo 1,25-dihidroxivitamina D — VDR — RXR. Este complejo
reconoce y se une especificamente al ADN en secuencias promotoras de diferentes genes o
VDRE, ademas de reclutar diversos factores de transcripcion y otros reguladores 23233 Deesta
forma se controla la transcripcién de ARN mensajeros especificos, que a su vez controlan la
sintesis de ciertas proteinas, tales como el coldgeno, osteocalcina, calbindinas, etc.

La unidn del calcitriol a su VDR supone la regulacién de la transcripcién de aproximadamente un
3% del genoma humano. Interviene, entre otros procesos, en la regulacién del crecimiento y
maduracién celular, inhibe la produccion de renina y aumenta la secrecidon de insulina y la
sensibilidad a la misma. Modula también la funcién de linfocitos B y T activados y macréfagos.
Esto ya da una idea de las importantes implicaciones que el calcitriol tiene en la salud ),

El otro mecanismo de accidn del calcitriol es muy rapido y supone la activacién de vias de
transduccion de sefiales, siendo un mecanismo de accidn similar al de las hormonas peptidicas.
Esto incluye la generacién de flujos de calcio, induccidn de segundos mensajeros y la activacion
de proteinas quinasas citosdlicas, que supone la fosforilacién de coactivadores que seran clave
en la modulacidn de la transcripcidén génica dependiente de VDR, como la fosfatidilinositol-3’-
kinasa (PI13K), la fosfolipasa C o la proteinkinasa C (PKC) (333,



1.5.2. CALCIO Y FOSFORO

El calcitriol incrementa las concentraciones plasmaticas de calcio a través de sus efectos en el
tracto gastrointestinal, hueso y rindn:

e Incremento de la absorcidn intestinal:

En el caso del calcio, se produce por dos vias distintas, una gendmica y otra no gendmica.

a) La via gendmica se produce a través de los mecanismos derivados de la unidn
del calcitriol al VDR que llevan en dltimo término a la sintesis de proteinas
especificas. Entre ellas se encuentra la calbindina-D, que promueve la absorcién
de calcio, a través de canales de calcio, en el borde en cepillo o superficie
luminal. Forma con él un complejo, calbindina-calcio, que se traslada a la
membrana basal donde se transfiere el i6n (Ca?*) a una bomba Ca-ATPasa que
lo devuelve a la circulacién (6:3637),

b) La via no gendmica modula un transporte rdpido de calcio llamado
“transcaltaquia”. Supone la apertura de canales de calcio dependientes de
voltaje en la membrana celular, asi como el transporte vesicular de calcio 39

En el caso del fésforo, un 65% del ingerido se absorbe en el intestino principalmente por
transporte pasivo, pero también hay un transporte activo que es estimulado por el calcitriol 3%,
Cuando se sufre un déficit de vitamina D, la absorcidn intestinal del calcio y el fésforo ingeridos
con la dieta, puede reducirse hasta en un 10— 15%, y un 50 — 60%, respectivamente. Esto implica
un descenso del calcio ionizado, lo cual es detectado por los sensores de calcio (CaSR) de las
glandulas paratiroideas, con lo que se estimula la sintesis y secrecién de la PTH, cuya funcién

serd corregirlo (29,

e Resorcion dsea:

La mayor parte del calcio del organismo se encuentra en el hueso, en forma de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH),). El tejido 6seo es un reservorio de calcio que estd implicado en el
mantenimiento de las concentraciones plasmaticas del calcio ionizado. Este proceso depende
de la actividad de los osteoblastos y osteoclastos, que a su vez estan regulados por diversas
hormonas, entre ellas el calcitriol y la PTH (2,

Tanto el calcitriol como la PTH interactian con su receptor en los osteoblastos maduros,
induciendo la expresion del ligando del receptor activador del factor nuclear kb (RANKL), que se
une su receptor natural, RANK, en la membrana plasmatica de los precursores de los
osteoclastos, induciendo asi su transformacién a osteoclastos maduros, que actian sobre el
hueso liberando calcio y fésforo a la circulacién, ademds de acido clorhidrico y colagenasas ¢,



El calcitriol tiene también otro mecanismo para activar los osteoclastos, y es a través de su union
al VDR, pues esto estimula la diferenciacién de osteoblastos y la produccién de proteinas de
unién al calcio 6seo, como la osteocalcina y la osteopontina. La accidn sobre los osteoblastos
también lleva a la produccién de citoquinas y factores de crecimiento que estimulan la actividad
y formacién de osteoclastos ©.

e Reabsorcidn renal:

Tan sélo el calcio libre o ionizado se filtra en el glomérulo renal. Se estima que el 97-99% del calcio
asi filtrado se reabsorbe en los siguientes segmentos de lanefrona.

El calcitriol aumenta la reabsorcion de calcio a nivel renal por un mecanismo similar al intestinal.
Incrementa los niveles del transportador de membrana (EcaC) y también el ndmero de
calbindinas, responsables del transporte transcelular 2,

En esta reabsorcién renal también es importante el papel de la PTH, ya que aumenta la
reabsorcion del calcio filtrado, pero disminuye la de fosforo. Esto produce una estimulacién de
la sintesis de calcitriol.

1.5.3. FUERZA MUSCULAR %40

Las fibras musculares también poseen VDR. Distintos estudios experimentales han demostrado
que los metabolitos de la vitamina D influyen en la maduracién y funcionamiento del musculo a
través de dichos receptores.

La vitamina D produce la estimulacién de la proliferacion de células musculares y su
diferenciaciéon, mediado por la induccion de proteinas de unidn al calcio y a la miosina, que son
proteinas musculares especificas. Ademas, la activacién de los VDR presentes en la membrana
de las células musculares por parte del calcitriol, lleva a la estimulacidn de la adenil-ciclasa y las
fosfolipasas C, D y A2, lo que desemboca en la activaciéon de vias de sefializacidon intracelulares,
como MAPK (Mitogen-activated protein kinase) que en ultimo término produce la divisidn
celular. Sobre esto, hay un estudio publicado que muestra que ratones recién nacidos de madres
con deficiencia de vitamina D tenian unas células musculares mas pequefias que las de los
ratones cuyas madres presentaban unos niveles adecuados de calcitriol.

1.5.4. SISTEMA INMUNITARIO (3%40-43)
La interaccion de la vitamina D con el sistema inmune se da de forma directa e indirecta.

Para comprender el papel que juega la vitamina D en el sistema inmune es necesario centrar los
conceptos de inmunidad innata e inmunidad adquirida, propias de los organismos superiores.
La inmunidad adquirida requiere del procesamiento del antigeno y su activacion por las células
dendriticas, esto consigue la activacion de los linfocitos T y la produccién de anticuerpos por



parte de los linfocitos B. Por otro lado, la inmunidad innata supone una respuesta inmediata
frente a una gran variedad de microorganismos patégenos.

Los VDR estdn presentes en todas las células del sistema inmune, y algunas de ellas también
pueden producir 1,25(0H),D por la expresién de 1-alfa-hidroxilasa 4. Ademas, la vitamina D
regula un gran numero de genes relacionados con la inmunidad. La activacion de los VDR en las
células inmunitarias tiene como consecuencia la modulacidn de la respuesta inmune adquirida
y la estimulacién de la innata “°.

e |nmunidad innata:

La vitamina D promueve la diferenciacion de precursores mieloides a macréfagos,
favoreciendo también algunas de sus funciones (fagocitosis, presentacion de antigeno,
etc.).

La activacion de los VDR por el calcitriol activa a su vez la catelicidina, también llamada
LL-37, y la beta-defensina tipo 2. Ambos son péptidos producidos por macréfagos y
polimorfonucleares que actian desestabilizando la membrana microbiana. En concreto,
la catelicidina tiene capacidad de unirse y lesionar al lipopolisacédrido, presente en
bacterias Gram negativas. Ademas, presenta actividad frente a un amplio espectro
bacteriano. Se ha postulado la teoria de que estd accion sobre el lipopolisacdrido
bacteriano no sélo puede ayudar en la lucha inmunitaria frente a la infeccidn, sino que
ademas podria proteger frente a la sepsis #64%),

La catelicidina también presenta actividad quimiotactica para neutréfilos, monocitos y
linfocitos T, y estimula la proliferacién de células endoteliales con la consiguiente
induccion de IL-8. Estos mecanismos potencian la respuesta inmunitaria frente a
infecciones (314749,

El papel de la vitamina D en la inmunidad innata tiene relevancia y aplicacién en diversas
infecciones microbianas.

e Inmunidad adquirida ©9:

Esta respuesta estd mediada por linfocitos, en cuya diferenciacién y proliferacion puede
influir la vitamina D.

En el caso de los linfocitos B, esta accidn se produce de forma indirecta a través de los
linfocitos T cooperadores o helper (Th). Estos linfocitos, una vez activados, secretan
citoquinas que influyen en la funcidn de casi todas las células del sistema inmunitario.
De esta forma, inducen la inhibicién de la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos
By los llevan a la apoptosis, por lo que disminuye la produccién deinmunoglobulinas.

La accion de la vitamina D en la regulaciéon de los linfocitos T se puede hacer de forma
directa o indirecta

Los linfocitos T CD4 o helper se dividen en:



- Thil: secretan como citoquinas IL-2 e IFN-y, y estdn implicados en la inmunidad
celular.

- Th2: secretan como citoquinas IL-3, IL-4, IL-5 e IL-10, y estan implicados en la
inmunidad humoral.

La vitamina D modula la produccién de las citoquinas por parte de los linfocitos T: inhibe
las proinflamatorias, que son secretadas por los linfocitos Th1 (IL-2, IFN-gamma, TNF
alfa, IL-9, IL- 22), y promueve las antiinflamatorias (IL-3, IL-4, IL-5, IL-10), secretadas por
los linfocitos Th2.

El papel de la vitamina D en la inmunidad adquirida tiene relevancia y aplicacién en
diversas enfermedades de origen autoinmune.

La vitamina D se ha relacionado ademas con la respuesta inmunitaria frente a distintas
infecciones descritas, por ejemplo, infeccion respiratoria en pediatria por Virus
Respiratorio Sincitial “>*Y. En concreto, esta relacién se debe a los diferentes
polimorfismos del VDR.

La implicacién de la vitamina D en el sistema inmune tiene por tanto dos consecuencias:
respuesta a infecciones y curso de enfermedades autoinmunes.



1.6.

DEFICIT DE VITAMINA D

Las posibles causas que llevan a un cuadro de deficiencia de vitamina D son (>7:5253);

1.

2.

3.

Déficit de la sintesis cutanea de calcitriol:

a. Falta de exposicidn a la luz solar: esto ocurre con mayor frecuencia en personas con
movilidad reducida, como pacientes ancianos %, institucionalizados o lactantes.
Uso de cremas con factor de proteccién solar.

Estacion del afio.

Latitud y altitud.

Pigmentacion cutdnea.

Edad.

B B - S s B o 5

Alteracién de la disponibilidad de vitamina D secundaria a una dietainadecuada.
Alteracién de la absorcién intestinal )

a. Sindrome de malabsorcidn intestinal: conjunto de sintomas y signos derivados de
déficits nutricionales producidos por alteraciones en los procesos fisioldgicos
realizados en el intestino delgado para digerir y absorber los nutrientes. Las causas
del sindrome de malabsorcidén son multiples, y se basan en anomalias anatdmicasy
funcionales, pero las mds habituales en nuestro medio son:

o Enfermedad celiaca: enteropatia inducida por gluten.

o Sindrome del intestino corto: consecuencia de resecciones intestinales amplias
o de enfermedades inflamatorias como la enfermedad de Crohn.

o Enfermedad de Whipple: también denominada lipodistrofia intestinal. Es una
enfermedad rara e infecciosa causada por una bacteria: Tropheryma whipplei.
Se caracteriza por artritis, malabsorcidn y otros sintomas, fundamentalmente
intestinales.

b. Alteracién de la circulacién enterohepatica: esto también ocurre en la enfermedad
de Crohn, en enfermedades hepaticas colestaticas, obstruccidn biliar extrahepatica
y afectacion de las porciones distales del intestino delgado.

Alteracion de la hidroxilaciéon en el higado, como consecuencia de enfermedades
hepaticas.

Estimulacion del catabolismo de 25(OH)D: debido al uso de farmacos inductores del
CYP450 que estimulan la transformacion de 25(0OH)D en metabolitos inactivos. Entre
esos farmacos, los mas frecuentes son: antiepilépticos como la fenitoina,
tuberculostaticos, ketoconazol y antirretrovirales.

Pérdidas de 25(OH)D por via renal: en el sindrome nefrdético se produce una gran pérdida
de VDBP que conlleva también un déficit de vitaminaD.

Alteracién de la hidroxilacidn en el rifién: puede producirse por un mecanismo
patoldgico, como es la insuficiencia renal, o por uno fisioldgico, como el envejecimiento.
En el caso de la insuficiencia renal, se producird una disminucidn del calcitriol por dos



motivos. Por un lado, el filtrado glomerular disminuye el calcidiol, y por otro, se
producird una deficiencia de la 1-alfa-hidroxilasa *°.

8. Insensibilidad de los érganos diana a los metabolitos de la vitaminaD.

Las manifestaciones clinicas de un estado de deficiencia de vitamina D dependerdn del grado de
dicha deficiencia, asi como de su duracién 7. Aunque las consecuencias del déficit de vitamina
D que histéricamente mads se han estudiado, y por ello son las mejor caracterizadas, estan
relacionadas con el metabolismo éseo, hoy se conoce la implicacion de la vitamina D en muchos
otros sistemas del organismo. Asi, el déficit de esta vitamina se ha asociado a diversas patologias,
como enfermedad -cardiovascular, infecciones, enfermedades autoinmunes, neoplasias,
patologia inflamatoria o diabetes mellitus.

1.6.1. HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO Y OSTEOPOROSIS 758

La falta de vitamina D disminuye la absorcidn intestinal de calcio hasta en un 15%, y de fésforo
hasta en un 60%.

En el déficit temprano, la hipofosfatemia es mas evidente que la hipocalcemia. A medida que
esta deficiencia persiste, se desarrollara la hipocalcemia, que deriva en un hiperparatiroidismo
secundario.

El objetivo del aumento de la PTH es mantener los niveles de calcemia normales.

La principal consecuencia del hiperparatiroidismo secundario es el desarrollo de una
osteoporosis de recambio elevado y osteitis fibrosa quistica. Esto se traduce en la pérdida de
calcio en el tejido éseo, que conlleva un reemplazamiento de masa dsea por tejido fibroso, lo
gue ocasiona dolor, deformidades y fracturas.

A pesar de que esta situacién se produce por un déficit de calcitriol, sus niveles en sangre
permaneceran normales o incluso elevados, puesto que la PTH estimula la produccion renal de
calcitriol.

Tanto la PTH como el calcitriol interactlan con su receptor en los osteoblastos maduros,
induciendo la expresiéon de RANKL.

1.6.2. OSTEOMALACIA 0

La osteomalacia es una enfermedad del metabolismo dseo caracterizada por un defecto de la
mineralizacidon ésea. En la infancia, este trastorno se denomina raquitismo y afecta, ademas, al
cartilago de crecimiento.

La causa mas frecuente de esta enfermedad es la alteracion del metabolismo de la vitamina D,
gue puede deberse a cualquiera de las causas ya expuestas.

El efecto de la vitamina D sobre el tejido 6seo se produce por un mecanismo directo, ya que
actua sobre las células dseas activando su diferenciacién, y por uno indirecto, a través de las
concentraciones de calcio y fésforo. Esto ocurre porque el déficit de vitamina D disminuye la
absorcién intestinal de calcio y fosfato, elementos basicos en el proceso de mineralizacién, y a
su vez, la hipocalcemia activa la secrecion de PTH, que promueve la resorcion ésea e induce un



aumento de la excrecién de fosfatos, por lo que la hipofosfatemia puede verse agravada.

Cabe destacar un tipo de osteomalacia de origen muy diferente a lo explicado, pero también
relacionado con la vitamina D: Osteomalacia tumoral. Se asocia tanto a tumores benignos de
origen mesenquimatoso, como a carcinomas de mama, préstata o pulmon, entre otros. El tumor
produce una sustancia humoral que disminuye la reabsorcion tubular de fosfato y la
hidroxilacion renal de 25(0OH)D, lo que finalmente lleva al desarrollo de osteomalacia.

La osteomalacia también puede presentarse por un déficit en las concentraciones de fosfato:
osteomalacia hipofosfatémica. Evidentemente, este mecanismo también tiene mucho que ver
con el metabolismo de la vitamina D, ya que las concentraciones de fosfato estdn reguladas
principalmente por el calcitriol, la PTH y el FGF-23, y el fallo de cualquiera de estos reguladores
puede llevar al déficit de fosfato. Cabe mencionar, que uno de los mecanismos bien conocidos
gue deriva en esta situacion patolégica es un trastorno hereditario, el raquitismo
hipofosfatémico ligado al cromosoma X, en el que se produce hiperfosfaturia con niveles de PTH,
25(0OH)D y 1,25(0H),D normales.

Existe un conjunto de manifestaciones clasicas que caracterizan la osteomalacia, como dolor
dseo difuso, especialmente en pelvis, columna vertebral y parrilla costal, debilidad y dolor
muscular. En las formas mds graves, puede llegar a desarrollarse deformidades en el térax y
esterndn. Sin embargo, las manifestaciones actuales suelen ser mads sutiles y a veces, de dificil
distincion con las propias de la osteoporosis, como son las fracturas vertebrales, costales o de
fémur. De hecho, mas del 90% de los pacientes con osteomalacia por déficit de vitamina D
presentan fracturas esqueléticas, y sobre el 80% de ellos tienen criterios densitométricos de
osteoporosis, lo que dificulta el diagndstico correcto.

Los hallazgos analiticos que caracterizan la osteomalacia difieren en funcién del origen de la
enfermedad. Asi, cuando se produce por un déficit de vitamina D, suele aparecer, aunque no es
universal, hipocalcemia, hipofosfatemia y aumento de la fosfatasa alcalina (FA). Los valores
séricos de 25(OH)D suelen estar por debajo de los 12 ng/mL, y la PTH aumentada, por lo que los
niveles de 1,25(0H),D pueden encontrarse normales e incluso elevados.

El diagndstico de la osteomalacia requiere la biopsia del hueso previamente marcado con
tetraciclinas, para asi determinar la tasa de mineralizacidn. Cuando la osteomalacia se desarrolla
como consecuencia del déficit de vitamina D, antes de llegar a esa situacidn patolégica se pasa
por otras fases mas relacionadas con la osteoporosis. Ya en 1990 Parfitt et al. ® desarrollaron
una clasificacién en 3 estadios que refleja esta situacién %61,

- En el estadio 1 se detecta una reduccién de la absorcidn intestinal de calcio, lo que
deriva en una disminucién de las concentraciones de calcio en el tejido éseo, y
finalmente, a la osteoporosis. La biopsia 6sea en esta fase no muestra signos de
osteomalacia

- Enel estadio 2 se aprecian ya signos de osteomalacia en la biopsia, que se traducen
en un aumento de la superficie y grosor del osteoide, viéndose ademas las marcas
de depdsito de las tetraciclinas con una distancia pequefia entre ellas. Lo que
aun no aparecen son signos de osteomalacia en la analitica. La Unica manifestacion



clinica es la osteoporosis.

- Enelestadio 3 la osteomalacia ya se manifiesta a nivel histolégico, clinico y analitico.
En la biopsia se muestra un aumento importante del grosor del osteoide, pero sin
distinguir las bandas de tetraciclinas.

En cuanto a los hallazgos radiolégicos, el cldsico de la osteomalacia es la aparicidon de zonas de
Looser o pseudofracturas. Se trata de lineas radiolucentes delgadas que cruzan los margenes del
hueso, que pueden evolucionar a fracturas completas, y se caracterizan por ser simétricas y
bilaterales. A este cuadro patolégico se le denomina sindrome de Milkman.

1.6.3. RAQUITISMO (¢2);

Se desarrolla como consecuencia de la deficiente mineralizacidn del hueso o del tejido osteoide
en crecimiento. Supondra para los pacientes un retraso del crecimiento y de la calcificacién
normal del cartilago epifisario.

Puesto que la vitamina D es basica para el adecuado desarrollo del metabolismo dseo, cualquier
anomalia que lleve a una deficiencia de su concentracién puede derivar en un raquitismo
carencial. Ademas, existen también otras causas que pueden llevar al desarrollo de la
enfermedad:

El raquitismo hipofosfatémico familiar es un trastorno ligado al cromosoma X que consiste en
un defecto del transporte tubular proximal de fosfato y de la 1-alfa-hidroxilasa renal, lo que
impide la correcta reabsorcion del fosfato. El Sindrome de Fanconi también lleva a un aumento
de la excrecion renal de fosfato con consecuencias similares.

Ademas de las distintas circunstancias que pueden llevar a una disminucién de la sintesis
cutanea de vitamina D, o de defectos en su metabolismo que también pueden derivar en unos
niveles de calcitriol insuficientes. Existen dos trastornos hereditarios de pseudodéficit de
vitamina D, denominados raquitismos vitamina D dependientes (VDDR) de tipo | y tipo Il 39,

e El VDDR tipo | se debe a un déficit de la 1-alfa-hidroxilasa en el rifién de caracter
autosdmico recesivo, por una mutacion localizada en el cromosoma 12q13-14. Como
consecuencia se produce una disminucion muy marcada de los niveles de calcitriol.

e EIVDDRtipo Il se produce como consecuencia de una resistencia a la accién del calcitriol
por una anomalia en su receptor, VDR. Esto tiene distintos origenes: disminucién del
numero de receptores, defecto de afinidad del receptor por el calcitriol, defecto de
translocacion nuclear, o alteracion de la capacidad de unién del receptor al ADN. Una
caracteristica clinica de este tipo de raquitismo es la presencia de alopecia.



Déficit de | VDDR tipo VDDR Hipﬁfg(;s;‘:t;mia Hipofosfatemia

vitamina D I tipo Il cromosoma X tumoral
25(0OH)D N N N N N
1,25(0H).D | L oN NNE ™ No v
PTH 0 0 T N N
Calcemia JoN N2 N N N
Fosfatemia JoN J NY N N2
FA T T T T ™

Tabla 1.7.3.1. Caracteristicas analiticas asociadas al déficit de vitamina D, VDDR tipo | y tipo II,
hipofosfatemia ligada al cromosoma X e hipofosfatemia tumoral

1.6.4. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR E HIPERTENSION ARTERIAL (6364

La enfermedad cardiovascular es una de las patologias con mayor morbilidad y mortalidad tanto
a nivel nacional como mundial. La identificacion de ciertos factores de riesgo en estos pacientes
es crucial en su evolucién y tratamiento.

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado la asociacidn entre niveles bajos de vitamina
D y cifras de tensidn arterial elevadas. De hecho, poblaciones con menor capacidad de sintesis
de vitamina D, bien por la situacién geografica, o bien por su etnia o edad, también se asocian
con unas cifras de tension arterial mas altas. El hecho mas evidente que relaciona la vitamina D
con la enfermedad cardiovascular (ECV) es la presencia de VDR en el musculo liso vascular, el
endotelio y los cardiomiocitos.

Aunque no estan claramente establecidos los mecanismos que relacionan la deficiencia de
vitamina D con la enfermedad cardiovascular, parece que potencia algunos de los factores de
riesgo relacionados con esta enfermedad, como la hipertension, diabetes o procesos
inflamatorios ¢,

En el estudio NHANES 1988-1994 (®9 se relaciond la deficiencia de vitamina D (25(0OH)D < 20
ng/mL) con una mayor prevalencia en el desarrollo de angina de pecho, infarto agudo de
miocardio y fallo cardiaco, al comparar poblaciones con distintas concentraciones de 25(OH)D.
En otro estudio similar pero mas reciente: NHANES 2001-2004 (¢”) se relacioné de nuevo niveles
deficientes de vitamina D (25(0OH)D < 20 ng/mL) con enfermedades coronarias, fallo cardiaco y
enfermedad vascular periférica.

Distintos estudios han relacionado la deficiencia de vitamina D con el desarrollo de hipertension
arterial. Entre ellos se encuentran el HPFS y Nurses Health Study ©®, en los que hombres y
mujeres con niveles deficientes de vitamina D (25(OH)D < 15 ng/mL) mostraron un riesgo de 3-
6 veces mayor de desarrollar hipertensidon arterial durante 4 afios de seguimiento, comparados
con sujetos con niveles dptimos de vitamina D.

En un metaanalisis desarrollado por Kunutsor et al. ®® que englobd a 283.537 individuos, se
concluyd que existe una relacién inversa significativa entre los niveles basales de vitamina Dy el
riesgo de padecer hipertension.



El mecanismo que posee la vitamina D para proteger frente a enfermedades cardiovasculares
no ha sido completamente dilucidado, pero si se conoce la implicacidon de esta vitamina en
ciertos mecanismos relacionados con estas enfermedades. Entre ellos se encuentra: el eje
renina-angiotensina-aldosterona, control glucémico, citoquinas inflamatorias, efectos directos
sobre el sistema vascular y la regulacién de los niveles de PTH y calcio.

El sistema renina-angiotensina-aldosterona es un regulador de la homeostasis del volumen
extracelular que participa en la estabilizacion de la presidon arterial. Muchos farmacos
antihipertensivos tienen como mecanismo de accidn la inhibicion de este sistema, pues ha
demostrado un favorable impacto sobre el riesgo cardiovascular de estos pacientes. Parece que
el calcitriol es capaz de modular este sistema reduciendo la expresion del gen de la renina, y con
ello disminuyendo los niveles de presién arterial 774,

Las células del sistema inmunitario, como los linfocitos y los macrdfagos, participan activamente
en el desarrollo de la placa aterosclerdtica. El calcitriol inhibe la producciéon de citoquinas
proinflamatorias, como la IL-1, IL-2, IL-6 y TNF-alfa, y ademds activa la de las antiinflamatorias,
como la IL-10, ademas de a los linfocitos Th-2. Este efecto inmunomodulador contribuye a
disminuir el proceso aterosclerético ).

1.6.5. DIABETES MELLITUS 773

Los niveles bajos de vitamina D también se han asociado con un incremento de la resistencia a
la insulina, asi como con la disfuncion de las células beta pancreaticas, resultando en una
disminucién de la secrecién de insulina (%),

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad autoinmunitaria crénica, en la que se
produce una destruccion de las células beta pancreaticas que son las responsables de la
produccién de insulina. La disminucidén en sangre de la insulina, lleva un aumento de la glucemia.

Aunque el principal determinante genético de esta enfermedad se encuentra en la regién del
sistema mayor de histocompatibilidad, en el cromosoma 6p21, parece que existen otros genes
gue también se relacionan con una mayor susceptibilidad a desarrollar DM1. Uno de estos genes
también se relaciona con los niveles de calcitriol, es el CYP27B1. Algunos polimorfismos de este
gen pueden disminuir la expresion local de la 1-alfa-hidroxilasa, reduciendo asi la sintesis de
calcitriol.

La hipovitaminosis D parece tener relacidén con la disfuncion de las células beta pancreaticas,
puesto que estas células expresan VDR, lo que llevaria a una alteracién en la secrecion de
insulina y aumento de la resistencia a la misma. Diversos estudios han relacionado a la vitamina
D con el correcto funcionamiento del pancreas endocrino, en particular, con las células beta.
Ademas de que en estas células se encuentran VDR, también estdn presentes calbindinas, que
son proteinas fijadoras de calcio dependientes de vitamina D, que introducen calcio en las
células, elemento fundamental para la sintesis y secrecion de insulina. Ademas, la expresiéon de
calbindinas en el pancreas, ha demostrado tener un papel de proteccidon de las células beta
frente a la accién de ciertas citoquinas proinflamatorias.



Otro de los mecanismos que relaciona la vitamina D con la diabetes es la capacidad del calcitriol
de reducir la produccion de varias citoquinas inflamatorias. Entre ellas, IFN-y e IL-12, que son
marcadores de la respuesta inmunitaria que participa en la respuesta necesaria para la
destruccién de las células beta productoras de insulina.

Por otro lado, el déficit de vitamina D también se relaciona con la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
En la DM2, la hiperglucemia no se produce como consecuencia de un déficit de insulina. En esta
enfermedad, las células beta pancredticas pueden funcionar correctamente, pero los receptores
de la insulina no, lo que lleva finalmente al aumento de la glucemia. La obesidad es uno de los
factores implicados en el desarrollo de la DM2, y también existe una estrecha relacién entre
obesidad y vitamina D. Esta se basa en que en los adipocitos se acumula la vitamina, lo que lleva
a una reducciodn en su concentracidn circulante, tanto de 25(0OH)D como de calcitriol.

Aungue en la fisiopatologia de la DM2 intervienen diversos factores, como la ya mencionada
obesidad, parece que la predisposicién genética también puede jugar un papel importante en el
desarrollo de esta patologia. Aun no se ha dilucidado con claridad la relacién entre ciertos
polimorfismos del VDR y la DM2, pero diversos investigadores trabajan sobre esta teoria. En
concreto, se centran en los polimorfismos Fok | y Bsm | del VDR, que parecen estar relacionados
con un incremento del riesgo de padecer esta enfermedad .

1.6.6. SINDROME METABOLICO (7>77)

El SM es una entidad clinica que se define por un conjunto de alteraciones metabdlicas y
vasculares, tales como: obesidad, dislipemia, hiperglucemia, resistencia a la insulina,
hipertension y estado protrombdtico. La suma de estos factores condiciona un aumento de
riesgo de enfermedad cardiovascular y de DM2.

Diversos estudios sugieren una relacion entre el déficit de vitamina D y la aparicién de sindrome
metabdlico (SM), fundamentalmente por la relacién demostrada entre dicha hipovitaminosis y
enfermedades como la DM, aunque aun no se ha establecido un mecanismo claro que defina
una relacién causal.

1.6.7. NEOPLASIAS (3¢354053)

Ya en 1941 Apperly 7® publicé un articulo que relacionaba por primera vez la exposicién solar
con la reduccion de la mortalidad por cancer en Estados Unidos. Desde entonces, se han
publicado diversos estudios epidemioldgicos que asocian el estatus de vitamina D con el riesgo
y gravedad de varios tipos de neoplasias, llegando a demostrar incluso una asociacién entre
niveles séricos bajos de 25(0H)D, y un aumento en el riesgo de padecer céncer de colon 79,

mama % y préstata 2.



Entre los genes cuya transcripcion esta regulada por el calcitriol se encuentran los responsables
de la proliferacidn, diferenciacién celular, apoptosis y angiogénesis, por lo que esta relacionado
con los mecanismos celulares involucrados en la transformacién tumoral de las células.

Los efectos del calcitriol sobre el crecimiento y diferenciacion varian con el tipo de tejido. Asi,
inhibe la diferenciacién de los linfocitos B, mientras que potencia la de los queratinocitos. Se han
identificado distintas dianas de las acciones de la vitamina D, tanto gendmicas como no
gendmicas. Entre ellas se incluyen: receptores acoplados a proteinas G, genes involucrados en
vias de transduccién de seiales, reguladores del ciclo celular, componentes de la matriz
extracelular y moléculas de adhesidn. A través de estas interconexiones, el calcitriol es capaz de
regular el crecimiento y diferenciacién celular.

Hoy conocemos el nombre de alguna de esas dianas con las que interacciona la vitamina D y su
papel en ciertas neoplasias. Por ejemplo:

o Incrementa la expresion del gen p21, que codifica a la proteina CDKN1A, y del gen p27,
gue codifica a la proteina CDKN1B. Ambas proteinas son inhibidoras de las quinasas
dependientes de ciclina (CDKs), en concreto de los complejos ciclina-CDK2 y ciclina-
CDK4. Como consecuencia, se detiene el paso del ciclo celular de la fase GO aG1.

o Inhibe la expresién de factores de crecimiento, como el factor de crecimiento insulinico
tipo 1 (IGF1) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF). Mientras que potencia la
expresion de otros como el factor de crecimiento transformante beta (TGF beta), que
promueve la expresién de CDKs, favoreciendo la detencién del ciclo celular.

Por otro lado, parece que la vitamina D también puede inducir la apoptosis de células
cancerosas, suprimiendo la expresidon de genes anti-apoptéticos, como BCL-2, e induciendo
otros pro-apoptdticos como BAX y BAK.

La vitamina D también parece estar implicada en la disminucién de la expresion de la telomerasa
transcriptasa inversa (TERT), lo que induce a la apoptosis.

La angiogénesis es un mecanismo basico en el desarrollo del cancer, pues supone la induccidn
de vasos sanguineos nuevos en el tumor, que le permitirdn proveerse de nutrientes y crecer.
Inhibir la angiogénesis es la base de parte del tratamiento citostdtico, y es eficaz en ciertos
tumores. La vitamina D también se relaciona con la inhibicién de este proceso, pues suprime la
expresion de algunos factores de crecimiento que lo potencian, como el factor de crecimiento
endotelial (VEGF).

Un estudio reciente, liderado por Ferrer-Mayorga et al. 2, y realizado en pacientes con céncer
colorrectal, relaciona la vitamina D con los fibroblastos en esta neoplasia. Los fibroblastos son
células del tejido conjuntivo que constituyen, junto con la matriz extracelular y demas células,
el estroma del tumor. Se ha evidenciado que la expresién de los genes que codifican los
fibroblastos se ve alterada en algunos tumores, favoreciendo el crecimiento y migracién de las
células cancerosas. Con lo cual, disminuir la expresiéon de los mismos a nivel tumoral puede
favorecer el pronéstico del paciente.



Para valorar otro mecanismo que relaciona la vitamina D con enfermedades oncoldgicas, hay
que conocer el concepto de microRNA (miRNA), que es un RNA monocatenario de entre 18 y 22
nucledtidos, que tiene la capacidad de potenciar o silenciar la expresion de otros genes. Por ello,
el miRNA se ha relacionado con el desarrollo, diferenciacién y proliferacion celular, ademds de
con la apoptosis.

La vitamina D es capaz de modular la expresion de miRNA y su estabilidad, lo cual se ha
relacionado con diversos tipos de tumores como ovario, mama, cérvix, prostata, colorrectal,
gastrico o melanoma 3,

Otra implicacion de la vitamina D en el desarrollo de ciertos tipos de cancer esta en su capacidad
de regular la sintesis de receptores androgénicos y estrogénicos, que estan implicados en
algunas formas de cancer de préstata y mama.

Aungue parece que el tratamiento con vitamina D en pacientes con cancer puede favorecer su
prondstico, a dia de hoy, a pesar de todos los estudios publicados, no se puede confirmar con
total seguridad.

1.6.8. DEBILIDAD MUSCULAR Y CAIDAS (3940

Diversos estudios han demostrado que el déficit de vitamina D se asocia a mialgia, debilidad
muscular y sarcopenia, todo ello debido principalmente a la atrofia muscular de fibras
musculares de tipo I, afectando sobre todo a la musculatura proximal.

La debilidad muscular asociada a la hipovitaminosis D puede llegar a afectar a la capacidad
funcional y a la movilidad, lo que es especialmente relevante en personas ancianas, pues
aumentara su riesgo de caida y, por tanto, de fracturas.

1.6.9. ENFERMEDADES RESPIRATORIAS &4

La asociacién entre vitamina D y enfermedades respiratorias esta intimamente relacionada con
laimportancia de la vitamina D en el sistema inmune. Y es que, puesto que la vitamina D favorece
la activacion de los macrofagos, y estos neutralizan microorganismos implicados en infecciones
respiratorias, el déficit de esta vitamina aumentaria el riesgo de padecer determinadas
infecciones a este nivel. Estas infecciones son especialmente importantes en pacientes que ya
padecen una enfermedad respiratoria previa, como el asma o la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC).

Por otro lado, la vitamina D tiene un efecto inmunomodulador, inhibiendo la produccién de
citoquinas proinflamatorias secretadas por los linfocitos T, tales como la IL-2 o el IFN-gamma.
Estas se ven implicadas en la inflamacion de las vias aéreas en ciertas patologias respiratorias.

Se han realizado diversos estudios tratando de relacionar el déficit de vitamina D con la funcién
respiratoria en pacientes con EPOC. Aunque muchos de estos trabajos no han sido concluyentes,
y/o muestran resultados discordantes, cabe destacar que Janssens et al. ®* encontraron que las



concentraciones séricas de 25(0OH)D se correlacionaban con el volumen espirado maximo en el
primer segundo de la espiracidn forzada (FEV1) en pacientes con EPOC, de forma significativa,
en comparacién con fumadores sanos.



1.7. OBESIDAD Y VITAMINAD

En las personas obesas se han observado niveles de vitamina D especialmente bajos ¢, En
parte, cabe pensar que esta poblacion realice una vida mas sedentaria, y por tanto con menos
exposicién solar, pero algunos estudios han demostrado que en estas personas se produce una
disminucién de la biodisponibilidad de la vitamina D. Esto lleva a un estimulo del hipotidlamo
gue tiene como resultado final el aumento de la sensacion de hambre y la disminucién del gasto
energético (#8390,

Puesto que se trata de una vitamina liposoluble, se acumulard en los adipocitos. Al verse estos
aumentados en poblacidn obesa, la vitamina D quedard “retenida” en el tejido adiposo, antes
de que pueda ser transportada al higado para transformarse en 25(0OH)D, disminuyendo por
tanto su biodisponibilidad %92,

En contraste a las observaciones mencionadas, algunos estudios sugieren que la vitamina D
estimula la produccidon de tejido graso interactuando con los adipocitos por distintos
mecanismos (#3°4);

- La forma activa de la vitamina D produce un aumento intracelular en los adipocitos de
la concentracién de calcio, esto estimula la lipogénesis mientras que inhibe la lipdlisis,
con el consecuente aumento de la grasa corporal.

- 1,25(0OH),D estimula la expresion de la 11-B hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1
(11B-HSD 1), enzima responsable de la formacién de cortisol a partir de cortisona en los
adipocitos, aumentando asi el tejido adiposo.

Ambos mecanismos estan relacionados, pues el aumento intracelular del calcio provocado por
la vitamina D, también estimula la expresién de la 11R-HSD 1.

La clave para entender este comportamiento contradictorio de la vitamina D sobre los adipocitos
reside en el aumento de las concentraciones de calcio intracelular. Los niveles bajos de
1,25(0H),D estimulan la produccidn de PTH, y esta hormona produce un importante aumento
intracelular del calcio. Por lo tanto, el aumento de la lipogénesis puede deberse a una
disminucién de los niveles de la vitamina D y no al contrario .

Otro factor fundamental en la relacién entre la lipogénesis y/o lipélisis y la vitamina D es el
receptor de esta vitamina, VDR, ya que en los adipocitos son muy cuantiosos.

Un interesante estudio desarrollado por Blumberg et al. ®® demostré que en ausencia de
1,25(0H).D los VDR se asocian a moléculas moduladores correpresoras, en concreto: NCoR y
SMRT, y es esta unién la que promueve la lipogénesis. Mientras que la unién con su ligando
natural produce el efecto contrario, la inhibicién de la lipogénesis.

Existe también un receptor nuclear, PPARy, muy relacionado con la vitamina D y la lipogénesis.
Este receptor estd implicado en la maduracién de los adipocitos. Ademds, regula la expresion de
proteinas implicadas en el acimulo de triglicéridos en los adipocitos. De ahi su implicacién en el
desarrollo de obesidad. El calcitriol reduce la expresién de este receptor, lo que implica una
disminucion de la lipogénesis (959,



1.7.1. EVALUACION ANTROPOMETRICA

La evaluacidn antropométrica se basa en un conjunto de medidas corporales (peso, talla,
pliegues cutaneos, circunferencias), que proporciona informacién objetiva y detallada de la
composicion corporal (CC) de un individuo.

Existen diversas medidas antropomeétricas a partir de las cuales, y aplicando ecuaciones
estandarizadas, se puede calcular la composicién corporal de un sujeto, como ©7-°):

- Talla

- Peso

- Circunferencia braquial (CB): sirve para estimar la masa muscular y para
evaluar la reserva grasa y muscular.

- Pliegue tricipital (PT): aplicando este valor a férmulas validadas permite
obtener la composicién corporal del sujeto.

Probablemente, el pardametro antropométrico mas utilizado en la préctica clinica diaria es el
indice de masa corporal (IMC), que se calcula:

peso (Kg)

IMC= ——=
altura (m)?

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoce el IMC como un indice para clasificar el
sobrepeso y la obesidad en adultos (1%9;

Clasificacion del IMC
Insuficiencia ponderal <18,5
Intervalo normal 18,5-24,9
Sobrepeso > 25,0
Preobesidad 25,0-29,9
Obesidad >30,0
Obesidad de clase | 30,0-34,9
Obesidad de clase Il 35,0-39,9
Obesidad de clase Il >40,0

Tabla 1.8.1.1. Grados de obesidad en funcién del IMC

El IMC como parametro aislado tiene limitaciones 1°%1%2) Diversos estudios las han demostrado
en pacientes ancianos %) poblacién pediatrica ‘°¥, en personas musculosas, o incluso en
diferentes etnias. Estas se basan fundamentalmente en que varia con las proporciones
corporales

En muchas situaciones clinicas, no sélo interesa conocer el IMC, sino también la CC, y para
evaluarla existen diversos métodos. Actualmente, el de referencia es la densitometria de rayos
X doble fotdn dual, y también las técnicas radioldgicas. Estas permiten estimar con precision la
masa grasa y la masa magra, e incluso la grasa visceral, valorando asi el indice sarcopénico. Pero
el coste y accesibilidad de estos métodos, siguen limitando su uso en la practica habitual %Y,



Las técnicas mds tradicionales incluyen las medidas de pliegues cutaneos, didmetros, longitudes
y pesos a las que se aplican ecuaciones matematicas para estimar la grasa corporal (GC), u otros
pardmetros como la masa muscular total (MMT) 7:981051%)  Otras técnicas mas innovadoras,
pero también mas accesibles que las radioldgicas, incluyen la impedancia bioeléctrica (BIA).

El % de GC también permite realizar una clasificacidon en cuanto a obesidad. Los valores limites

de esta estratificacidn se establecen en funcién de la edad y del género (107:108);

Edad Bajo Optimo Sobrepeso Obesidad
Sexo o (IMC< 18,5 | (IMC=18,5—- | (IMC=25,5—-| (IMC>=30,0
(afios) Kg/m?) 24,9 Kg/m?) | 29,9 Kg/m?) Kg/m?)
20-39 <21,0% 21,0-32,9%| 33,0-38,9% 2 39,9%
Mujer 40-59 < 23,0% 23,0-33,9% | 34,0-39,9% 2 40,0%
60-79 <24,0% 24,0-35,9% | 36,0 -41,9% 242,0%
20-39 < 8,0% 8,0—-19,9% | 20,0—-24,9% >25,0%
Hombre 40-59 <11,0% 11,0-21,9%| 22,0-27,9% 2 28,0%
60-79 <13,0% 13,0-24,9%| 25,0—-29,9% >30,0%

Tabla 1.8.1.2. Clasificacion del % de GC en funcion de la edad vy el sexo




1.8. DETERMINACION ANALITICA
1.8.1. VALORACION DE LOS NIVELES DE VITAMINA D

En la evaluacidn de las concentraciones de vitamina D en el suero se recomienda la medicién de
25(0OH)D. Esto se debe a que el calcidiol es el principal metabolito circulante de la vitamina D.
De hecho, las concentraciones de este metabolito en sangre son, aproximadamente, 1.000 veces
superiores a las del 1,25(0H),D ©°9, Un motivo mas para no utilizar el 1,25(0H),D como reflejo
del estatus de vitamina D en el organismo, es que en situaciones patolégicas su concentracion
sérica puede verse falseada. De hecho, en estados de hipovitaminosis D, se pueden encontrar
niveles de 1,25(0OH),D dentro de la normalidad, como resultado de un hiperparatiroidismo
secundario ™9, y es que cuando un individuo es deficiente en vitamina D, se activa un
mecanismo compensatorio que lleva al aumento de los niveles de PTH, que estimula a su vez a
la 1-alfa-hidroxilasa renal. Como consecuencia, las concentraciones plasmaticas de 1,25(0OH),D
pueden ser normales, e incluso algo elevadas, en estados de deficiencia de vitamina D.

Otros motivos que llevan a considerar a la 25(0OH)D como el mejor biomarcador del estatus de
vitamina D es que refleja tanto la produccidon enddgena, consecuencia de la sintesis cutanea,
como la ingerida por la dieta. Ademas, su produccién hepatica depende sélo del sustrato y no
estd regulada hormonalmente **?2 y su vida media es de tres a cuatro semanas, mientras que,
por ejemplo, para la 1,25(0OH).D o calcitriol es tan sélo de cuatro a seis horas %),

Aunque se hablara con detalle de los distintos métodos para determinar los niveles de vitamina
D en el suero, cabe destacar que en su gran mayoria registran el total de 25(0OH)D circulante.
Esto incluye el metabolito que es transportado junto con las VDBP, el unido a la albumina y
también el libre. Por otro lado, se considera fraccién biodisponible de 25(0OH)D la que se
encuentra unida a la albumina o libre y, por ultimo, la fraccién libre es la que circula sin unién a
ninguna proteina.

1.8.2. VDBP

La mayor parte de la 25(OH)D circula unida a las VDBP, hasta en un 88%. Por ello, es légico pensar
que cambios en las concentraciones de estas proteinas pueden llevar a que los niveles de
25(OH)D también varien.

Este hecho empezd a estudiarse como consecuencia de ciertas publicaciones que mostraban
una clara diferencia racial entre caucasicos y afroamericanos en los niveles de 25(0OH)D, siendo
estos superiores en los caucdsicos. Sin embargo, estos resultados no coincidian con la realidad
clinica y fisioldgica de los sujetos del estudio, ya que los afroamericanos tenian, por ejemplo,
una mayor densidad 6sea. Ademds, Aloia et al. ') determinaron en un estudio similar las
concentraciones de 25(0H)D libre, y en estas no habia diferencia racial.

Posteriormente, Powe et al. **?) repitieron esas medidas comparando sujetos afroamericanos y
caucasicos estadounidenses, pero esta vez determinaron a mayores la concentracién de las
VDBP, que resultaron ser un 50% mas bajas en los afroamericanos. Este resultado junto con el
estado de salud de los sujetos les hizo concluir que los individuos de raza negra podrian tener
niveles de vitamina D biodisponible similares a los de raza blanca, a pesar de que sus
concentraciones de VDBP fueran inferiores.



Este descubrimiento ofrecia una explicacion a que las concentraciones de 25(OH)D total fueran
inferiores en la raza negra teniendo igual o mejor densidad ésea, niveles de PTH, concentraciones
de calcioy fésforo, etc., ya que, aunque tuvieran menor concentracién de 25(0OH)D unida a VDBP,
los niveles de la fraccion biodisponible y libre eran iguales o mayores.

Analisis adicionales revelaron que esa gran diferencia en las concentraciones de las VDBP se
debia a los distintos polimorfismos genéticos del gen que codifica para estas proteinas, y que se
denomina GC %%3) Est3 localizado en el cromosoma 4 y se compone por 13 exones. Este gen
tiene un elevado polimorfismo. Se trata de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, rs4588 y
rs7041) que se producen en el exén 11, dando lugar a dos isoformas: Gcl y Ge2. Gel se ha
subdividido a su vez en Gclf y Gcls. Se obtienen asi tres haplotipos o isoformas de VDBP
diferentes, con distinta afinidad por su ligando y distribucién étnica.

e Gclf: se encuentra predominantemente en sujetos con origen africano.
e Gcls: es el mas abundante entre los europeos.

e Gc2: aparece con una frecuencia similar entre africanos, asidticos y europeos.

Aminoacidos de las

Isoforma/Haplotipo Alelos rs7041 y rs4588 posiciones 416/420
GCIF G/A Asp/Thr
GC1S T/A Glu/Thr
GC2 G/C Asp/Lys

Tabla 1.9.2.1. Distintas isoformas con la diferencia en sus alelos y los amino&cidos correspondientes

Las proteinas resultantes tendran diferente afinidad por el sustrato, asi en funcién de las
isoformas: Gc1f tiene mayor afinidad que Gcls, y esta mayor que Gc2 (1+117),

Estos descubrimientos abrieron la puerta a una nueva forma de analizar la vitamina D: medir la
fraccién biodisponible o la libre de la 25(0OH)D, pues podria reflejar mejor que la total la
condicidn real de la vitamina D en el organismo.

Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que la asociacidn entre los distintos
haplotipos de Gcy las concentraciones de VDBP varia en funciéon de la técnica analitica utilizada:
los diferentes haplotipos explican el 81% de la variacidn interracial al determinar las
concentraciones de VDBP con inmunoensayos. Sin embargo, tan sélo explica un 12% al utilizar
la técnica cromatografia liquida-tdndem por espectrometria de masas (LC-MS/MS). Esta fue la
técnica empleada por Aloia et al. *' y otros investigadores, en cuyos trabajos no se encontraron
diferencias significativas en las concentraciones de VDBP (111120

Cabe destacar que existen situaciones fisioldgicas y/o fisiopatoldgicas que pueden llevar una
variacion de las concentraciones de VDBP. Por ejemplo, en enfermedades hepaticas, como la
cirrosis, se produce una disminucién de la sintesis de estas proteinas 1%, Al contrario ocurre con
las embarazadas, en especial en el segundo trimestre. En estos casos, la determinacion de la

25(0OH)D libre puede reflejar mejor el estado real de la vitamina D en estos sujetos (2%,

1.8.3. NIVELES OPTIMOS DE VITAMINA D



La mayor parte de las publicaciones que muestran estudios poblacionales de concentraciones
de vitamina D, expresan sus resultados en ng/mL o en nmol/L de 25(0OH)D total. Y, aunque
estudios de estas caracteristicas hay muchos, no se dispone de un estandar que defina el nivel
6ptimo de vitamina D *61%), Esta problematica se debe, en parte, a la variabilidad asociada a la
técnica analitica que se utilice para determinar la 25(OH)D total, asi como a los cambios
fisiolégicos propios de este analito, en funcién de la estacion del afio, y de la localizaciéon
geografica de los sujetos que se estudien (122123,

En un gran numero de publicaciones se acepta como deficiencia cifras en plasma iguales o
inferiores a 20 ng/mL (equivale a 50 nmol/L), mientras que niveles insuficientes se establecen
por debajo de 30 ng/mL (equivale a 75 nmol/L). Por ultimo, niveles iguales o superiores a 30
ng/mL (75 nmol/L) se consideran suficientes.

Estos rangos se han establecido considerando que los niveles éptimos de vitamina D son
aquellos con los que se consiga una absorcién intestinal maxima de calcio, y unas
concentraciones de PTH fisiolégicamente normales (24,

Cabe destacar que, aunque los estados de suficiencia, insuficiencia y deficiencia se establezcan
en esos limites de forma generalizada, en 2010 el IOM concluyd que concentraciones de 25(0H)D

superiores o iguales a 20 ng/ml ya eran suficientes para conseguir un estado 6ptimo de salud
(125)

En cuanto a los niveles dptimos de 25(OH)D libre no hay informacion debido a la falta de estudios
que lo determinen.

1.8.4. CUANTIFICACION DE LA VITAMINA D

Las recomendaciones para evaluar el estado de vitamina D en el organismo estan dirigidas a la
determinacion de los niveles séricos de 25(0OH)D total. Para ello, el primer paso es siempre
liberar el metabolito de la proteina de transporte, VDBP. Estos métodos analiticos, que miden la
vitamina D total, reflejan tanto la de produccion enddgena por la piel, como la de aporte
exogeno con la dieta. Para ello es importante que sean capaces de determinar tanto la vitamina
D2 o como la D3, pues en caso contrario se estara subestimando la concentracién total.

Entre los distintos métodos analiticos disponibles para la cuantificacion de la 25(0OH)D se
encuentran los métodos de referencia *V):

e Cromatografia liquida-tdndem por espectrometria de masas (LC-MS/MS), considerado
gold standard.

e Cromatografia liquida de alta eficacia o High Performance Liquid Cromatography (HPLC).

El método de referencia es la LC-MS/MS, que cuantifica la vitamina D2 y D3 por separado con
alta sensibilidad y especificidad. Pero ni siquiera esta técnica garantiza unos resultados
totalmente precisos y fiables.

Desventajas comunes a los dos métodos de referencia son: se trata de equipos de alto coste,



que requieren gran volumen de muestra. Ademas, son relativamente lentos y precisan de
personal experto para su realizacién. Todo ello, independientemente de su alta sensibilidad, que
les ha hecho ser considerados como métodos de referencia (126127,

Por otra parte, el candidato a método de referencia de dilucion isotdpica-cromatografia liquida-
espectrometria de masas (ID-LC-MS/MS), presenta en principio similares limitaciones de
practicabilidad que acabamos de mencionar para los métodos de referencia.

Otra forma de realizar la determinacién analitica de la 25(OH)D es a través de los inmunoensayos

automatizados (1?8

, que son técnicas analiticas inmunoquimicas que permiten procesar un gran
nimero de muestras en un plazo de tiempo razonable, y que tienen en comun el uso de

complejos inmunes. Se pueden clasificar por el marcador:
1. Radioinmunoandlisis (RIA):

= Ventaja: no necesita purificar la muestra previamente al ensayo, ni la
evaporacién de solventes
= Desventaja: el marcador es un isétopo radiactivo

2. Enzimoinmunoanalisis (EIA):
= El marcador es un enzima: ELISA, con lo que se evita laradiactividad.
3. Fluoroinmunoanlisis:

= E|l marcador es una molécula fluorescente, también se obvia Ia
radiactividad.

4. Ensayo inmunoquimioluminiscente:

= El marcador es un enzima capaz de catalizar una reaccion
qguimioluminiscente, que tampoco precisa de elementos radiactivos.

En los ultimos afios se ha identificado un epimero de 25(0OH)Ds: 3-epi25(0H)Ds, cuya actividad
bioldgica aun no estda completamente aclarada, pero que ha demostrado presentar reactividad
cruzada con 25(0OH)Ds; en inmunoensayos, llevando a una sobreestimacion de los niveles de
25(0OH)D @),

Songlin Yu et al. *?° realizaron un estudio donde se comparaban diferentes métodos analiticos
automatizados con el método de referencia (LC-MS/MS). Todos demostraron detectar las
concentraciones de 25(0OH)D, pero con diferentes eficacias. La mayoria de estos inmunoensayos
mostraron una reactividad cruzada (< 3%) con el 3-epi 25(0OH)Ds. Como conclusidn final, excepto
una marca comercial (Siemens®), todos los demas inmunoensayos demostraron una eficacia
aceptable de sus resultados, en comparacién con LC-MS/MS (130131,



1.8.5. DETERMINACION DE 25(OH)D LIBRE

Actualmente existen dos posibilidades de calcular la concentracion de 25(OH)D libre:
directamente a través de un ELISA, o calculando este dato a partir de otras concentraciones.
Ambas técnicas han demostrado una buena correlacidn, pero las diferencias interindividuales
en las DBP, que pueden ser motivadas, por ejemplo, por diferencias raciales o gestacion, pueden
provocar sesgos en el calculo de la 25(0OH)D libre por ecuaciones matematicas, lo que supone
que una determinacion analitica directa sea preferible 132,

CALCULO DE LA 25(0OH)D LIBRE POR METODOS MATEMATICOS (33

Es posible calcular la concentracién de 25(OH)D a partir de las concentraciones de 25(0OH)D total,
VDBP y albumina.

Al determinar las concentraciones de VDBP hay que considerar los distintos fenotipos que
pueden presentar esta proteina y la consecuente diferencia de afinidad hacia los metabolitos de
la vitamina D. Chun R.F. et al. ®3 desarrollaron un método analitico para determinar las
concentraciones de vitamina D libre a partir de: los coeficientes de afinidad de los diferentes
genotipos del gen GC, la concentracién de VDBP, la concentracion de albdmina y los niveles de
25(0OH)D total y de 1,25(0OH).D.

La formula matematica final sera (3%:

25(0H)D Total

25(0OH)D libre = —
1+ (6x105x [Albminal) + (7 x 108 x [DBP])

DETERMINACION DIRECTA POR UN METODO ANALITICO DE 25(0OH)D LIBRE

La técnica ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay: “ensayo por inmunoadsorcion ligado a
enzimas”) se basa en el uso de antigenos o anticuerpos conjugados con una enzima y adheridos
a una superficie, de forma que, si se ponen en contacto con una muestra que contenga el
anticuerpo o antigeno apropiado, se producira una reacciéon antigeno-anticuerpo. Esta podra ser
identificada detectando la actividad enzimatica con ayuda de substratos especificos.

El laboratorio DiaSource® ha desarrollado un método que determina directamente con un
inmunoensayo, en concreto un ELISA, la concentracién de 25(0OH)D libre en una muestra de
SUero (13s)

Este método, como cualquier ELISA, se desarrolla en dos pasos:

e En el primero, la 25(0OH)D libre (tanto D2 como D3) se une a anticuerpos anti-25(0OH)D
libre que se encuentran adheridos a la pared de los pocillos.

e En el segundo paso se aflade una cantidad fija de 25(OH)D libre marcada con biotina en
presencia de peroxidasa de rabano picante (HRP) a cada pocillo. Esta competira con la
25(0H)D libre en los sitios de unidn especificos del anticuerpo monoclonal.

e Se agrega la solucién cromogénica (TMB), lo que genera una reaccion que se detendra
al agregar la solucidn de parada.



Con un espectofotometro se mide la absorbancia emitida por cada muestra a una
longitud de onda de 450 nm.

La cantidad de 25(OH)D libre de las muestras es inversamente proporcional a la
absorbancia resultante en el espectofotémetro.
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2. JUSTIFICACION

Aungque la hipovitaminosis D y sus consecuencias es un tema candente en el momento actual,
se han publicado muy pocos estudios que muestren los niveles de vitamina D en poblacién sana.
Si se ha estudiado en poblaciones especiales, con mas factores de riesgo de padecerla, como
pacientes con insuficiencia renal y mujeres embarazadas o en la etapa postmenopausica. Es
dificil determinar la manera en que estos niveles de vitamina D pueden influir en la salud de esas
poblaciones, si no tenemos claro los limites para establecer la hipovitaminosis.

Los pocos estudios realizados con poblacidn sana muestran unos resultados decepcionantes,
con unos porcentajes de insuficiencia y deficiencia de vitamina D muy elevados. Este resultado
ha sido asi independientemente de los lugares donde se realizara el estudio, que van desde
paises con pocas horas de luz y climas frios, como Finlandia o Polonia (*3®), hasta otros paises
mucho mas calidos y con mas horas de luz solar, Espafia (3738, También se han obtenido
resultados similares en paises tan extensos y con gran variabilidad de climatologia como Estados
Unidos (139.140),

Por otra parte, resulta que en ninguno de estos estudios se habia valorado la posibilidad de
“personalizar” los limites para establecer la insuficiencia y deficiencia de vitamina D en funcién
de los resultados obtenidos en las distintas poblaciones.

Ademas, la técnica analitica de referencia en el analisis de vitamina D es la LC-MS/MS, que
cuantifica la vitamina con alta sensibilidad y especificidad, pero ni siquiera ésta garantiza unos
resultados precisos y fiables al 100%, aunque determina los niveles de 25(OH)D total,

IM

considerado hasta ahora el mejor metabolito para determinar el “status” de vitamina D.

Finalmente, un sorprendente estudio demostré que los polimorfismos responsables de las
distintas isoformas de las VDBP podian llevar a la determinacion de niveles de 25(0OH)D total
erréneos *2), Estudios posteriores han concluido que es posible obviar este error midiendo la

fraccién biodisponible de 25(0H)D, o la libre.

Este trabajo se ha disefiado con el fin de establecer los niveles reales de poblacidon sana
espafola, asi como su variaciéon estacional, comparando dos grupos de individuos de
procedencias geograficas y climatoldgicas lo suficientemente diferentes como para que esto se
vea reflejado en dichos niveles. Ademds, hemos querido indagar en la técnica analitica que
determina la 25(OH)D libre, pues podria tener mayor relevancia clinica que la total, de
preferencia de todas las determinaciones analiticas hasta ahora.
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3.

3.1.

3.2.

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el estatus de vitamina D en poblacidn sana espafiola.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Determinar los niveles de vitamina D en poblacidn sana de dos areas geograficas
diferentes, y en estaciones distintas, para valorar la influencia de la geografia
(en cuanto a horas de luz solar y clima), de los habitos en la exposicion solar y
de la dieta en dichos niveles.

Comparar los resultados de dos técnicas analiticas diferentes que miden analitos
distintos: la 25(OH)D libre en suero con un ELISA, y la 25(0OH)D total con la prueba
Elecsys Vitamin D Total Il (Roche®), un ensayo quimioluminiscente.

Evaluar la idoneidad de los limites establecidos hasta ahora para definir los
estados de insuficiencia y deficiencia de vitamina D.



MATERIAL Y METODOS



4. MATERIAL Y METODOS
4.1. DISENO DEL ESTUDIO Y AMBITO DE ACTUACION

Con el objetivo principal de conocer el estatus de vitamina D en poblacién sana espafiola,
desarrollamos un disefio de estudio observacional y transversal.

Para valorar las variaciones de los niveles de vitamina D provocadas como consecuencia de los
cambios estacionales forman, realizamos la recogida de datos y muestras en dos momentos
diferentes del afio 2018: marzo-abril, cuando la sintesis de vitamina D estara disminuida tras el
periodo invernal; y octubre-noviembre, cuando tras el periodo estival, la sintesis de vitamina D
sera superior.

También buscamos conocer el grado de influencia en los niveles de vitamina D que podian tener
distintas condiciones geograficas y climatoldgicas. Para ello, lo llevamos a cabo en dos
poblaciones diferentes: la provincia de Burgos y la provincia de Valencia.

Ambas localizaciones, Burgos y Valencia, se encuentran a una latitud por encima de los 372
norte: Burgos a 422 20 27,1 y Valencia a 392 28°00"". Dada la diferencia de localizacion cabe
suponer que la latitud no serd un factor critico en la discrepancia de concentraciones de 25(0OH)D
entre ambas poblaciones, pero si una caracteristica que supondra niveles mas bajos de vitamina
D que los esperados por edad, estado de salud, etc. en ambas, y en especial en Burgos.

4.2. MUESTRA
4.2.1. TAMARNO MUESTRAL

El tamafio muestral se ha estimado por comparacién de las medias con un estudio previo, de
caracteristicas similares, desarrollado también con poblacidon espaiola: “Prevalencia de
concentraciones deficientes e insuficientes de vitamina D en una poblacién joven y sana” ‘4. Se
estimo un riesgo a del 5% y un poder estadistico del 90%. En cuanto a la precisidn, puesto que la
sensibilidad funcional del ensayo utilizado para determinar la 25(OH)D total es el Elecsys Vitamin
D Total Il (Roche®), que tiene una sensibilidad funcional de 4 ng/mL, y sus limites de deteccién son
de 3 — 100 ng/mL, asumimos una precisién en datos cuantitativos de 3 ng/mL. Por tanto,
manteniéndolo por debajo incluso, de la sensibilidad del ensayo.

De esta forma, y asumiendo un 10% de posibles pérdidas, calculamos un tamafio de muestra de
103 sujetos para cada poblacién a estudio.

4.2.2. SELECCION DE LA MUESTRA

Los sujetos participantes en el estudio fueron reclutados a través de Donantes de Sangre. Se
trata de personas de entre 18 y 60 afios en la fecha de recogida de datos, de la capital y provincia
de Burgos, y de la capital y provincia de Valencia.

Se excluyeron aquellos sujetos con enfermedades sistémicas crdnicas y/o en tratamiento con
cualquier farmaco que pudiera influir en la absorcién o metabolismo de la vitamina D, como:



suplementos de vitamina D %2, corticoesteroides, orlistat, colestiramina y antiepilépticos
(fenobarbital, fenitoina, carbamacepina y rifampicina).

Todos los sujetos participantes en el estudio fueron debidamente informados sobre los
propdsitos del mismo, lo cual quedé reflejado al firmar un consentimiento informado.

4.3. CALENDARIO Y PLANIFICACION

Este estudio de investigacion se inicia en el afio 2017. A lo largo de ese afio realizamos una
investigacion inicial sobre el tema a tratar, el desarrollo de las encuestas de hdabitos de
exposicién solar y el cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (CFCA). También
llevamos a cabo, en la segunda mitad del aifio 2017, todos los tramites necesarios para poder
desarrollar el proyecto, y en especial, los acuerdos con las entidades responsables de los
donantes de sangre en Burgos (Centro de Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Ledn,
CHEMCYL), y Valencia (Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana).

Entre el dltimo trimestre de 2017 y el primero de 2018, realizamos la formacion del personal de
Donantes de Sangre, en Valenciay en Burgos, sobre los objetivos del estudio, laforma de recoger
todos los datos de los participantes, la realizacién de las encuestas, y la forma de proceder para
obtener los datos antropométricos buscados.

Con el fin de valorar la adecuacion del proyecto, en el dltimo trimestre del afio 2017 realizamos
un estudio piloto en el Centro de Donantes de Sangre de Burgos, donde trabajamos con el
personal sanitario para poner a prueba las evaluaciones antropométricas y las encuestas a
diferentes donantes de sangre. Esto nos permitié mejorar los cuestionarios y establecer una
relacidn con el centro que facilitaria el desarrollo del proyecto en el afio posterior.

La recogida de muestras y realizacién de las encuestas se llevd a cabo de dos momentos
diferentes en las dos poblaciones a la vez: marzo — abril de 2018, y octubre — noviembre del
mismo afio. Una vez finalizado cada periodo, Donantes de Sangre nos hizo llegar las muestras y
las encuestas, para a continuacion, desarrollar las técnicas analiticas del estudio, determinando
la 25(OH)D total y la libre. Ambas determinaciones se realizaron en el Hospital Universitario de
Burgos, gracias a la colaboracion del Servicio de Andlisis Clinicos, y la Unidad de Apoyo a la
Investigacion del Complejo Asistencial Universitario de Burgos.

Para finalizar el proyecto, a lo largo de los afios, 2019 y 2020, desarrollamos todo el estudio
estadistico con los resultados obtenidos. La situacién provocada por el SARS-CoV 2 ha supuesto
un enlentecimiento en este Ultimo proceso del trabajo, lo que ha llevado a alargarlo hasta el afio
2021.

4.4. ENCUESTAS

Desarrollamos dos encuestas que pudieran reflejar los aspectos mas influyentes en los niveles
de vitamina D. La mayor parte de la vitamina D del organismo se produce de forma enddgena,
con la sintesis cutanea, y un pequefo porcentaje, aunque no por ello despreciable, es aportada



con la dieta a través de distintos alimentos.

Puesto que en el momento de iniciar este trabajo no habia ninguna encuesta validada en Espafia
gue nos permitiera obtener los datos que buscabamos, en octubre de 2017 desarrollamos un
estudio piloto en Burgos. A partir de las encuestas validadas en poblacién espafiola que mejor
se ajustaban a nuestro estudio: habitos de exposicion solar y habitos de consumo de alimentos
ricos en vitamina D, desarrollamos dos cuestionarios que entregamos a 95 sujetos reclutados a
través de Donantes de Sangre de Castilla y Ledn.

Este estudio piloto nos permitié validar las encuestas realizadas y mejorarlas para el momento
de larecogida de muestras del estudio. De esta forma, desarrollamos dos tipos de cuestionarios:

4.4.1. ENCUESTA SOBRE LOS HABITOS DE EXPOSICION SOLAR

La primera encuesta recoge informacion relativa a los habitos solares de los sujetos. En concreto,
los mas influyentes en la sintesis de vitamina D: uso de cremas solares, horas de exposicién solar,
etc.

No existe ningun cuestionario validado en Espana que exponga los datos que nos interesa
recoger. La mayoria de los trabajos publicados se centran en la prevencién del melanomayy otras
patologias dermatolégicas, y por ello recogen sélo la informacidon relativa a los habitos de
exposicién solar en la playa y demas lugares vacacionales.

Para conseguir nuestro fin, combinamos dos cuestionarios. Por un lado, el realizado por Troya-
Martin et al. **3, que si esta validado en Espafia y recoge informacién sobre comportamientos
relacionados con la exposicidn solar en las playas espafiolas, asi como actitudes y conocimientos
vinculados a la exposicidn solar. Por otro, el realizado por Glanz et al. *¥), que fue validado en
Estados Unidos, poniéndolo en practica en multiples estados, y fue desarrollado como
herramienta de ayuda en la prevencién del cancer de piel.

Asi, conseguimos incluir aspectos como: el nimero de horas al dia de exposicién solar en dias
de diario y en fines de semana como rutina, y no exclusivamente en vacaciones.

4.4.2. CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

La cantidad de vitamina D sintetizada de forma enddgena en la dermis y epidermis supone mas
del 90% del total de vitamina D del organismo. Esto significa que la dieta aporta menos de un
10% de esta vitamina. Sin embargo, este porcentaje puede ser relevante cuando la exposicion
solar esta limitada.

La segunda encuesta recoge toda la informacidn referente a los habitos alimentarios que
permiten valorar la ingesta de alimentos ricos en vitamina D.

Tampoco se ha publicado ninguna encuesta validada que permita determinar la cantidad de
vitamina D ingerida con la dieta. Por ello, utilizamos el cuestionario realizado por Susa J. Blalock
et al. **) para tal fin. Se trata de un CFCA que se realizé con el objetivo de servir de instrumento
para la valoracidon de la ingesta de vitamina D y calcio, y para validarlo se compard con un diario
de alimentos consumidos a lo largo de siete dias, que es un método distinto, pero igualmente
valido, para evaluar la ingesta de ciertos nutrientes.



En un CFCA, la persona encuestada responda el nimero de veces que, como promedio, ha
ingerido un alimento, o grupo de alimentos, en un periodo concreto de tiempo. En este caso fue
el afio precedente. Para ello, el cuestionario se basa en tres pilares *43:
- Una lista de alimentos (mencionados a continuacion).

- Frecuencias de consumo en unidades de tiempo.

- Porcién de alimento especificada.

Puesto que Susan J. Blalock et al. ***) desarrollaron el CFCA para poblacién estadounidense,
utilizamos la Base de Datos Espaiola de Composicion de Alimentos (BEDCA) para completar la
lista de alimentos que contemplé este equipo de investigacidon con otros consumidos en nuestro
pais (147),

Todas las preguntas del CFCA fueron cerradas y, ademas, en cada alimento se especificaba el
tamafio de racién. Con esta informacidn, los participantes debian completar la frecuencia de
consumo, que incluia nueve posibilidades predeterminadas, cuyos limites eran: “nunca o menos
de 1 vez al mes” y “2 o mas veces pordia”.

ALIMENTOS RECOGIDOS EN EL CFCA:

e PESCADOS
Atun al horno

Atun a la plancha

Salmén ahumado

Salmén fresco

Congrio

Anchoas

Boquerones (frescos, en vinagre, ...)
Arengue (salado, ahumado, ...)
Pescados enlatados

Bonito

Atln

Sardina

Caballa

O O 0O O O O 0O 0O O O O O

e LACTEOS Y DERIVADOS
Mantequilla

Margarina
Leche
Queso

O O O O

Yogur

e CEREALES Y BOLLERIA
o Chocolate
o Muesli o cereales

o Galletas

e HUEVOS



e CARNE

o Pollo

o Conejo

o Pato

o Salchichas

o Embutido: Jamdn cocido y serrano, salami, etc.

e OTROS: Caviar, pasta, etc.



4.5. ESTUDIO ANTROPOMETRICO

Diversos estudios han comparado las técnicas antropomeétricas cldsicas, que parten de la
medicion de pliegues cutdneos, circunferencias, longitudes y peso, con otras mas modernas
como la impedancia bioeléctrica (BIA) *4313), En |la mayoria de estos estudios se concluye que,
cuando se estudia el porcentaje de grasa corporal (%GC), la mejor correlacién se obtiene entre
el BIA y la ecuacidn se Siri, que se explicard a continuacion.

En este trabajo, también hemos querido utilizar ambos tipos de técnicas, estudiando su
concordancia con los niveles de vitamina D de los sujetos. Para ello, la mitad de los sujetos del
estudio (103 sujetos), en concreto los procedentes de Burgos, se sometieron a una BIA, mientras
que, a la otra mitad, los procedentes de Valencia, se les realizd el estudio de la composicion
corporal a partir de la medicidn del pliegue tricipital (PT) y la circunferencia braquial (CB).

4.5.1. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS CLASICAS
4.5.1.1. ESTIMACION DE LA GRASA CORPORAL A PARTIR DEL PLIEGUE TRICIPITAL

La medicidn de los pliegues cutaneos tiene como objetivo deducir el %GC de un sujeto, utilizando
diversas ecuaciones y coeficientes (1>3154),

Aplicando la ecuacién de Durnin y Womersley ***), con la medida del PT (mm) y los coeficientes
cy m, se obtiene la densidad corporal:

Densidad (D) = ¢ — [m x log (PT)]

Donde ¢ y m son constantes, en funcion del sexo y la edad:

Coeficiente “c” Coeficiente “m”
Rango de edad Hombres Mujeres Hombres Mujeres
17-19 1,1252 1,1159 0,0625 0,0648
20-29 1,1131 1,1319 0,0530 0,0776
30-39 1,0834 1,1176 0,0361 0,0686
40-49 1,1041 1,1121 0,0609 0,0691
>50 1,1027 1,1160 0,0662 0,0762

99

Tabla 4.5.1.1.1. Valores de los coeficientes “c” y “m” en funcion de la edad y el sexo

A partir de estos datos, aplicando la ecuacidn de Siri **®), se obtiene el %GC:

o 4,95
%GC Siri = [(T) - 4,50] x 100

Ademads de la ecuacién de Siri, también hemos utilizado la ecuacidn de Brozeck 7). Ambas
ecuaciones utilizan los mismos parametros:

4,57
%GC Brozec = [( D

) — 4,5142] x 10



4.5.1.2. ESTIMACION DE LA GRASA CORPORAL A PARTIR DE LA CIRCUNFERENCIA BRAQUIAL Y EL
PLIEGUE TRICIPIAL

El PTy la CB se utilizan de forma conjunta para deducir la masa muscular (MM) total de un sujeto,
asi como su GC, a partir de la secuencia de férmulas propuesta por Frisancho *®):

1) Area del brazo (AB):

AB (cm?) = — x d?

d=—
T
2) Area muscular braquial (AMB):

5 (cb — m X PT)?
AMB (cm*®) = X

La férmula de Frisancho *>® para calcular el AMB presenta como limitacién un error de entre 10
— 25% en comparacién con la tomografia axial computarizada (TAC). Heymsfield et al. **°
lograron reducir este error a un 8% utilizando un factor corrector en funcidn del sexo. También
consiguieron, a partir de esa medida, estimar la masa muscular total (MMT) del sujeto (160-162);

- Para hombres:

(ch — m X PT)?
AMBc (cm?) = -10
4 X7

- Para mujeres:

(ch — m X PT)?

AMB = 6,5
¢ (em) 4 X
3) Area grasa del brazo (AGB):
AGB (cm?) = AB — AMB
4) Area adiposa del brazo (AAB):
CB 1 X PT?
AAB (cm?) = PT x - T

Para deducir %GC a partir de las dreas anteriores:

AAB x 100
(AAB + AMB)

%GChrazo =



4.5.2. IMPEDANCIA BIOELECTRICA (163165
La impedancia bioeléctrica (BIA) es un método de valoracion de la composicion corporal.

Durante afios, numerosos estudios han realizado esta tarea mediante la medida de los pliegues
cutaneos y el desarrollo de ecuaciones para la estimacidn de la grasa corporal.

La BIA es un método que ofrece grandes ventajas en comparacién con otras formas de
valoracion de la composicion corporal. Entre ellas, que se trata de una técnica no invasiva con
un protocolo sencillo de utilizacion y valido en todo tipo de poblaciones, asi como la rapidez con
que se puede llevar a cabo (148:168),

Esta técnica se basa en la variacién que experimenta una corriente eléctrica alterna al pasar a
través de un cuerpo humano. Esta corriente pasa inadvertida al sujeto dada la poca intensidad
gue se requiere.

Se conoce como impedancia la oposicién que ofrece un conductor, que serd el cuerpo humano,
al paso de la corriente eléctrica.

La base de la BIA radica en el concepto fisico de que laimpedancia es directamente proporcional
a la longitud (L) de un conductor, que en este caso sera la estatura del individuo, e inversamente
proporcional a la superficie de seccion (A) del dicho conductor (Ley de Ohm). Para ello, se asume

que el cuerpo humano acttia como un cilindro (167:168),

La impedancia corporal (Z) depende de dos factores: la resistencia (R) y la reactancia (Xc),

relacionados mediante la siguiente formula (148:167,168).

7% = R? + Xc?
e R:supone la resistencia que ofrecen los tejidos al paso de una corriente eléctrica.

e Xc: oposicion adicional por la capacitancia (mantenimiento de una carga eléctrica, es
decir, actuar como un condensador) de los tejidos y las membranas celulares.

La conductividad de la corriente eléctrica en el organismo depende del contenido en agua y
electrolitos de los fluidos intra y extracelulares, por lo que la propia de la masa libre de grasa
(MLG) serd muy superior a la de la masa grasa (MG) 67,

Este método permita por tanto estimar el agua corporal total (ACT), y a partir de ella, estimar la
MLG, y por derivacidn, la MG, mediante la siguiente ecuacién:

MLG (kg) = peso total (kg) — MG (kg)

4.5.2.1. APARATOS UTILIZADOS PARA DETERMINAR LA BIA

En Burgos utilizamos el BIA101 (Akern Srl®, Pontassieve, Italia), dispositivo que emite una
corriente monofrecuencia de muy baja intensidad (50 kHz) a través de cuatro electrodos
colocados dos a dos en la mano y pie de la mitad derecha del cuerpo. El objetivo de este modo



de colocar los electrodos es que la corriente se transmita desde dos de ellos y se recoja por los
dos restantes.

La frecuencia de 50 kHz es muy habitual en los estudios de composicidn corporal, ya que supone
que el indice de impedancia sea directamente proporcional al ACT, permitiendo asi el calculo de
la MLG. En cambio, no permite diferenciar el agua intracelular de la extracelular, pero este no
formaba parte de los objetivos de nuestro estudio (4,

Para obtener la MLG (kg) utilizamos la ecuacién de Kyle **®) que tiene en cuenta: R, Xc, peso y
sexo de los sujetos:

HZ
MLG = —4,104 + (0,518 X ?> + (0,231 X peso) + (0,130 x Xc)

+ (4,229 X sexo)

Sexo: hombre = 1; mujer = 0; H = altura (cm); R = resistencia a 50 Hz en Q

Esta ecuacién, también conocida como la ecuacién BIA Geneva, esta validada en sujetos de 22 a
94 afios, de ambos sexos y con indices de masa corporal entre 17 y 34 Kg/m>.

4.5.2.2. LIMITACIONES DEL BIA

Las condiciones ideales para realizar esta prueba incluyen el ayuno en las cuatro horas previas a
su realizacién. Suponer esto en los donantes de sangre es imposible ya que una de las
condiciones para poder donar es haber ingerido alimento y liquidos poco antes de realizar la
donacidn. Cuando dichas condiciones no se cumplen, la precision de las medidas obtenidas
puede verse comprometida.

Diversos estudios publicados han intentado cuantificar la diferencia que la ingesta de bebida y
alimentos podia ocasionar en un BIA. Sus resultados son controvertidos ya que, investigadores
como Gémez et al. 179 estudiaron la influencia de la ingesta de agua, bebidas de rehidratacién
hipotdnicas y bebidas isotdnicas en la medida del BIA, realizandola en ayunas, tras 4 minutos de
laingesta de liquida y tras 90 minutos. La resistencia del BIA variaba en funcidon de los electrolitos
de la bebida ingerida, y en todos los casos, se produjo una infraestimacidn del ACT. Por otro
lado, Heiss et al. *’Y) realizaron un BIA a 32 sujetos antes y después de la ingesta de 350 ml de
una bebida energética o de leche con cereales y no encontraron diferencias en la composicion
corporal entre ambas mediciones. Sin embargo, estos mismos autores en un estudio posterior,
demostraron que la ingesta de un litro de liquido puede aumentar los resultados de adiposidad
obtenidos mediante un BIA 72,



4.6. ANALISIS BIOQUIMICO
4.6.1. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de sangre de los participantes del estudio de recogieron en puntos fijos de
Donantes de Sangre. Tras realizar su donacién, se obtuvo de cada sujeto una muestra adicional
en un tubo sin aditivos de 8,5 mL. Estas muestras se mantuvieron refrigeradas a 42C un maximo
de 24horas.

Las muestras obtenidas en Valencia fueron centrifugadas en el propio Centro de Transfusion de
la Comunidad Valenciana. Una vez separado el suero, éste fue recogido en tubos de 2 mLy se
preservo a —802C.

Las muestras obtenidas en Burgos fueron trasladadas, en condiciones adecuadas de
refrigeracion, al Centro de Hemoterapia y Hemodonacidon de Castilla y Leon (CHEMCYL), situado
en Valladolid. Alli procedieron a la centrifugacién de las muestras y posterior congelacion del
suero obtenido a — 802C, de la misma forma que se realizé enValencia.

Puesto que las dos técnicas analiticas de este estudio fueron desarrolladas en Burgos, las
muestras de suero, congeladas a — 802C, se trasladaron al Hospital Universitario de Burgos
(HUBU), manteniendo estas condiciones de temperatura durante el transporte. Una vez alli, se
descongelaron procediendo a los analisis oportunos.

Este proceso de recogida, tratamiento, conservacion y transporte de las muestras, se realizd tras
las dos recogidas programadas, al final del verano y al final del invierno del afio 2018.

4.6.2. TECNICAS ANALITICAS
El analisis de la vitamina D en las muestras de sangre consiste en la determinacion de:

- 25(OH)D libre, mediante un ELISA, ensayo que requiere de unos kits especificos
disponibles desarrollados por el laboratorio DIASource®.

- 25(OH)D total, mediante un ensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) en un
analizador cobas e 801, con el reactivo Elecsys® Vitamina D total Il (Roche®).

4.6.2.1. DETERMINACION DE 25(OH)D LIBRE MEDIANTE UN ELISA

Una técnica ELISA puede llevarse a cabo con distintos tipos de reactivos, lo que supone
diferentes anticuerpos, en funcidn del antigeno que se desee determinar.

REACTIVOS PROPIOS DE LA TECNICA

En concreto, la técnica analitica de ELISA capaz de medir directamente la 25(0OH)D libre se realiza
con unos kits especificos desarrollados por el laboratorio DiaSource®, compuestos por:



*

*

Placa recubierta con los anticuerpos anti-vitamina D: se trata de anticuerpos
monoclonales anti-25(0OH)D2/D3. Cada placa contiene 96 test.

Diluyente de la muestra (12 mL): contiene un surfactante fluorado y proclin.
Reactivo Biot-VitD concentrado 100x (250 L)

Reactivo estreptavidina-HRP (12 mL): reactivo de peroxidasa de rabano conjugada con
estreptavidina.

Calibrador A (1 vial): 25(0H)D liofilizado procedente de suero humano que contiene
Proclin y BND.

Calibrador B (1 vial): 25(0OH)D liofilizado procedente de suero humano que contiene
Proclin y BND.

Calibrador C (1 vial): 25(0OH)D liofilizado procedente de suero humano que contiene
Proclin y BND.

Calibrador D (1 vial): 25(0OH)D liofilizado procedente de suero humano que contiene
Proclin y BND.

Calibrador E (1 vial): 25(0OH)D liofilizado procedente de suero humano que contiene
Proclin y BND.

Calibrador F (1 vial): 25(0OH)D liofilizado procedente de suero humano que contiene
Proclin y BND.

Control 1 (1 vial): suero humano liofilizado que contiene Proclin y BND.
Control 2 (1 vial): suero humano liofilizado que contiene Proclin y BND.

Tampodn lavador 20x (“wash buffer”) (25 mL): agente tampdn para realizar los lavados
concentrado 20x. Contiene Proclin.

Reactivo substrato (14 mL): Potenciador del substrato “K-Blue TMB”.
Reactivo de parada (14 mL): HCI 1M.

Dilucién tampodn Biot-VitD (14.5 mL): solucién tampdn que contiene Proclin y BND.

FASES DEL ENSAYO:

Antes de iniciar el ensayo, es necesario preparar parte del material:

Se deben reconstituir los calibradores y los controles, para ello se afiaden 250 plL de agua
destilada, dejandolo actuar durante 15 minutos. Antes de continuar, hay que asegurarse
de que todo el material liofilizado del vial se ha reconstituido.

Diluir el reactivo “tampdn lavador 20x” (“20x wash buffer”). Para ello, basta con pipetear



25 mL de esta solucién “20x tampdn lavador” y llevarlos a 475 mL de agua destilada. De
esta forma obtenemos una dilucién “100x”.

Uno de los reactivos es el compuesto de vitamina D unido a biotina (Biot-VitD). Hay que
preparar un volumen adecuado de trabajo de este compuesto mezclando el reactivo
Biot-VitD concentrado 100x con la dilucién tampdén de Biot-VitD. Para calcular esta
cantidad hay que tener en cuenta el nimero de pocillos a utilizar. Calculamos que cada
tanda de muestras a analizar serd, sin contar posibles pérdidas, de 95 muestras, con lo
cual, necesitaremos 95 pocillos, es decir, 16 tiras: 160 uL de reactivo Biot-VitD
concentrado 100x se afladen a 6 mL de con la dilucion tampdn de Biot-VitD

El resto del material necesario para realizar el ensayo no requiere una preparacion previa, pero

si tener la precaucién de mantenerlo a la temperatura ambiente del lugar del andlisis durante al

menos 30 minutos antes de su uso.

Una vez que estan preparados todos los reactivos, los pasos a realizar son:

1.

2.

8.

9.

Mezclar 90 pL de diluyente con 10 uL del calibrador, control o muestra.
Incubar durante 90 minutos a 372C agitando a 650 RPM.

Lavar 3 veces, cada una de ellas con 350 pL.

Afadir 100 pL de la mezcla preparada con anterioridad del reactivo Biot-VitD.
Incubar durante 90 minutos a 372C agitando a 650 RPM.

Lavar 3 veces, cada una de ellas con 350 pL.

Anadir 100 pL del reactivo substrato.

Mantener durante 15 minutos a temperatura ambiente, inmdévil y a oscuras.

Afadir 100 uL del reactivo de parada.

Finalmente, sélo queda leer los resultados con un espectofotémetro a una longitud de onda de
450 nm y calcular la cantidad de 25(OH)D libre de las muestras, que sera inversamente
proporcional a la absorbancia determinada por el espectofotémetro.

INTERVALO DE MEDICION:

El rango de medicidn de esta técnica es: 0 — 40 pg/mL

LIMITES DE MEDICION:

Limite del Blanco = 0,7 pg/mL

Limite de Deteccion = 1,9 pg/mL



4.6.2.2. DETERMINACION DE LA VITAMINA D TOTAL MEDIANTE  ENSAYO
INMUNOQUIMIOLUMINISCENTE

Para la determinaciéon de las concentraciones de vitamina D en un individuo, existen diversos
ensayos analiticos disponibles.

El método de referencia es la LC-MS/MS, pero entre sus caracteristicas se encuentran: coste
elevado, necesidad de personal cualificado y gran volumen de muestra. Esto dificulta su empleo
en las determinaciones rutinarias en los laboratorios clinicos. Por ello, se realizan
fundamentalmente inmunoensayos automatizados que hayan demostrado su concordancia y
validez al compararlos con LC-MS/MS (116:130,173,174)

Distintas casas comerciales han desarrollado métodos de inmunoensayos automatizados. En
este estudio utilizamos uno de ellos, la prueba Elecsys Vitamina D total Il con el
inmunoanalizador cobas e 801 (Roche®), que utiliza un inmunoensayo de unidén competitiva a la
proteina de fijacién, con deteccién por ECLIA 7%, Este ensayo ha demostrado una trazabilidad
directa al método de referencia: LC-MS/MS (178),

REACTIVOS DEL INMUNOANALIZADOR COBAS E 801:

El inmunoanalizador cobas e 801 requiere de los siguientes reactivos:
¢ Reactivo de pretratamiento 1 (4 mL): contiene Ditiotreitol 1 g/L.
¢ Reactivo de pretratamiento 2 (4 mL): contiene Hidroxido de sodio 28 g/L.
¢ Microparticulas recubiertas de estreptavidina (6,5 mL).

¢ Proteina fijadora de vitamina D-BRPu (6,5 mL): proteina fijadora de vitamina D marcada
con Rutenio.

¢ 25(0OH)D-biotina (6,5 mL): 25(0OH)D marcada con biotina.

Este tipo de ensayo admite dos clases de muestras: suero o plasma tratado con heparina de litio,
EDTA bi y tripotasico, pero ambos deben mantenerse a — 809C tras su extraccion hasta que se
realice el ensayo.

Antes de iniciar el ensayo es conveniente atemperar los reactivos refrigerados a 202C.
FASES DEL ENSAYO
Los pasos para llevar a cabo este ensayo son:

1. Incubar 15 pL de muestra con los reactivos de pretratamiento 1y 2 con el fin de separar
la 25(0OH)D de la proteina fijadora de vitamina D (DBP).

2. Incubar la muestra anterior pretratada con la proteina fijadora de vitamina D marcada
con Rutenio, que formara un complejo con la 25(0OH)D.

3. Anadir las microparticulas recubiertas de estreptavidina y 25(OH)D-biotina. Este
ultimo reactivo formard un complejo con los sitios de unidn que queden libres de la
proteina fijadora de vitamina D marcada con Rutenio, y se fijaran a la fase sélida por la



interaccion entre la biotina y la estreptavidina.

4. La mezcla de reaccidn se traslada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las
microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Se aplica una corriente eléctrica
que produce una reaccion quimioluminiscente cuya emisién de luz se mide con un
fotomultiplicador.

Los resultados se obtienen mediante una curva de calibraciéon que el sistema genera a partir de
una calibracién y una curva master.

INTERVALO DE MEDICION:

El intervalo de medicién de esta técnica estd definido por el limite de deteccidn y el maximo de
la curva master, y es: 3 — 100 ng/mL, que equivale a 7,5 — 250 nmol/L.

LIMITES DE MEDICION:
- Limite del Blanco = 2 ng/mL (5 nmol/L)
- Limite de Deteccién = 3 ng/mL (7,5 nmol/L)

- Limite de Cuantificacién = 5 ng/mL (12,5 nmol/L), con un error permitido maximo
permisible de < 20%.



4.7.  ANALISIS ESTADISTICO

Como medida de tendencia central se presenta la media aritmética junto con la desviacion
estandar (DS) como medida de dispersion.

Considerando que las variables cumplan las exigencias de normalidad y homogeneidad de
varianzas (homocedasticidad), utilizaremos pruebas de estadistica paramétrica. En concreto,
para el estudio de dos grupos, la prueba “t” de Student. En aquellos casos en los que no se
cumpla la homogeneidad de varianzas, realizaremos la prueba “t” de Student corregida para
varianzas diferentes. Para el estudio de mas de dos grupos, utilizaremos el andlisis de la varianza
(ANOVA).

El estudio de la posible asociacién entre dos variables numéricas se realizarad mediante regresion
lineal simple o multiple, en funcién del nimero de variables independientes. Si en algun caso al
realizar estos anadlisis se observa el incumplimiento de los supuestos necesarios para poder
realizarlos, se llevara a cabo un analisis de residuales y de valores alejados, eliminando, en su
caso, aquellos valores que impliquen dicho incumplimiento.

Para estudiar la evoluciéon de variables categoricas, con mas de dos categorias cada una,
utilizaremos el test de McNemar-Bowker 77,

Para valorar la correlacion entre las los resultados de los niveles séricos de vitamina D total y
vitamina D libre obtendremos el coeficiente de correlacién de Pearson (78,

Utilizaremos también el coeficiente de correlacion de Pearson para analizar la relacion entre el
IMC y los %GC obtenidos por diversos métodos, asi como para analizar la relacién entre estos
mismos parametros y las concentraciones séricas de vitamina D (libre y total).

Para poder estudiar la concordancia entre las ecuaciones utilizadas para obtener el %GC a partir
de las medidas del PTy la CB en la poblacién procedente de Valencia, utilizaremos dos métodos:
el coeficiente de correlacion intraclase (CCl) y el método de Bland y Altman, incluyendo el
coeficiente de correlacién de concordancia de Lin (2728, Para interpretar los valores obtenidos
con el CCl tendremos en cuenta las categorias propuestas por Fleiss ‘Y, que asocian una buena
correlacién con un valor de CCl 2 0,75. Para interpretar el grafico obtenido con el método de
Bland y Altman asumimos que para un intervalo del 95% el porcentaje de puntos fuera de este
limite no deberia superar el 2,5% por ambos lados.

Para analizar la influencia de las distintas variables independientes sobre los niveles de vitamina
D libre y total realizaremos un estudio de regresion lineal multiple. Formara parte del mismo el
analisis conjunto de todas las variables independientes sobre la dependiente, pero puesto que
esto incluird muchos términos, realizaremos también un estudio de colinealidad con el objetivo
de evitar estimaciones inestables, para luego llevar a cabo un analisis de regresidn por pasos, y
en concreto, de exclusién por pasos (Backward Stepwise selection). Asi, analizaremos las
variables independientes del estudio que mds influyen en los niveles de 25(0OH)D total y libre. O,
dicho de otra forma, seleccionaremos el subconjunto de variables que mejor expliquen las
variaciones de las concentraciones séricas de 25(OH)D total y libre.

En todos los andlisis, los resultados se consideraran estadisticamente significativos si p < 0,05.



Para todas las pruebas estadisticas utilizaremos el programa informatico Stata/IC14
(StataStatistical Software: Release 14, CollegeStation, TX, StataCorporation).

4.8. FUENTES DE FINANCIACION:

- Ayudas a La Investigacion de la Fundacién Burgos por la Investigacion de la Salud afo
2016.

- Ayudas a La Investigacion de la Fundacién Burgos por la Investigacion de la Salud afo
2017.



RESULTADOS



5. RESULTADOS
5.1.  DATOS PERDIDOS Y PARTICIPACION

Como paso previo a la descripcién de los resultados, se muestran en las siguientes tablas la
participacién y los datos perdidos:

Burgos Valencia
Invierno Verano Invierno Verano

Cuestionarios

General 60 36 52 53

Habitos de exposicidon solar 60 36 52 53

CFCA 60 37 52 53
Datos antropométricos

Talla 60 36 52 53

Peso 60 36 52 53

BIA 60 32 - -

PTC - - 52 53

CB - - 52 53
Andlisis clinico

25(0OH)D total 60 41 52 53

25(OH)D libre 59 41 49 53

Tabla 5.1.1. Participacion de la muestra segin poblacion y periodo de estudio

Burgos Valencia
Invierno Verano Invierno Verano

Cuestionarios

General 0 5 0 0

Habitos de exposicion solar 0 5 0 0

CFCA 0 0 0
Datos antropométricos

Talla 0 5 0 0

Peso 0 5 0 0

BIA 0 9 - -

PTC - - 0 0

CB - - 0 0
Andlisis clinico

25(0OH)D total 0 0 0 0

25(OH)D libre 1 0 1 0

Tabla 5.1.2. Datos perdidos segun poblacion y periodo de estudio




5.2. DATOS DEMOGRAFICOS

A continuacion, se describe los datos demograficos de los participantes del estudio, extraidos

del cuestionario general, discerniendo la poblacién procedente de Burgos con la de Valencia:

Burgos Valencia Total
N
Verano 41 53 94
Invierno 60 52 112
Sexo
Mujer 41 43 84
Hombre 60 62 122
Edad (afios)
media £ DS 40,49 + 10,79 41,41+ 13,67 40,97 £ 12,35
Tiempo de residencia,
n (%)
Residencia habitual 90 (89,11) 100 (95,24) 190 (92,23)
Residencia temporal
(2 — 12 meses) 5 (4,95) 3(2,86) 8(3,88)
Turista (0 — 2 meses) 2(1,98) 2 (1,90) 4 (1,94)
Datos perdidos 4 (3,96) 0 (0,00) 4 (1,94)
Nivel de estudios,
n (%)
Sin estudios 0(0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Estudios primarios 9(8,91) 18 (17,14) 27 (13,11)
Estudios secundarios 43 (42,57) 48 (45,71) 91 (44,17)
Estudios superiores 45 (44,55) 39 (37,14) 84 (40,78)

Tabla 5.2.1. Datos demograficos de la muestra




5.3. ESTUDIO ANTROPOMETRICO

En el estudio antropométrico se midieron la altura (cm) y el peso (Kg) a todos los participantes,
para asi deducir el IMC (Kg/m?). En la poblacidn de Burgos, se realizé ademds un estudio de BIA,
a partir del cual se obtuvo el %GC. A continuacidn, se muestran todos los datos antropométricos
mencionados en la muestra procedente de Burgos, diferenciados por sexo:

Mujer Hombre

Altura (cm)

media + DS 165,68 + 6,42 175,28 + 8,37

minimo; maximo 157,0; 188,0 154,0; 192,0
Peso (Kg)

media + DS 67,90+12,18 81,84 + 13,66

minimo; maximo 51,0;110,0 54,0; 110,0
IMC (Kg/m?)

media + DS 24,37 + 3,68 26,60 + 3,85

minimo; maximo 19,22; 38,51 20,99; 37,95
%GC

media + DS 22,08 + 6,63 18,73 £ 6,96

minimo; maximo 12,76; 39,95 6,92; 33,35

Tabla 5.3.1. Datos antropométricos de la muestra procedente de Burgos

Ademas de las medidas antropométricas comunes a toda la muestra del estudio (talla y peso), a
los participantes provenientes de Valencia también se les midié el PT y la CB, lo que permitio

deducir: %GCsii, %GCgrozec;, ¥ %GCgrazo. En la siguiente tabla se muestran los datos
antropomeétricos procedentes de la muestra de Valencia, diferenciados por sexo:
Mujer Hombre

Altura (cm)

media + DS 162,95+ 6,75 176,32+ 7,16

minimo; maximo 150,0; 179,2 163,3; 197,2
Peso (Kg)

media + DS 67,85+ 12,83 84,71 + 16,49

minimo; maximo 48,5; 106,0 60,5; 140,0
IMC (Kg/m?)

media + DS 25,55+4,47 27,12 +4,11

minimo; maximo 18,73; 30,06 20,02; 38,58
%GCsiri

media + DS 31,51 +4,08 28,30+6,19

minimo; maximo 22,26; 41,48 11,59; 42,34
%GcBrozec

media + DS 30,44 £ 3,76 27,38 +5,71

minimo; maximo 21,80; 39,55 11,95; 40,35
%GcBrazo

media + DS 38,10+ 8,13 28,09 +9,29

minimo; maximo 22,90; 60,34 8,77; 51,56

Tabla 5.3.2. Datos antropomeétricos de la muestra procedente de Valencia




Analizando la correlacién entre el IMC y los %GC encontramos que en Burgos el coeficiente de
correlacién de Pearson entre ambas variables, teniendo en cuenta que el %GC se ha obtenido a
partir de un estudio de impedancia bioeléctrica, muestra un resultado positivo,
estadisticamente significativo: 0,680, p < 0,001; analizando sélo al subgrupo de hombres el
coeficiente muestra un resultado de 0,780, p < 0,001; y con el de mujeres de 0,840, p < 0,001.

Los resultados de analizar la correlacién entre el IMC y los distintos datos de %GC en la poblacidn
procedente de Valencia se muestran en la siguiente tabla:

I %GCSiri ‘ %GCBrozec I %GCBrazo
Global
IMC (Kg/m?) | 0,458* | 0,458* | 0,045
Hombres
IMC (Kg/m?) \ 0,601* \ 0,601* ] 0,271
Mujeres
IMC (Kg/m?) \ 0,444* \ 0,444* ] -0,032

*p < 0.005
Tabla 5.3.3. Coeficientes de correlacion de Pearson, globalmente y diferenciado por sexo

Para comparar la concordancia entre las distintas formas de obtener el %GC en Valencia
(ecuacion de Siri, Brozec, y el area adiposa del brazo), utilizamos el coeficiente de correlacién
intraclase (CCl), y los resultados se muestran a continuacion.

\ CCI (IC 95%)

Global
%GCSiri - %GCBrazo 0,694 (0,537 - 0,797)
%GCBrozec - %GCBrazo 0,654 (0,436 - 0,780)
%GCBrozec - %GCSiri 0,990 (0,3 10 - 0,998)
Hombres
%GCSiri - %GCBrazo 0,729 (0,548 - 0,837)
%GCBrozec - %GCBrazo 0,712 (0,521 - 0,826)
%GCBrozec - %GCSiri 0,977 (0,031 - 0,995)
Mujeres
%GCSiri - %GCBrazo 0,502 (-0,136 - 0,770)
%GCBrozec - %GCBrazo 0,435 (-0,199 - 0,735)
%GCBrozec - %GCSiri 0,993 (0,567 - 0,998)

Tabla 5.3.4. CCl y su intervalo de confianza 95% entre las distintas técnicas de obtener el %GC en
Valencia a partir de datos antropométricos, globalmente y diferenciado por sexo



Un segundo método empleado para valorar esta concordancia es el de Bland-Altman (179189 En

la siguiente tabla se muestran los resultados del mismo, reflejando la media de las diferencias,

y su intervalo de confianza del 95%, el coeficiente de correlacién de Lin, asi como los casos que

aparecen fuera de los limites de acuerdo.

Coeficiente de

Casos (n, %)

Casos (n, %)

Media de las correlacion de por encima del | por debajo del 1
diferencias (IC 95%) Lin limite de limite de P
acuerdo acuerdo
Global

-2,572

%G Csiri - %6GChrazo (- 17,658 — 12,513) 0,530 0 (0,00%) 6 (5,71%) <£0,001
-3,591

%GCBrozec' %GCBrazo (_ 18 807 _ 11 624) 0,484 O (0,00%) 6 (5,71%) < 0,001
-1,019

%GCBrozec' %GCSiri (_ 1.866 — (_O 172)) 0,978 4 (3,81%) 3 (2,86%) 0,077

Hombres

0,214

%G Csiri - %6GChrazo (- 14,145 — 14,574) 0,569 0 (0,00%) 4 (6,45%) <0,001
-0,704

%GCBrozec' %GCBrazo (_ 15 036 _ 13 628) 0,548 O (0,00%) 4 (6,45%) < 0,001
-0,918

%G Carozec - %6GCsiri (- 1,849 — 0,013) 0,985 3 (4,84%) 3(3,23%) 0,534

Mujeres

- 6,590

%GCsiri - %GCarazo (19,102 — 5,921) 0,333 0 (0,00%) 1(2,33%) 0,351
-7,755

%GChrozec - %GChrazo (- 20,383 — 4,874) 0,276 0 (0,00%) 1(2,33%) 0,404
-1,165

%GChrozec - %GCsiri 0,955 1(2,33%) 2 (4,65%) 0,946

(-1,778 - (-0,551))

p': test de normalidad Shapiro-Wilk
Tabla 5.3.5. Método de Bland-Altman aplicado a los %GC obtenidos a partir de datos antropométricos en
la poblacién proveniente de Valencia
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5.4. HABITOS DE EXPOSICION SOLAR

Para valorar los habitos de exposicidn solar en los meses de verano, que pudieran influir en los
niveles de vitamina D, se llevd a cabo una encuesta. Los resultados se muestran a continuacién,
diferenciando la poblacién de origen de las muestras:

Burgos n (%) Valencia n (%)
¢Cuanto tiempo pasa al aire libre entre las 10AM y las 4PM?
30 minutos 0 menos 7(7,22) 11(10,48)
30 minutos — 1 hora 16 (16,49) 15 (14,29)
1-2 horas 24 (24,74) 32(30,48)
2 -3 horas 27 (27,84) 22 (20,95)
3 -4 horas 10(10,31) 8(7,62)
4 -5 horas 9 (9,28) 6 (5,71)
Mas de 5 horas 4 (4,12) 11 (10,48)
¢Con que frecuencia sale al exterior?
Menos de 1 vez por semana 2 (2,06) 0 (0,00)
De 1 a 2 veces por semana 6 (6,19) 1(0,95)
Mas de 2 veces por semana 8 (8,25) 3(2,86)
Todos los dias 81 (83,51) 101 (96,19)
Estando fuera de casa, ése expone al sol?
Intento evitarlo 15 (15,46) 56 (53,33)
A veces 68 (70,10) 31(29,52)
Me gusta hacerlo para ponerme moreno/a 14 (14,43) 18 (17,14)
¢Qué tipo de ropa viste con mayor frecuencia?
Manga larga y pantalén/falda largo 1(1,03) 4 (3,81)
Manga corta y pantalén/falda largo 17 (17,53) 10(9,52)
Manga corta y pantalén/falda corta 65 (67,01) 86 (81,90)
Traje de bafio o ropa ligera veraniega 14 (14,43) 5(4,76)
¢Qué grado de fotoprotector usa con mayor frecuencia?
Factor <20 15 (15,96) 6 (5,71)
Factor 21 - 40 32 (34,04) 23(21,90)
Factor > 40 40 (42,55) 53 (50,48)
No utilizo 7 (7,45) 23(21,90)

Tabla 5.4.1. Habitos de exposicion solar en los meses de verano




5.5. INGESTA DE VITAMINA D

A partir del CFCA y la base de datos BEDCA se pudo estimar la ingesta de vitamina D de los
participantes del estudio. Ademas de los resultados del total de la muestra, estos también se
muestran separados por periodo del estudio (verano e invierno), y por procedencia de la

muestra (Burgos y Valencia):

Vitamina D (ug/dia)

Total

media + DS

6,45+ 3,90

minimo; maximo

0,23; 25,61

Tabla 5.5.1. Ingesta de vitamina D del total de la muestra

BURGOS Verano Invierno Total
Vitamina D (ug/dia)

media + DS 5,90+3,70 6,21 +£3,94 6,09 + 3,83

minimo; 2,16; 19,26 0,23; 25,61 0,23; 25,61

maximo

Tabla 5.5.2. Ingesta de vitamina D de la muestra procedente de Burgos

VALENCIA Verano Invierno Total
Vitamina D (pg/dia)
media + DS 727+378 6,27 £ 4,08 6,77 £3,95
minimo; 0,76; 18,13 1,46; 19,66 0,76; 19,66
maximo

Tabla 5.5.3. Ingesta de vitamina D de la muestra procedente de Valencia




Para valorar si la cantidad diaria de colecalciferol es adecuada, consideramos la publicacién mas

reciente del IOM sobre la ingesta diaria recomendada de vitamina D en adultos sanos dicta 7

- En adultos de 18 — 50 afios: 5 pg/dia.

- Enadultos de 50 — 70 afios: 10 pg/dia.

A continuacién, se muestran los resultados de las tablas 5.5.1., 5.5.2 y 5.5.3. desglosados por
dichos grupos de edad:

TOTAL . .

Vitamina D (ug/dia) Edad < 50 anos Edad > 50 afios
media £ DS 6,62 + 4,00 5,92 + 3,57
minimo; maximo 0,76; 25,61 0,23; 19,26

Tabla 5.5.4. Ingesta de vitamina D de la muestra total estudiada diferenciado dos grupos de edad

Verano Invierno Total
BURGOS

Vitamina D (ug/dia) Edad < Edad > Edad < Edad > Edad < Edad >
50 aflos 50 afios 50 afios 50 afios 50 afios 50 aflos

media + DS 5,81+ 6,43 6,58 + 4,87 + 6,27 £ 5,36

- 3,09 6,41 4,02 3,44 3,68 4,46

minimo; 2,16; 2,19; 1,41; 0,23; 1,41; 0,23;
maximo 12,64 19,26 25,61 13,45 25,61 19,26

Tabla 5.5.5. Ingesta de vitamina D de Burgos diferenciando dos grupos de edad

Verano Invierno Total
VALENCIA dad < dad dad < dad dad < dad

Vitamina D (ug/dia) E a~_ E a~> E aN_ E a~> E aN_ E a~>
50 afos 50 anos 50 anos 50 anos 50 anos 50 anos

media + DS 7,25 + 7,31+ 6,76 + 5,06 + 7,00 + 6,26 +

- 4,13 3,02 4,52 2,43 4,31 2,95

minimo; 0,76; 1,67, 1,69; 1,46; 0,76; 1,46;
maximo 18,13 13,47 19,66 10,14 19,66 13,47

Tabla 5.5.6. Ingesta de vitamina D de Valencia diferenciando dos grupos de edad




Considerando las pautas en cuanto a la ingesta de colecalciferol marcadas por el I0M, se
muestra a continuacidn los porcentajes de sujetos con ingestas suficientes o no de esta vitamina:

Ingesta de vitamina D suficiente Ingesta de vitamina D insuficiente
TOTAL
n (%) n (%)
Edad < 50 afios 90 (59,60) 61 (40,40)
Edad > 50 afios 7 (13,73) 44 (86,27)

Tabla 5.5.7. Ingesta suficiente vs insuficiente en funcion del rango de edad y la estacion del afio a estudio

en Valencia
Ingesta de vitamina D suficiente Ingesta de vitamina D insuficiente
BURGOS n (%) n (%)
Verano Invierno Total Verano Invierno Total
Edad <50
afios 16(51,61) | 30(63,83) | 46(58,97) | 15(48,39) | 17(36,17) | 32(41,03)
5:22' >0 1 1(1667) | 1(7,69) | 2(10,53) | 5(83,33) | 13(92,31) | 17 (89,47)
Tabla 5.5.8. Ingesta suficiente vs insuficiente en funcion del rango de edad y la estacion del afio a estudio
en Burgos
Ingesta de vitamina D suficiente Ingesta de vitamina D insuficiente
VALENCIA n (%) n (%)
Verano Invierno Total Verano Invierno Total
Edad <50
aRos 22 (61,11) | 22 (59,46) | 44 (60,27) | 14 (38,89) | 15(40,54) | 29(39,73)
Egzg >50 4 (23,53) 1(6,67) 5(15,63) | 13(76,47) | 14 (93,33) | 27 (84,38)
Tabla 5.5.9. Ingesta suficiente vs insuficiente en funcion del rango de edad y la estacién del afio a estudio
en Valencia

Al estudiar las diferencias en las ingestas de vitamina D entre ambos grupos de edad,
considerando el total de la muestra, encontramos:

Edad <50 afios | Edad > 50 anos A Media p
(media) (media)
Vitamina D 6,62 5,92 0,70 0,14
(ng/dia)

Test “t” de Student para dos muestras
Tabla 5.5.10. Comparacidn de la ingesta de vitamina D por grupos de edad

Al estudiar las diferencias en las ingestas de vitamina D entre ambas poblaciones encontramos:

Valencia
B . A .
urgos (media) (media) Media p
Vitamina D 6,09 6,77 0,68 0,11
(ng/dia)

Test “t” de Student para dos muestras
Tabla 5.5.11. Comparacion de la ingesta de vitamina D segun la poblacion




Para finalizar el estudio de la ingesta de colecalciferol en ambas poblaciones y periodos,
mostramos a continuacién su distribucién por percentiles:

INGESTA DE VITAMINA D (pg/dia)

Percentil Burgos Valencia

Invierno Verano Invierno Verano
P5 1,92 2,19 1,72 1,67
P10 2,74 2,29 2,08 3,78
P25 3,63 3,11 3,34 4,74
P50 5,34 5,05 5,18 6,22
P75 7,68 8,03 8,63 9,32
P90 10,50 10,71 11,82 12,88
P95 13,11 12,64 14,44 14,03

Tabla 5.5.11. Distribucidn por percentiles de la ingesta de vitamina D (ug/dia)

A partir de los datos recogidos con el CFCA hemos podido establecer las principales fuentes
dietéticas de vitamina D, asi como la frecuencia del consumo de dichas fuentes. Se muestran los

resultados del total de la muestra estudiada, indicativo de la poblacién sanaespafiola.
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Grafico 5.5.1. Principales fuentes dietéticas de vitamina D (%)




% Principales fuentes dietéticas, segtin poblacion y
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Gréfico 5.5.2. Principales fuentes dietética de Vitamina D (%) por poblacion y periodo a estudio
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Gréfico 5.5.3. Frecuencia de consumo de grupos de alimentos ricos en vitamina D




5.6.  ANALISIS BIOQUIMICO

A continuacidn, se muestran los resultados del analisis paramétrico llevado a cabo con los
valores de las concentraciones séricas de 25(OH)D total y libre. Para poder realizarlo de forma
adecuada, previamente llevamos a cabo un analisis de los valores atipicos.

Al analizar los valores atipicos del total de la muestra, es decir, de la poblacién procedente de
Burgos y Valencia en conjunto, encontramos, para la 25(0OH)D total dos valores atipicos,
excesivamente altos, Unicamente tras el verano. En cuanto a la 25(0OH)D libre, hallamos dos
valores atipicos, también demasiado elevados y tras el verano.

En Burgos, al realizar dicho analisis con los datos obtenidos de la 25(0OH)D total, se han
encontrado dos valores atipicos en las muestras recogidas en verano, uno demasiado elevado,
y el otro demasiado reducido. En cuanto a los resultados de los niveles séricos de 25(0OH)D libre,
se han omitido cinco, cuatro de ellos obtenidos en invierno (dos eran demasiado elevados, y los
otros dos demasiado bajos), y el ultimo obtenido en verano, por resultar muy elevado.

En Valencia, se han encontrado tres valores atipicos, excesivamente elevados, en los resultados
de 25(0OH)D total. Pertenecian a los registros recogidos eninvierno.

La técnica analitica llevada a cabo para la determinacién de la vitamina D total fue un
inmunoensayo automatizado: el test Elecsys. Los resultados obtenidos se muestran en las
siguientes tablas.

Los resultados del andlisis de la 25(0OH)D total fueron:

MUESTRA TOTA.L (Burgosy Total Verano Invierno
Valencia)
25(0OH)D TOTAL (ng/mL)
media DS 22,05 +6,31 24,91+ 6,26 19,64 £ 5,28
minimo; maximo 7,92; 40,95 7,95; 40,95 7,92; 32,89
Tabla 5.6.1. Niveles de 25(OH)D total
BURGOS Total Verano Invierno
25(0OH)D TOTAL (ng/mL)
media £ DS 20,28 £ 6,05 24,31 +£5,25 17,66 + 5,04
minimo; maximo 7,92; 33,42 15,14; 33,42 7,92; 28,77
Tabla 5.6.2. Niveles de 25(OH)D total en Burgos
VALENCIA Total Verano Invierno
25(0OH)D TOTAL (ng/mL)
media + DS 23,85+ 6,08 25,99 + 6,87 21,38 +3,77
minimo; maximo 10,84; 42,15 16,18; 42,15 10,84; 26,82

Tabla 5.6.3. Niveles de 25(OH)D total en Valencia



Los resultados del andlisis de la 25(OH)D libre fueron:

MUESTRA TOTA.L (Burgosy Total Verano Invierno
Valencia)
25(0OH)D LIBRE (pg/mL)
media + DS 6,27 £ 2,69 7,13 +£2,80 5,56 + 2,38
minimo; maximo 1,59; 13,96 2,41; 13,96 1,59; 11,84

Tabla 5.6.4. Niveles de 25(0OH)D libre

BURGOS Total Verano Invierno
25(0OH)D LIBRE (pg/mL)
media * DS 4,47 +1,05 5,01+1,25 4,08 + 0,66
minimo; maximo 2,41; 7,71 2,41; 7,71 2,63; 5,61
Tabla 5.6.5. Niveles de 25(OH)D libre en Burgos
VALENCIA Total Verano Invierno
25(OH)D LIBRE (pg/mL)
media £ DS 8,11+ 2,77 8,97 + 2,82 7,23 +2,44
minimo; maximo 2,78; 15,68 4,68; 15,68 2,78;11,84

Tabla 5.6.6. Niveles de 25(OH)D libre en Valencia

En cuanto a los niveles éptimos de 25(OH)D libre no hay informacién debido a la falta de estudios
que lo determinen. Tampoco se dispone de un estandar de niveles 6ptimos de 25(0OH)D total,
pero si existen multiples publicaciones que aceptan las siguientes cifras limite para poder
clasificar el estado de suficiencia (> 30 ng/mL), insuficiencia (20 — 30 ng/mL) y deficiencia (< 20

ng/ml).

La siguiente tabla muestra como encajan nuestros resultados de 25(0OH)D total en dicha

clasificacidn
VERANO BURGOS VALENCIA
Concentraciones séricas de vitamina D Sujetos, n (%)
Suficiente (> 30 ng/mL) 9(21,95) 13 (24,53)
Insuficiente (20 - 30 ng/mL) 21 (51,22) 26 (49,06)
Deficiente (< 20 ng/mL) 11 (26,83) 14 (26,42)

Tabla 5.6.7. Clasificacion de las concentraciones séricas de 25(OH)D Total tras el verano

INVIERNO BURGOS VALENCIA
Concentraciones séricas de vitamina D Sujetos, n (%)
Suficiente (= 30 ng/mL) 0 (0,00) 3(6,12)
Insuficiente (20 - 30 ng/mL) 21 (35,00) 31 (63,27)
Deficiente (< 20 ng/mL) 39 (65,00) 15 (30,61)

Tabla 5.6.8. Clasificacion de las concentraciones séricas de 25(OH)D Total tras el invierno




A continuacion, se muestra el analisis con los cambios de las concentraciones séricas de 25(0H)D
total, segun la clasificacion ya mostrada de numero de sujetos con niveles suficientes,

insuficientes y deficientes.

BURGOS Invierno
n (%) p
Verano > 30 ng/mL 20-30ng/mL| <20ng/mL Total
> 30 ng/ml 0 (0,00) 4 (9,75) 5(12,19) 9(21,95)
20-30 ng/mL 0 (0,00) 6 (14,64) 15 (36,58) 21 (51,22)
<20 ng/mL 0 (0,00) 4 (9,75) 7 (17,07) 11 (26,83) <0.001
Total 0 (0,00) 14 (34,15) 27 (65,85) 41 (100,00)

Test de McNemar-Bowker
Tabla 5.6.9. Cambio en las concentraciones de 25(OH)D total segin la clasificacion de sus niveles en

Burgos
VALENCIA Invierno
n (%) p

Verano >30ng/mL | 20-30ng/mL| <20ng/mL Total

>30 ng/mL 1(2,04) 8 (16,33) 3(6,12) 12 (24,49)

20 - 30 ng/mL 2 (4,08) 14 (28,57) 7 (14,29) 23 (46,94)

<20 ng/mL 0(0,00) 9 (18,37) 5(10,20) | 14(2857) | °97°
Total 3(6,12) 31 (63,27) 15(30,61) | 49 (100,00)

1Test de McNemar-Bowker
Tabla 5.6.10. Cambio en las concentraciones séricas de 25(OH)D total segun la clasificacién de sus
niveles en Valencia




CORRELACION ENTRE LAS TECNICAS ANALITICAS DESARROLLADAS

Ya se han mostrado diversos analisis con los resultados de los niveles séricos de vitamina D libre
y total. En las siguientes tablas se muestran los resultados del estudio de correlacién entre

ambas técnicas analiticas:

TOTAL
25(0OH)D total (ng/mL)
Total — — n
Coeficiente correlacidon Pearson p
25(0H)D libre (pg/mL) 0,474 (1C 95%: 0,360 a 0,574) < 0,001
. 25(0OH)D total (ng/mL)
Invierno
Coeficiente correlacidon Pearson p!
25(0H)D libre (pg/mL) 0,461 (IC 95%: 0,298 a 0,600) < 0,001
25(0OH)D total (ng/mL)
Verano
Coeficiente correlacidon Pearson p!
25(0H)D libre (pg/mL) 0,358 (IC 95%: 0,167 a 0,522) < 0,001

1 Coeficiente de correlacion de Pearson

Tabla 5.6.11. Correlacién entre los niveles séricos de 25(OH)total y libre para el total de la muestra

BURGOS
25(0OH)D total (ng/mL)
Total
Coeficiente correlacion Pearson p!
25(0H)D libre (pg/mL) 0,494 (IC 95%: 0,329 a 0,629) < 0,001
Invierno 25(0OH)D total (ng/mL)
Coeficiente correlacidon Pearson p!
25(0H)D libre (pg/mL) 0,258 (IC 95%: 0,002 a 0,482) 0,049
25(0OH)D total (ng/mL)
Verano
Coeficiente correlacidon Pearson p!
25(0H)D libre (pg/mL) 0,443 (IC 95%: 0,157 a 0,661) 0,004

1 Coeficiente de correlacion de Pearson

Tabla 5.6.12. Correlacién entre los niveles séricos de 25(OH)total y libre para la poblacion de Burgos

VALENCIA
25(0OH)D total (ng/mL)
Total
Coeficiente correlacion Pearson p!
25(0H)D libre (pg/mL) 0,403 (IC 95%: 0,227 a 0,554) < 0,001
Invierno 25(0OH)D total (ng/mL)
Coeficiente correlacion Pearson p!
25(0H)D libre (pg/mL) 0.327 (IC 95%: 0,051 a 0,557) 0,022
Verano 25(0OH)D total (ng/mL)
Coeficiente correlacidon Pearson p!
25(0H)D libre (pg/mL) 0,355 (IC 95%: 0,093 a 0,570) 0,009

1 Coeficiente de correlacion de Pearson

Tabla 5.6.13. Correlacion entre los niveles séricos de 25(OH)total y libre para la poblacion de Valencia




5.7.  INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS VARIABLES EN LOS NIVELES SERICOS DE
VITAMINA D

A partir de los resultados expuestos hasta ahora, queremos analizar las posibles relaciones
existentes entre los niveles de 25(0OH)D (libre y/o total), y los distintos factores que pueden
influir en los mismos.

5.7.1. INFLUENCIA DE LA ESTACIONALIDAD

En la siguiente tabla se muestran los cambios en los niveles séricos de 25(0OH)D total y libre entre
el verano y el invierno, diferenciando los lugares de procedencia.

TOTAL
Verano/ Media | Invierno/ Media A Media p
25(0OH)D total
24,91 19,64 5,27 <0,001!
(ng/mL)
25(0OH)D libre
7,13 5,56 1,57 <0,001!
(pg/mL)
BURGOS
Verano/ Media | Invierno/ Media A Media p
25(0OH)D total L
24,31 17,66 6,65 < 0,001
(ng/mL)
25(0OH)D  libre 5
5,01 4,08 0,93 < 0,001
(pg/mL)
VALENCIA
Verano/ Media | Invierno/ Media A Media p
25(0OH)D total
25,99 21,38 4,62 < 0,001
(ng/mL)
25(0OH)D  libre
8,97 7,23 1,74 < 0,001
(pg/mL)

! Test “t” de Student para dos muestras
2 Test “t” de Student para dos muestras corregido para varianzas diferentes
Tabla 5.7.1.1. Andlisis de los cambios estacionales en las concentraciones de 25(OH)D total y libre



5.7.2. INFLUENCIA DEL CLIMA

Para estudiar la implicacién de la diferente climatologia entre las dos poblaciones analizadas en
nuestro trabajo, realizamos la comparacidn entre las muestras obtenidas en Burgos y Valencia,
en ambas estaciones del afio.

En el andlisis de los valores atipicos en los resultados de la 25(0OH)D total en Burgos, sin
diferenciar estaciones, encontramos un valor extremadamente alto, que eliminamos del
estudio, puesto que llevamos a cabo una prueba paramétrica, t de Student. Este mismo analisis
en los resultados de la 25(0OH)D total en Valencia llevé a prescindir de cinco sujetos, por
presentar valores excesivamente elevados.

En el andlisis de los valores atipicos en los resultados de la 25(0OH)D libre en Burgos, encontramos
tres, dos demasiado altos y uno demasiado bajo, que fueron excluidos. De las muestras
procedentes de Valencia no fue necesario excluir ningun resultado.

TOTAL
Valencia/ Media | Burgos/ Media A Media p
25(0OH)D total L
23,26 20,16 3,11 < 0,001
(ng/mL)
25(0OH)D  libre
8,11 4,46 3,65 < 0,0012
(pg/mL)
VERANO
Valencia/ Media | Burgos/ Media A Media p
25(0OH)D total
25,99 24,31 1,68 0,102?
(ng/mL)
25(0OH)D  libre
8,97 5,01 3,96 < 0,001
(pg/mL)
INVIERNO
Valencia/ Media | Burgos/ Media A Media p
25(0OH)D total
21,38 17,66 3,72 < 0,0012
(ng/mL)
25(0OH)D libre
7,23 4,08 3,15 < 0,001?
(pg/mL)

! Test “t” de Student para dos muestras
2 Test “t” de Student para dos muestras corregido para varianzas diferentes
Tabla 5.7.2.1. Andlisis de los cambios estacionales en las concentraciones de 25(OH)D total y libre



5.7.3. INFLUENCIA DE LA LATITUD

Las siguientes tablas muestran la influencia de la latitud (Valencia y Burgos) en las

concentraciones séricas de 25(0OH)D total y libre:

25(0OH)D total (ng/mL)

VERANO Burgos Valencia

Latitud norte 42920°27.1” 3922800
Media (DS) 24,31 (5,25) 25,99 (6,87)
Minimo; maximo 15,14; 33,42 16,18; 42,15
INVIERNO Burgos Valencia

Latitud norte 42220°27.17 3922800
Media (DS) 17,66 (5,04) 21,38 (3,77)

Minimo; maximo

7,92; 28,77

10,84, 26,82

25(0OH)D libre (pg/mL)

VERANO Burgos Valencia

Latitud norte 42920°27.1” 39228°00”
Media (DS) 5,01 (1,25) 8,97 (2,82)
Minimo; maximo 2,41;7,71 4,68; 15,68
INVIERNO Burgos Valencia

Latitud norte 42920°27.1” 3922800
Media (DS) 4,08 (0,66) 7,23 (2,44)
Minimo; maximo 2,63;5,61 2,78; 11,84

Tabla 5.7.3.1. Concentraciones séricas de 25(OH)D total y libre en funcion de la latitud y estacion del afio

A continuacion, se muestra la relacién entre las concentraciones plasmaticas de 25(OH)D total

y libre, y la latitud de cada lugar de origen de las muestras.

25(0OH)D total (ng/mL)
Pendiente R2 pt
VERANO 1,614 0,014 0,025
INVIERNO 4,399 0,174 < 0,001
25(0OH)D libre (pg/mL)
Pendiente R2 pt
VERANO 3,830 0,396 < 0,001
INVIERNO 3,144 0,438 <0,001

! Test de regresion lineal

Tabla 5.7.3.2. Influencia de la latitud en los niveles séricos de 25(OH)D total y libre.




5.7.4. RELACION ENTRE EL IMC Y LOS %GC, Y LOS NIVELES SERICOS DE VITAMINAD

Dada la relacion ampliamente estudiada entre vitamina D y obesidad, hemos querido analizar la

asociacion de los niveles séricos de 25(0OH)D con el IMCy el %GC de nuestros sujetos.

La siguiente tabla muestra los resultados de IMC y %GC, segun la clasificacidon de los niveles
séricos de vitamina D, en cuanto a suficiencia, insuficiencia y deficiencia, en el total de la muestra

y diferenciando también los dos periodos del estudio:

TOTAL
VERANO E INVIERNO

Concentraciones séricas vitamina D Sujetos, n (%) IMC (media, DS)
Suficiente = 30 ng/mL 25(12,32) 24,71 (3,44)
Insuficiente (20 - 30 ng/mL) 98 (48,28) 25,99 (4,14)
Deficiente (< 20 ng/mL) 80 (39,41) 26,61 (4,27)

VERANO
Concentraciones séricas vitamina D Sujetos, n (%) IMC (media, DS)
Suficiente = 30 ng/mL 22 (23,40) 24,69 (3,70)
Insuficiente (20 - 30 ng/mL) 47 (50,00) 26,40 (4,25)
Deficiente (< 20 ng/mlL) 25 (26,60) 28,18 (4,71)

INVIERNO
Concentraciones séricas vitamina D Sujetos, n (%) IMC (media, DS)
Suficiente > 30 ng/Ml 3(2,75) 24,87 (0,33)
Insuficiente (20 - 30 ng/mL) 51 (46,79) 25,63 (4,04)
Deficiente (< 20 ng/mL) 55 (50,46) 25,94 (3,92)

Tabla 5.7.4.1. IMC segun clasificacion de concentraciones séricas de vitamina D en el total de la muestra

estudiada



A continuacidn, se muestran los mismos resultados que en la tabla anterior, 5.7.4.1., pero
exclusivamente con los datos provenientes de Burgos. Se diferencian también los resultados de

las dos estaciones estudiadas:

BURGOS

VERANO E INVIERNO

Concentraciones séricas vitamina D

Sujetos, n (%)

IMC (media, DS)

%GCgia (media,
DS)

Suficiente > 30 ng/mL 9(8,91) 23,86 (3,16) 19,86 (2,86)
Insuficiente (20 - 30 ng/mL) 42 (41,58) 25,78 (4,29) 19,64 (8,01)
Deficiente (< 20 ng/mL) 50 (49,50) 25,62 (3,70) 20,46 (6,58)
VERANO
Concentraciones séricas vitamina D Sujetos, n (%) IMC (media, DS) AGCB’AD(Z)’ed'a’
Suficiente = 30 ng/mL 9(21,95) 23,86 (3,16) 19,86 (2,86)
Insuficiente (20 - 30 ng/mlL) 21 (51,22) 25,96 (4,05) 19,96 (6,34)
Deficiente (< 20 ng/mL) 11 (26,83) 27,09 (4,36) 22,24 (6,25)
INVIERNO
. , . . . . . %GCi dia,
Concentraciones séricas vitamina D Sujetos, n (%) IMC (media, DS) ’ B'AD(ge a
Suficiente = 30 ng/MI 0 (0,00) X X
Insuficiente (20 - 30 ng/mL) 21 (35,00) 25,61 (4,60) 19,41 (9,22)
Deficiente (< 20 ng/mL) 39 (65,00) 25,28 (3,51) 20,05 (6,67)

Tabla 5.7.4.2. IMC y %GC segun clasificacion de concentraciones séricas de vitamina D, diferenciando
por estacion, en la poblacion de Burgos



La siguiente tabla muestra los mismos resultados que las dos anteriores, 5.7.4.1.y5.7.4.2.,
pero referentes a la poblacién de Valencia:

VALENCIA
VERANO E INVIERNO
) - [0) 0,
Concentraciones séricas Sujetos, n | IMC (media, AGC,S'” AGCB',OZQC AGGB."’ZO
, . (media, (media, (media,
vitamina D (%) DS) DS) DS) DS)
Suficiente (= 30 ng/mL) 16 (15,69) | 25,08 (3,59) (2575705; (ZSBfS (ié'gi)
Insuficiente (20 - 30 29,87 28,83 31,99
7 8 26,10 (4 ! ! !
ng/mL) S7(55,88) | 2610(409) | (506) | (559) | (1053)
Deficiente (< 20 ng/mL) 29(28,43) | 28,24 (4,60) 540'5159) (25'2103) 592'2232)
VERANO
0 .. 0, 0,
Concentraciones séricas Sujetos, n | IMC (media, AGC?’” AGCB',‘"“ AGGB,""O
. . 0 (media, (media, (media,
vitamina D (%) DS) DS) DS) DS)
Suficiente (> 30 ng/mL) 13 (24,53) 25,13 (4,01) (2682556) (25723351; (ig’gg)
Insuficiente (20 - 30 31,86 30,67 34,18
26 (49,06 26,74 (4,45 ! ! !
ng/mL) ( ) ( ) (6,31) (5,82) (11,83)
Deficiente (< 20 ng/mL) 14 (26,42) 28,89 (4,94) (‘9’40;32:) (2:9 ’4165) (ié'gé)
INVIERNO
[0) .. 0, 0,
Concentraciones séricas Sujetos, n | IMC (media, %GCsii | %G Crorec | HGCorazo
. . (media, (media, (media,
vitamina D (%) DS) DS) DS) DS)
Suficiente (2 30 ng/mL) 3(612) | 24,87(0,33) (215'6595) (214'58;; (253'203
Insuficiente (20 - 30 28,51 27,58 30,50
31 (63,27 25,64 (3,70 ! ! !
ng/mL) (63,27) B79) | (s66) | (523 | (9,16
Deficiente (< 20 ng/mL) 15(30,61) | 27,65 (4,52) (239'759‘; (238'5502) 5‘71'9386)

Tabla 5.7.4.3. IMC y %GC segun clasificacion de concentraciones séricas de vitamina D, diferenciando
por estacion, en la poblacion de Valencia




En la siguiente tabla se muestra la relacidn entre el IMCy las concentraciones séricas de 25(0OH)D

total y libre en la poblacidn total del estudio:

TOTAL

25(0OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)

TOTAL pendiente R2 pt pendiente R2 p!
IMC (Kg/m?) -0,136 0,011 0,156 0,039 0,004 0,416
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)

VERANO pendiente R2 p! pendiente R2 p?
IMC (Kg/m?) -0,318 0,079 0,011 -0,013 0,000 0,858
25(0OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)

INVIERNO pendiente R2 pt pendiente R2 pt
IMC (Kg/m?) -0,060 0,002 0,632 0,051 0,007 0,383

1 Regresion lineal

Tabla 5.7.4.4. Influencia del IMC en los niveles séricos de 25(OH)D total y libre en el total de la muestra
del estudio, y diferenciando por estacion



En las siguientes tablas se muestra la relacidn entre las concentraciones séricas de 25(OH)D total
y libre, y el IMC y %GC:

BURGOS
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente R2 pt pendiente R2 p!
IMC (Kg/m?) 0,055 0,002 0,747 -0,033 0,021 0,271
%GCgia 0,062 0,009 0,478 0,005 0,002 0,739
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
VERANO pendiente R2 pt pendiente R2 pt
IMC (Kg/m?) -0,294 0,033 0,289 -0,049 0,016 0,462
%GCsia -0,147 0,015 0,509 -0,027 0,009 0,617
INVIERNO 25(OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)
pendiente R2 pt pendiente R2 pt
IMC (Kg/m?) 0,055 0,002 0,747 -0,033 0,021 0,271
%GCsia 0,062 0,009 0,478 0,005 0,002 0,739

1 Regresion lineal
Tabla 5.7.4.5. Influencia del IMC y el%GCg)a en los niveles séricos de 25(0OH)D total y libre en Burgos
en total y diferenciando por estacion

VALENCIA
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente R? pt pendiente R2 p?
IMC (Kg/m?) -0,306 0,046 0,032 0,014 0,001 0,828
%GCsiri -0,141 0,017 0,196 0,047 0,009 0,332
%G Carozec -0,153 0,017 0,196 0,051 0,009 0,332
%G Chrazo -0,018 0,001 0,763 0,011 0,002 0,696
25(0OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)
VERANO pendiente R2 pt pendiente R2 pt
IMC (Kg/m?) -0,450 0,091 0,028 -0,088 0,021 0,304
%GCCsiri -0,209 0,034 0,186 0,011 0,001 0,867
%G Carozec -0,226 0,034 0,186 0,012 0,001 0,867
%GCgrazo -0,023 0,001 0,792 0,004 0,000 0,920
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO pendiente R2 pt pendiente R2 pt
IMC (Kg/m?) -0,194 0,028 0,249 0,103 0,029 0,232
%GCsiri -0,202 0,050 0,124 0,038 0,006 0,586
%G Carozec -0,218 0,050 0,124 0,041 0,006 0,586
%G Chgrazo -0,105 0,040 0,166 -0,012 0,002 0,755

L Regresidn lineal

Tabla 5.7.4.6. Influencia del IMC, el%GCsiri, el%GCagrozec Y €l Y0GChrazo €n los niveles séricos de

25(0OH)D total y libre en Valencia en total y diferenciando por estacion




Teniendo en cuenta que la edad y el sexo influyen de forma muy significativa sobre el IMC, en

las siguientes tablas se refleja de nuevo la relacién entre IMC y %GC con los niveles séricos de la

25(0OH)D total y libre, teniendo en cuenta el peso de la edad y del sexo por separado, y también

en comun.

- Influencia del IMCy el %GC, ajustado por la edad:

TOTAL
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente R p pendiente B p’
IMC (Kg/m?) -0,137 0,010 0,394 0,046 0,001 0,601
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
VERANO [ hendiente B p pendiente 8 2
IMC (Kg/m?) -0,295 0,069 0,065 0,009 0,000 0,992
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO | pandiente R p! pendiente B p
IMC (Kg/m?) -0,078 0,006 0,742 0,047 0,009 0,638

1 Regresion lineal multiple
Tabla 5.7.4.7. Influencia del IMC, ajustado por la edad, en los niveles séricos de 25(OH)D total y libre en
el total de la muestra del estudio, y diferenciando por estacion

BURGOS
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0H)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente B p! pendiente B pt
IMC (Kg/m?) 0,066 0,010 0,757 -0,036 0,040 0,318
%GCgia 0,057 0,014 0,662 0,007 0,020 0,576
25(0H)D total (ng/mlL) 25(0H)D libre (pg/mL)
VERANO  |" o diente R ot pendiente B p!
IMC (Kg/m?) -0,047 -0,026 0,883 0,030 0,074 0,661
%GCgia -0,060 -0,046 0,802 0,002 0,005 0,975
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO pendiente R p! pendiente R pl
IMC (Kg/m?) 0,066 0,051 0,704 -0,036 -0,156 0,241
%GCgia 0,057 0,085 0,522 0,007 0,059 0,657

1 Regresion lineal multiple
Tabla 5.7.4.8. Influencia del IMC y el %GCeg)a, ajustado por la edad, en los niveles séricos de 25(0OH)D

total y libre en Burgos, diferenciando por estacion




VALENCIA

25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) -0,287 0,047 0,094 0,014 0,001 0,977
%GCsiri -0,114 0,022 0,338 0,051 0,010 0,608
%G Carozec -0,124 0,022 0,338 0,055 0,010 0,608
%GCarazo -0,052 0,018 0,403 0,014 0,002 0,896
25(0OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)
VERANO pendiente B pt pendiente B pt
IMC (Kg/m?) -0,381 -0,255 0,085 -0,108 -0,177 0,248
%GCsiri -0,138 -0,122 0,412 0,010 0,021 0,892
%G Chrozec -0,150 -0,122 0,412 0,010 0,021 0,892
%GChrazo -0,084 -0,135 0,363 0,006 0,023 0,881
25(OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) -0,185 -0,160 0,281 0,117 0,192 0,184
%GCsiri -0,195 -0,216 0,153 0,050 0,102 0,486
%G Carozec -0,211 -0,216 0,153 0,054 0,102 0,486
%GCBrazo -0,127 -0,242 0,109 -0,021 -0,075 0,614

'Regresion lineal maltiple
Tabla 5.7.4.9. Influencia del IMC, el%GCsiri, €l%GCarozc Y €l Y0GChgrazo, ajustado por la edad, en los
niveles séricos de 25(OH)D total y libre en Valencia, diferenciando por estacion




- Influencia del IMCy el %GC, ajustado por el sexo:

TOTAL
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente R? p! pendiente R? 2
IMC (Kg/m?) -0,143 0,011 0,355 0,032 0,003 0,760
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
VERANO pendiente R2 p! pendiente R? p!
IMC (Kg/m?) -0,338 0,081 0,038 -0,048 0,009 0,720
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO pendiente R2 p! pendiente R2 pl
IMC (Kg/m?) -0,074 0,005 0,776 0,054 0,008 0,665

1 Regresion lineal maltiple

Tabla 5.7.4.10. Influencia del IMC, ajustado por sexo, en los niveles séricos de 25(0OH)D total y libre en

el total de la muestra del estudio, y diferenciando por estacion

Hay tal déficit en invierno

BURGOS
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0H)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente R p! pendiente B p
IMC (Kg/m?) 0,045 0,003 0,918 -0,032 0,022 0,540
%GCaia 0,079 0,015 0,658 0,004 0,004 0,907
25(0H)D total (ng/mL) 25(0H)D libre (pg/mL)
VERANO | pendiente B p! pendiente 8 P’
IMC (Kg/m?) | -0,348 -0,212 0,275 -0,097 -0,249 0,193
%GCaia -0,147 -0,121 0,526 -0,035 -0,121 0,525
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0H)D libre (pg/mL)
INVIERNO ™ 0 iente ] ot pendiente R ol
IMC (Kg/m?) 0,045 0,035 0,799 -0,032 -0,141 0,300
%GCia 0,079 0,119 0,395 0,004 0,031 0,826

1 Regresion lineal maltiple

Tabla 5.7.4.11. Influencia del IMC y el%GCegia, ajustado por el sexo, en los niveles séricos de 25(OH)D
total y libre en Burgos, diferenciando por estacion




VALENCIA

25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
TOTAL | pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) -0,330 0,053 0,068 0,007 0,004 0,834
%GCsiri -0,138 0,017 0,434 0,060 0,017 0,416
%G Carozec -0,150 0,017 0,434 0,065 0,017 0,416
%GCgrazo -0,006 0,002 0,897 0,024 0,009 0,618
VALENCIA
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
VERANO pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) -0,440 -0,295 0,035 -0,081 -0,133 0,351
%GCsiri -0,249 -0,220 0,129 0,001 0,001 0,994
%G Carozec -0,270 -0,220 0,129 0,001 0,001 0,994
%GCBrazo -0,065 -0,105 0,518 -0,010 -0,040 0,806
25(0OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m2) -0,247 -0,214 0,146 0,088 0,144 0,316
%GCsiri -0,161 -0,179 0,259 0,078 0,160 0,293
%G Carozec -0,175 -0,179 0,259 0,084 0,160 0,293
%GCgrazo -0,076 -0,145 0,406 0,018 0,063 0,710

1 Regresion lineal maltiple
Tabla 5.7.4.12. Influencia del IMC, el%GCsisi, €l%GCarozec Y €l Y0GChrazo, ajustado por el sexo, en los
niveles séricos de 25(OH)D total y libre en Valencia, diferenciando por estacion




- Influencia del IMCy el %GC, ajustado por el sexo y la edad:

TOTAL
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente R p pendiente B p’
IMC (Kg/m?) -0,140 0,011 0,593 0,040 0,005 0,832
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
VERANO | hendiente B p pendiente 8 2
IMC (Kg/m?) -0,309 0,071 0,138 -0,019 0,003 0,973
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO pendiente R pl pendiente R p!
IMC (Kg/m?) -0,087 0,008 0,857 0,049 0,010 0,799

1 Regresion lineal multiple
Tabla 5.7.4.13. Influencia del IMC, ajustado por la edad y por el sexo, en los niveles séricos de 25(0OH)D

total y libre en el total de la muestra del estudio, y diferenciando por estacién

BURGOS
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
TOTAL | pendiente B p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) 0,051 0,012 0,874 -0,037 0,042 0,496
%GCaia 0,076 0,022 0,734 0,005 0,023 0,732
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
VERANO | pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) 0,075 -0,041 0,835 -0,013 -0,032 0,865
%GCaia -0,037 -0,028 0,883 -0,000 -0,001 0,996
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO | yendiente B p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) | 0,051 0,040 0,772 -0,034 -0,147 0,281
%GCaia 0,076 0,114 0,418 0,005 0,040 0,776

1 Regresion lineal multiple
Tabla 5.7.4.14. Influencia del IMC y el%GCegia, ajustado por la edad y por el sexo, en los niveles séricos
de 25(0OH)D total y libre en Burgos, diferenciando por estacion




VALENCIA

25(0OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)
TOTAL pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) -0,298 0,057 0,122 0,011 0,004 0,941
%GCCsiri -0,085 0,024 0,493 0,082 0,023 0,493
%G Carozec -0,092 0,493 0,024 0,089 0,023 0,493
%GCarazo -0,034 0,022 0,533 0,025 0,009 0,811
25(0OH)D total (ng/mL) 25(0OH)D libre (pg/mL)
VERANO pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) -0,381 -0,255 0,089 -0,109 -0,179 0,246
%GCsiri -0,173 -0,153 0,372 -0,021 -0,046 0,794
%G Carozec -0,188 -0,153 0,372 -0,023 -0,046 0,794
%GCerazo -0,097 -0,156 0,340 -0,007 -0,027 0,870
25(0OH)D total (ng/mL) 25(OH)D libre (pg/mL)
INVIERNO pendiente R p! pendiente R p!
IMC (Kg/m?) -0,237 -0,205 0,169 0,102 0.167 0.254
%GCsiri -0,146 -0,161 0,338 0,099 0.203 0.199
%G Carozec -0,158 -0,161 0,338 0,107 0.203 0.199
%GCarazo -0,101 -0,193 0,289 0,009 0.031 0.863

1 Regresion lineal multiple
Tabla 5.7.4.15. Influencia del IMC, el%GCsiri, el%GCerozec Y el Y0GChgrazo, ajustado por la edad y por el
sexo, en los niveles séricos de 25(0OH)D total y libre en Valencia durante el invierno




Para completar este estudio, el siguiente anadlisis muestra la comparativa de los niveles séricos
de 25(OH)D total y libre de los sujetos obesos frente los no obesos. Esta clasificacidn se ha hecho
en funcién de los rangos de IMC establecidos por la OMS, asi como de los %GC (100:107,108),

- Comparacién de los niveles de 25(0OH)D total y libre en el grupo de sujetos con sobrepeso
y obesidad (IMC > 25,0 Kg/m?) frente al grupo sin sobrepeso (IMC < 25,0 Kg/m?):

Para poder utilizar una prueba paramétrica, estudiamos los valores extremos, eliminando
un total de dos resultados de 25(0OH)D total en sujetos obesos, y cinco en los no obesos. En
cuanto a la 25(OH)D libre, excluimos un valor atipico en el grupo de sujetos obesos, y tres
en el grupo con intervalo de IMC normal. Este mismo analisis realizado en cada poblacion
por separado mostré llevé a: en Burgos, sdlo fue necesario eliminar un valor extremo de
los resultados de 25(0OH)D total, y tres de 25(OH)D libre. Mientras que, en la muestra
procedente de Valencia, prescindimos de nueve datos de 25(OH)D total, y sélo uno de
25(0OH)D libre.

También comprobamos el supuesto de homogeneidad de varianzas con la prueba de
Levene, el de normalidad no fue necesario teniendo en cuenta que el tamafio de la muestra
ya loasegura.

TOTAL
INTERVALO NORMAL SOBREPESO Y
(IMC < 25,0 Kg/m?) OBESIDAD A media p
di ,+DS (IMC = 25,0 Kg/m?)
media = media + DS
(Z:g(;)n:lz;) total 22,23 +£5,85 21,35 +5,67 0,88 0,143!
(zsg(f)n:?;) bre 6,05 £ 2,58 6,33 £ 2,60 029 | 0782
BURGOS
INTERVALO NORMAL SOBREPESO Y
(IMC < 25,0 Kg/m?) OBESIDAD A media p
media + DS (IMC > 25,0 Kg/m?)
B media + DS
25(0H)D total
( :g(;)m Z) tota 20,57 + 6,41 19,69 + 5,87 089 | 0,237
(Zr)Sg(?r:E;D fore 4,50 £1,04 4,42 £1,10 0,08 0,349!
VALENCIA
INTERVALO NORMAL SOBREPESO'Y
(IMC < 25,0 Kg/m?) OBESIDAD A media p
media + DS (IMC 2 25,0 Kg/m?)
~ media + DS
(2:5,:3;) total 23,69 £ 3,49 22,69+518 099 | 0136
(zsg(?nt'ﬁ)[) bre 8,24 2,99 7894243 035 | 0,258

! Test “t” de Student para dos muestras
2 Test “t” de Student para dos muestras corregido para varianzas diferentes
Tabla 5.7.4.16. Comparacién de los niveles de 25(OH)D total y libre seguin IMC (obesidad vs. Intervalo
normal), en el total de la muestra, y por poblaciones



- Comparacion de los niveles de 25(OH)D total y libre en el grupo de sujetos con sobrepeso y
obesidad frente al grupo de sujetos sin sobrepeso con datos del %GC. En el caso de Valencia,

se ha tenido en cuenta el %GCsii. Estos datos tienen en cuenta la edad y el sexo de los sujetos
para su clasificacién (104105,

Como en el andlisis anterior, para poder realizar la prueba de t de Student, analizamos
primero los valores atipicos, lo que derivd en la eliminacién de tres resultados de 25(0OH)D
total y otros once de 25(OH)D libre, en el estudio de la muestra total. En el caso de Valencia,
prescindimos de tres resultados atipicos de 25(0OH)D total y dos de 25(OH)D libre. En
Burgos, eliminamos un resultado atipico de 25(OH)D total y tres de 25(OH)D libre.

TOTAL
INTERVALO NORMAL SOBREPESO Y A redi
media + DS OBESIDAD media + Ds | - Medid P
25(OH)D total 20,69 + 5,84 22,90 + 6,37 221 0,996
(ng/mL)
25(0H)D libre 4,88+ 1,63 7,43 £2,92 22,54 <0,0012
(pg/mL)
BURGOS
INTERVALO NORMAL SOBREPESO Y A medi
media + DS OBESIDAD media * DS edia P
25(OH)D total 19,76 5,96 19,52 % 6,61 0,24 0,437*
(ng/mL)
25(OH)D libre 438 +1,08 4,36 0,96 0,02 0,478"
(pg/mL)
VALENCIA
SOBREPESO Y
'NTERVA;OL\'SEMAL OBESIDAD A media b
media = media = DS
25(0H)D total 22,11+ 4,92 23,83 + 5,04 1,72 0,058!
(ng/mL)
25(OH)D libre 7,73 2,96 8,30+ 2,67 0,57 0,160"
(pg/mL)

! Test “t” de Student para dos muestras

2 Test “t” de Student para dos muestras corregido para varianzas diferentes

Tabla 5.7.4.18. Comparacion de los niveles de 25(OH)D total y libre segiin %GC (obesidad vs. intervalo
normal), por poblaciones




Comparacion de los niveles de 25(OH)D total y libre entre los grupos de sujetos con
intervalo normal (IMC < 25,0 Kg/m?), sobrepeso (IMC = 25,0 — 29,9 Kg/m?) y obesidad (IMC
> 30,0 Kg/m?), con datos de IMC:

Antes de desarrollar este andlisis, realizamos una exploracién de los datos, con el objetivo
de detectar y prescindir de valores anémalos. Obtuvimos asi, en el total de la muestra, un
valor atipico de 25(0OH)D total del grupo de obesidad, dos del grupo de sobrepeso y cinco
del normopeso. En cuanto a la 25(0OH)D libre en el total de la muestra, encontramos dos
valores atipicos del grupo de obesidad y tres del normopeso. En Burgos, eliminamos dos
valores atipicos de 25(OH)D total del grupo de obesidad y dos del grupo de sobrepeso, y
cuatro valores extremos de 25(OH)D libre del grupo de sobrepeso, y tres del grupo de
normopeso. En valencia, prescindimos de un valor andmalo de 25(0OH)D total del grupo de

obesidad, y ocho del normopeso, y también de dos valores atipicos de 25(OH)D libre.

TOTAL
INTERVALO SOBREPESO
BESIDAD
NORMAL (IMC = 25,0 — (IOMCS> 200 p! p!
(IMC < 25,0 29,9 Kg/m?), K /mz)_me,dia lineal | cuadratica
Kg/m?), media Media & ¢
25(OH)D total 22,23 5,85 21,22 +5,97 21,55+ 5,22 0,414 0,460
(ng/mL)
25(0H)D libre 6,05 + 2,58 6,14 + 2,64 6,47 + 2,31 0,406 0,765
(pg/mL)
BURGOS
INTERVALO SOBREPESO
NORMAL (IMC = 25,0 — (?Jgsigg% p! p!
(IMC< 25,0 29,9 Kg/m?), K /mz)_me,dia lineal | cuadratica
Kg/m?), media media & ’
25(0H)Dtotal | o oo 6 4y 18,24 + 5,03 21,19+4,60 | 0,794 | 0,056
(ng/mL)
25(CH)D libre 4,50 + 1,04 4,12 +0,75 4,62 +1,09 0,947 0,063
(pg/mL)
VALENCIA
INTERVALO SOBREPESO
NORMAL (IMC = 25,0 — (Iol\igsigg% p! p!
(IMC< 25,0 29,9 Kg/m?), K /mz)_me,dia lineal | cuadratica
Kg/m?), media media & ¢
2 D
5(OHDtotal | ) oy 35 23,21+552 21,85+456 | 0,033 0,997
(ng/mL)
25(CH)D libre 8,24 + 2,99 7,64 +2,58 8,06 + 1,84 0,642 0,362
(pg/mL)

! Andlisis de la varianza (ANOVA) con prueba de tendencia

Tabla 5.7.4.18. Comparacion de los niveles de 25(OH)D total y libre segin IMC (intervalo normal vs.

sobrepeso vs. obesidad), en el total de la muestra, y por poblaciones




- Comparacidn de los niveles de 25(OH)D total y libre entre los grupos de sujetos con
intervalo normal, sobrepeso y obesidad, con datos del %GC: Al igual que en la tabla
5.7.4.17., en el caso de Valencia, se ha tenido en cuenta el %GCs;i, y todos los datos de %GC
tienen en cuenta la edad y el sexo de los sujetos para su clasificacion (107:108);

Una vez mds, realizamos un analisis de los valores anémalos previo. Eliminamos tres valores
atipicos de 25(OH)D total del grupo de sobrepeso, y otros tres del normopeso. En cuanto a
la 25(OH)D libre, prescindimos de once resultados del grupo de normopeso. En Burgos,
eliminamos un valor andmalo de 25(0OH)D total del grupo de obesidad y otro del grupo de

normopeso, y tres resultados de 25(OH)D libre del grupo de normopeso. En Valencia,
eliminamos dos valores extremos de 25(OH)D total del grupo de normopeso.
TOTAL
INTERVALO SOBREPESO, OBESIDAD, 1 p!
NORMAL, . . p* lineal -
. media Media cuadratica
media
25(0H)Dtotal | o 4g 45 74 23,10+ 6,41 22,55+503 | 0,020 0,128
(ng/mL)
25(OH)D libre 5,05+ 1,70 7,39+ 3,11 7,46 2,72 <0,001 0,006
(pg/mL)
BURGOS
INTERVALO SOBREPESO, OBESIDAD, . p
NORMAL, . . p' lineal -
. media Media cuadratica
media
25(0H)Dtotal |9 64 5 g6 18,90 + 7,43 21,68+4,22 | 0,585 0,398
(ng/mL)
25(0H)Dllibre | ) 55, 4 5g 433+1,12 4,40+ 0,77 0,997 0,885
(pg/mL)
VALENCIA
INTERVALO SOBREPESO, OBESIDAD, . p
NORMAL, ) . p' lineal -
. media Media cuadratica
media
25(0H)Dtotal | o) 11440 26,14 + 7,02 23,13+4,73 | 0,508 0,004
(ng/mL)
25(OH)D libre 7,73 2,96 8,38 + 2,89 8,23 +2,48 0,458 0,486
(pg/mL)

! Andlisis de la varianza (ANOVA) con prueba de tendencia

Tabla 5.7.4.19. Comparacion de los niveles de 25(OH)D total y libre segin %GC (intervalo normal vs.

sobrepeso vs. obesidad), en el total de la muestra, y por poblaciones




5.7.5. INFLUENCIA DE LOS HABITOS DE EXPOSICION SOLAR

Con los datos recogidos en la encuesta sobre los habitos de exposicion solar, analizamos la
influencia de tres variables relacionadas con ellos sobre las concentraciones de vitamina D:

- Tiempo al aire libre en las horas de maximo calor (10 AM — 4 PM) durante el verano
- Actitud ante la exposicidn solar
- Uso de cremasfotoprotectoras

La siguiente tabla muestra la relacién entre la cantidad de horas al dia al aire libre durante las
10 AM y las 4 PM, rango horario con el maximo calor, en el verano, y las concentraciones de

25(0OH)D total y libre, segun poblacién de origen:

BURGOS

Horas/dia al aire
libre en verano
(10 AM- 16 PM)

<1 hora

1 -3 horas

> 3 horas

p! lineal

1
p
cuadratica

25(OH)D total

(ng/mL)
(media + DS)

22,31+£4,01

24,46 £5,47

28,96 +2,11

0,023

0,499

25(OH)D libre

(pg/mL)
(media + DS)

4,27 +1,29

5,19+1,30

5,69+0,76

0,024

0,633

! Analisis de la varianza (ANOVA) con prueba de tendencia
Tabla 5.7.5.1. Relacién entre las horas al dia de exposicion solar durante el verano y las concentraciones
séricas de 25(OH)D total y libre en Burgos

VALENCIA
Horas/dia al aire
libre en verano <1 hora 1 -3 horas >3 horas p! lineal p* cuadrética
(10 AM- 16 PM)
25(0H)D total 24,76 26,51 23,87 +
(ng/mL) 49 30 33 0,835 0,249
(media £ DS) ! ! !
25(OH)D libre
(pg/mL) 8,18+2,97 | 9,21+2,84 | 9,06+2,71 0,466 0,463
(media + DS)

! Andlisis de la varianza (ANOVA) con prueba de tendencia
Tabla 5.7.5.2. Relacion entre las horas al dia de exposicion solar durante el verano y las concentraciones
séricas de 25(OH)D total y libre en Valencia



Las siguientes tablas muestran los resultados de analizar la relaciéon entre la actitud ante la

exposicidn solar durante el verano, y las concentraciones séricas de 25(0OH)D total y libre, en

Burgos y Valencia:

BURGOS
ACtItL.jd. ,ante 2 Lo evitan A veces Lo buscan p!
exposicion solar
25(0OH)D total
(ng/mL) 24,02 £ 0,08 25,25+ 4,77 20,80 6,18 0,152
(media + DS)
25(OH)D libre
(pg/mL) 4,02+1,20 520+1,32 4,52 +1,08 0,278
(media £ DS)

! Andlisis de la varianza (ANOVA)
Tabla 5.7.5.3. Relacion entre la actitud ante la exposicion solar durante el verano y las concentraciones

séricas de 25(OH)D total y libre en Burgos

VALENCIA
ACtItl.jd. :amte la Lo evitan A veces Lo buscan p!
exposicién solar
25(0OH)D total
(ng/mL) 26,78 £ 6,57 22,82 + 4,67 25,19+7,17 0,121
(media £ DS)
25(OH)D libre
(pg/mL) 8,81+2,55 8,84 £ 3,33 10,47 £2.45 0,615
(media £ DS)

! Anélisis de la varianza (ANOVA)
Tabla 5.7.5.4. Relacion entre la actitud ante la exposicion solar durante el verano y las concentraciones

séricas de 25(0OH)D total y libre en Valencia




La ultima variable sobre los habitos de exposicidon solar a valorar es el uso de cremas de
fotoproteccidn solar. Las siguientes dos tablas muestra la relacidon entre esta variable y las
concentraciones séricas de 25(0OH)D total y libre, en Burgos y Valencia:

BURGOS
Fath),r de Factor <20 | Factor 21-40 | Factor =40 p! lineal pl, .
proteccion solar cuadratica

25(0OH)D total

(ng/mL) 19,8 +4,81 | 26,33+6,72 | 24,46 + 6,68 0,310 0,085
(media £ DS)
25(OH)D libre

(pg/mL) 4,55+1,27 | 540+1,22 5,25 +1,90 0,493 0,392
(media + DS)

! Analisis de la varianza (ANOVA) con prueba de tendencia
Tabla 5.7.5.5. Relacion entre el factor de proteccion solar utilizado durante el verano y las
concentraciones séricas de 25(0OH)D total y libre en Burgos

VALENCIA
Fath),r de Factor <20 | Factor21-40 | Factor =40 p?! lineal p! cuadratica
proteccién solar

25(0OH)D total

(ng/mL) 29,53+15,41 | 27,54+7,22 | 24,47 £ 6,17 0,156 0,875
(media + DS)
25(OH)D libre

(pg/mL) 9,69 + 1,60 8,69 + 3,63 8,96 +2,73 0,941 0,662
(media + DS)

! Analisis de la varianza (ANOVA) con prueba de tendencia
Tabla 5.7.5.6. Relacién entre factor de proteccion solar utilizado durante el verano y las concentraciones
séricas de 25(OH)D total y libre en Valencia

Puesto que un factor de proteccidn solar por encima de 8 puede reducir ya la sintesis cutanea
de vitamina D en un porcentaje importante, a continuacidon, mostramos la relacién entre las
concentraciones de 25(OH)D total y el uso de factores de proteccién solar. Tan sélo se muestran
los resultados obtenidos en Valencia, ya que en Burgos la practica totalidad de la muestra afirmé
utilizar factores de proteccion solar, pero en Valenciano.

Factor de NO factor de
proteccién solar | proteccion solar A Media p!
(media) (media)
25(&:}&{‘)’”' 25,44 27,54 2,11 0,165
2 D li
> (((;:/)m'L')bre 8,94 9,08 0,15 0,434

Test “t” de Student para dos muestras
Tabla 5.7.5.7. Relacion entre el uso de factores de proteccion solar y las concentraciones séricas de
vitamina D en Valencia




5.7.6. INFLUENCIA DE LA INGESTA DE VITAMINA D EN SUS NIVELES SERICOS

Aunque en menor medida que la sintesis cutanea, el aporte dietético de vitamina D es también
una fuente de esta vitamina.

La siguiente tabla muestra la influencia de la ingesta de vitamina D en los niveles séricos de
25(OH)D total y libre:

INGESTA DE VITAMINA D EN BURGOS
25(0OH)D total (ng/mL)
pendiente R2 pt
VERANO 0,073 0,002 0,808
INVIERNO 0,142 0,012 0,399
25(0OH)D libre (pg/mL)
pendiente R2 p!
VERANO -0,040 0,009 0,573
INVIERNO -0,004 0,001 0,886

! Test de regresion lineal

Tabla 5.7.6.1. Influencia de la ingesta de vitamina D en los niveles séricos de 25(OH)D total y libre, en
Burgos

INGESTA DE VITAMINA D EN VALENCIA
25(0OH)D total (ng/mL)
pendiente R? pt
VERANO 0,118 0,004 0,643
INVIERNO 0,039 0,001 0,826
25(0OH)D libre (pg/mL)
pendiente R2 p!
VERANO -0,046 0,004 0,662
INVIERNO -0,058 0,009 0,497

! Test de regresion lineal

Tabla 5.7.6.2. Influencia de la ingesta de vitamina D en los niveles séricos de 25(OH)D total y libre, en

Valencia




5.7.7. INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS VARIABLES EN LOS NIVELES SERICOS DE 25(0OH)D TOTAL
Y LIBRE

La siguiente tabla muestra la influencia de las diferentes variables, ya analizadas por separado,
en los niveles séricos de 25(OH)D total:

25(0OH)D total (ng/mL)
Coeficiente Error estandar pt
EDAD -0,05 0,04 0,190
ESTACIONALIDAD
(\?eranc?vs. Invierno) 215 0,89 <0,001
CLIMA (Valencia vs. Burgos) 3,44 1,21 0,005
IMC (Kg/m?) -0,21 0,13 0,110
%GC 0,01 0,08 0,971
HABITOS DE EXPOSICION
SOLAR
Horas/dia al aire libre
en verano
(10 AM- 16 PM)
1-3 horas 0,20 1,08 0,854
> 3 horas -0,72 1,24 0,560
Actitud ante la
exposicién solar
A veces 0,82 1,08 0,451
Lo buscan -0,12 1,40 0,930
Factor de proteccion
solar (escala)
<20 -2,69 1,85 0,147
20-40 -1,51 1,39 0,281
>40 -2,14 1,31 0,103
INGESITA DE VITAMINA D 0,08 0,16 0,617
(ng/dia)
INGESTA DIARIA DE VITAMINA
D (suficiente/insuficiente) 0,02 1,20 0,988

1Regresidn lineal maltiple
Tabla 5.7.7.1. Influencia de las distintas variables en los niveles séricos de 25(OH)D total




La siguiente tabla muestra la influencia de las diferentes variables, ya analizadas por separado,
en los niveles séricos de 25(OH)D libre:

25(0OH)D libre (pg/mL)
Coeficiente Error estandar p?
EDAD -0,00 0,01 0,954
ESTACIONALIDAD
(\?eranc?vs. Invierno) 1,46 0,32 <0,001
CLIMA (Valencia vs. Burgos) 3,29 0,44 <0,001
IMC (Kg/m?) -0,03 0,05 0,508
%GC 0,03 0,03 0,318
HABITOS DE EXPOSICION
SOLAR
Horas/dia al aire libre
en verano
(10 AM- 16 PM)
1-3 horas 0,15 0,39 0,711
>3 horas -0,08 0,46 0,864
Actitud ante la
exposicién solar
A veces 0,37 0,39 0,350
Lo buscan 0,17 0,50 0,735
Factor de proteccion
solar (escala)
<20 -0,25 0,66 0,711
20-40 -0,07 0,51 0,895
>40 0,11 0,48 0,816
INGESITA DE VITAMINA D -0,09 0,06 0,117
(ng/dia)
INGESTA DIARIA DE VITAMINA
D (Gsu?iciente/insuficiente) 0,67 0,44 0,126

1Regresion lineal multiple
Tabla 5.7.7.1. Influencia de las distintas variables en los niveles séricos de 25(OH)D libre




Las variables independientes incluidas en el andlisis de regresion lineal multiple cuyos resultados
se muestran en las tablas 5.7.7.1. y 5.7.7.2., son numerosas, lo que puede llevar a estimaciones
inestables si se confirma colinealidad entre las mismas. Por ello, a continuacion se muestran los
resultados del analisis de colinealidad, mediante el estudio de la tolerancia (1/VIF) y del factor
de incremento de tolerancia (VIF-Variance inflation), tanto para los niveles de 25(0OH)D total,
como para los de 25(0OH)D libre:

25(0OH)D total (ng/mL)
VIF 1/VIF
EDAD 1,35 0,743
(Verano v, Inerno) 110 0509
CLIMA (Valencia vs. Burgos) 2,20 0,455
IMC (Kg/m?) 1,99 0,503
%GC 3,28 0,305
HABITOS DE EXPOSICION SOLAR
Horas/dia al aire libre en
verano (10 AM- 16 PM)
1-3 horas 1,62 0,618
> 3 horas 1,57 0,637
Actitud ante la exposicion solar|
A veces 1,63 0,614
Lo buscan 1,52 0,658
Factor de proteccidn solar
(escala)
No 1,64 0,611
<20 2,19 0,46
20-40 2,35 0,426
> 40 1,11 0,898
INGESITA DE VITAMINA D 197 0,509
(ng/dia)
D (utcente/insuficente) 2,00 0,500

Tabla 5.7.7.3. Analisis de colinealidad de las variables independientes sobre los niveles
de 25(OH)D total



25(0OH)D libre (pg/mL)
VIF 1/VIF
EDAD 1,34 0,746
Verano s, nverno) 1,08 0924
CLIMA (Valencia vs. Burgos) 2,18 0,458
IMC (Kg/m?) 1,97 0,507
%GC 3,23 0,310
HABITOS DE EXPOSICION SOLAR
Horas/dia al aire libre en
verano (10 AM- 16 PM)
1-3 horas 1,61 0,621
> 3 horas 1,56 0,640
Actitud ante la exposicién solar|
A veces 1,63 0,613
Lo buscan 1,51 0,661
Factor de proteccion solar
(escala)
No 1,65 0,607
<20 2,18 0,459
20-40 2,36 0,423
>40 1,11 0,899
INGES,TA DE VITAMINA D 194 0,516
(ng/dia)
D (utciente/msuficente) 198 0505

Tabla 5.7.7.4. Andlisis de colinealidad de las variables independientes sobre los niveles
de 25(OH)D libre




Una vez eliminadas aquellas variables con mayor evidencia de colinealidad (%GCy los diferentes
factores de proteccién solar), se muestran a continuacién los resultados del proceso de

regresion por pasos, y en concreto, de exclusidén por pasos (Backward stepwise selection):

25(0OH)D total (ng/mL)

Coeficiente Error estandar p!
ESTACIONALIDAD
(Verano vs. Invierno) 5,40 0,84 <0,001
CLIMA (Valencia vs. Burgos) 3,10 0,85 <0,001
IMC (Kg/m?) -0,23 0,10 0,024
Factor de proteccidn solar
(Si/No) -2,05 1,10 0,063

Tabla 5.7.7.5. Método de Backward stepwise para los niveles de 25(0OH)D total

25(0OH)D libre (pg/mL)

Coeficiente Error estandar pt
ESTACIONALIDAD 1,49 0,30 <0,001
(Verano vs. Invierno)
CLIMA (Valencia vs. Burgos) 3,38 0,30 <0,001

Tabla 5.7.7.7. Método de Backward stepwise para los niveles de 25(0OH)D libre

Con la seleccion del mejor modelo predictivo para las concentraciones séricas de 25(0OH)D total
y libre, se muestran los resultados del anadlisis de la influencia de estas variables sobre dichos

niveles:
25(0OH)D total (ng/mL)
Coeficiente Error estandar pt
ESTACIONALIDAD
(Verano vs. Invierno) 5,37 0,82 <0,001
CLIMA (Valencia vs. Burgos) 3,14 0,83 < 0,001
IMC (Kg/m?) -0,24 0,10 0,017
Factor de proteccidn solar
(Si/No) -2,06 1,09 0,060

1Regresidn lineal maltiple

Tabla 5.7.7.7. Influencia de los predictores sobre los niveles séricos de 25(OH)D total

25(0OH)D libre (pg/mL)

Coeficiente Error estandar pt
ESTACIONALIDAD
(Verano vs. Invierno) 1,41 0,29 <0,001
CLIMA (Valencia vs. Burgos) 3,46 0,29 <0,001

1Regresidn lineal multiple




Tabla 5.7.7.8. Influencia de los predictores sobre los niveles séricos de 25(OH)D libre



DISCUSION DE LOS RESULTADOS



6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS
MUESTRA

Para valorar la influencia de la estacionalidad en los niveles séricos de vitamina D en poblacion
sana espafola, y cumplir asi uno de los objetivos de este trabajo, seleccionamos dos provincias:
Burgos y Valencia, y dos momentos anuales diferentes: tras el periodo estival (octubre —
noviembre) y tras el periodo invernal (marzo — abril). La forma mas adecuada y fiable de
determinar el grado de dicha influencia es realizar medidas intrasujeto en ambas estaciones.
Para ello, seria fundamental que los mismos sujetos que participaran en los meses invernales lo
hicieran también en los meses estivales, dentro de la programacién del proyecto. Conseguir esto
en ambas ciudades es muy dificil, puesto que se trata de donantes de sangre que no necesitan
programar su visita a estos centros para poder realizar la donacién. La consecuencia de que esto
no ocurriera seria la pérdida de demasiada informacion. Por ello, decidimos que sujetos
diferentes pudieran participar en ambas recogidas de datos. Para que esto no supusiera un sesgo
importante, controlamos las variables que pudieran interferir en los resultados, a través de los
cuestionarios que todos los participantes completaron. Estas variables son: Edad, sexo, residencia
habitual, obesidad (IMC), dieta y habitos de exposicion solar. Ademds, para asegurar que este
sesgo quedaba reducido lo maximo posible, durante los dos periodos en los que desarrollamos
las recogidas de muestras, se permitié participar a todos los sujetos que cumplieran las
condiciones de inclusion. Asi, obtuvimos en Valencia un total de 190 sujetos, mientras que en
Burgos reclutamos a 101 personas. Puesto que el tamafio muestral estimado era de 206 sujetos,
calculo que asumia un 10% de posibles pérdidas, no realizamos ninguna operacién con los
participantes de Burgos. Sin embargo, ya que en Valencia obtuvimos casi 190 sujetos mas de los
necesarios, realizamos una aleatorizacion con el programa estadistico Stata/IC14. De esta forma,
y al menos en esta poblacidn, disminuimos aun mas ese posible sesgo.

Cabe destacar con respecto al calculo del tamafio muestral, que asumimos una potencia del
90%. El minimo aceptado, y a su vez el mas utilizado, en investigacidn biomédica es una potencia
del 80% 82, Por lo tanto, nuestra muestra tiene una elevada probabilidad de detectar una
diferencia cuando realmente exista. Es decir, tiene una elevada potencia.

Finalmente, la muestra real del estudio estuvo constituida por un total de 206 sujetos, de los
cuales 112 participaron en el periodo invernal, 60 de ellos procedentes de Burgos y 52 de
Valencia, y 94 participaron en el periodo estival, 41 de ellos procedentes de Burgos y 53 de
Valencia.

La tabla 5.1.2. muestra los datos perdidos para cada variable considerada en el estudio, y en
todas ellas el porcentaje de datos perdidos y/o desconocidos es muy inferior al 10%, por lo que
se puede considerar que el nimero de sujetos participantes es suficiente para resolver los
objetivos buscados en este estudio.

Puesto que el objetivo del analisis de las muestras de los participantes era reflejar los valores de
vitamina D durante el verano y el invierno, la eleccidon de los momentos de su recogida se ha
basado en las fechas de fin del verano, 22 de septiembre, y de fin del invierno, 20 de marzo.
Teniendo en cuenta ademas la semivida del metabolito 25(0OH)D, que es de tres semanas.
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DATOS DEMOGRAFICOS

Los participantes del estudio procedian de dos poblaciones diferentes: Burgos y Valencia,
siendo, en cada caso, la residencia habitual del 92,23% de todos ellos. En Burgos, 90 de los
participantes (89,11%) confirman que esta provincia es su residencia habitual, para 5 (4,95%) su
residencia temporal, y 2 (1,98%) fueron turistas. Mientras que, en Valencia 100 sujetos (95,24%)
afirman que esta provincia es su residencia habitual, 3 (2,86%) habitan en ella como residencia
temporal, y 2 (1,90%) fueron turistas. Esto demuestra que los resultados obtenidos en este
estudio son un reflejo de las caracteristicas propias de ambas poblaciones.

La edad media de los sujetos fue de 40,97 + 12,35 afios. Muy similar entre ambas poblaciones,
en Valencia fue de 41,41 + 13,67 aios, y en Burgos de 40,49 + 10,79 afios. Esta media de edad
refleja que el estudio se ha desarrollado en sujetos jévenes, ademas de sanos, por lo que cabria
esperar unos niveles adecuados de vitamina D. Estudios desarrollados en poblacién mas
anciana, como el elaborado por Vaquerio et al. *®® en mayores de 64 afios muestran unos
porcentajes de sujetos con hipovitaminosis muy elevados, explicandolo, al menos en parte, por
habitos de exposicidn solar poco frecuentes, asi como por ingestas de vitamina D inferiores a lo
indicado en este grupo de edad (> 10 pg/dia). Nuestros sujetos, en cambio, sélo por su edad es
esperable que presenten unos habitos de exposicién solar mas favorables, como se ha mostrado
en los resultados y se discutird a continuacidn, y requeriran ingestas sélo superiores a 5 pg/dia
en un alto porcentaje, pues practicamente un 75% de la muestra presentan una edad inferior a
50 aiios. Otra caracteristica importante de las poblaciones de edad avanzada, que no se debe
olvidar cuando se estudia el estatus de vitamina D, es que la cantidad de 7-dehidrocolesterol en
la piel disminuye a medida que se cumplen afios. De hecho, como ya se ha mencionado en este
trabajo, los depdsitos de este precursor de la vitamina D en un individuo de 70 afios son
aproximadamente un 20 — 25% de los que se encuentran en un sujeto de 20 afios. Esta situacion
supondria también que la muestra de este estudio reflejara unos niveles adecuados de 25(0OH)D,
o al menos mucho mas elevados que los que muestran estudios como los mencionados.

También fue muy similar en ambas poblaciones el porcentaje de participacion por sexo. En total
participaron 122 hombres (59,22%) y 84 mujeres (40,78%). En Valencia participaron 62 hombres
(59,05%) y 43 mujeres (40,95%), y en Burgos 60 hombres (59,41%) y 41 mujeres (40,59%). Estos
resultados reflejan la realidad de los Donantes de Sangre, pues el porcentaje de hombres es
superior al de mujeres. En Burgos, durante todo el 2018, se realizaron un total de 12.139
donaciones, de la cuales 7.278 fueron de hombres (59,96%) y 4.861 de mujeres (40,04%) (**%), En
Valencia, se realizaron en el mismo afio 168.364 donaciones, de las cuales 104.386 (62,01%)
fueron de hombres, y 63.978 de mujeres (37,99%) (8,

Los datos demograficos de los sujetos en ambas poblaciones son, por tanto, similares. Es por
ello, que no se espera que la edad o el sexo puedan generar sesgos en los resultados.



DATOS ANTROPOMETRICOS

Como puede observarse en las tablas 5.3.1. y 5.3.2, los datos antropomeétricos basicos (altura,
peso e IMC) de ambas poblaciones son muy similares.

Los métodos de obtencién del %GC en ambas poblaciones son diferentes, en Burgos se obtiene
a partir de un estudio de BIA, mientras que en Valencia se ha realizado mediante el registro de
pliegues cutdneos. Aunque en el inicio del proyecto, el estudio antropométrico no se planted de
esta manera, la falta de disponibilidad de aparatos BIA, lo suficientemente similares en ambos
lugares como para asegurar la ausencia de sesgos, llevdé a un cambio de planes. Teniendo en
cuenta que ambas poblaciones son muy parecidas en cuanto a datos demograficos, se decidié
gue esta problematica podia transformarse en una oportunidad. Estudiar cada poblacién por
separado, con estudios antropométricos distintos, seguia ofreciendo unos tamafios de muestra
aceptables para obtener resultados fiables, de mdas de 100 sujetos por poblacidn a estudio.
Diversos estudios han comparado las multiples maneras que existen de obtener el %GC, asi
como el grado de concordancia entre dicho %GCy el IMC, y esta comparacion se convirtié en una
variable mas de nuestro estudio.

Al analizar la correlacién entre el IMC y los %GC encontramos que, en Burgos, donde el %GC se
habia obtenido con un estudio de impedancia bioeléctrica, el coeficiente de correlacién de
Pearson muestra una correlacion positiva, de 0,680, estadisticamente significativa.
Diferenciando por sexo, los coeficientes encontrados son muy similares y también
estadisticamente significativos, de 0,840 para las mujeres y de 0,780 para los hombres.

La impedancia bioeléctrica es una técnica ampliamente estudiada y validada para conocer de
forma certera la composicidn corporal. En nuestro estudio, aunque la correlacién entre el %GCgia
y el IMC resulte positiva y estadisticamente significativa, no muestra una relacion intensa entre
ambas variables. Esto se puede explicar, por un lado, por las limitaciones ya explicadas del IMC,
pero por otro, porque no debemos obviar el hecho de que la impedancia bioeléctrica deba
hacerse en unas condiciones que en nuestro estudio han sido imposibles de cumplir, como es el
ayuno en las 4 horas previas a la realizacién del estudio. Como ya se ha explicado previamente,
esta condicién en donantes de sangre ni puede, ni debe cumplirse, ya que es necesario que antes
y durante la donacién, los sujetos se encuentren correctamente nutridos y, sobre todo, bien
hidratados. Por ello, esto puede resultar una limitacién en nuestros resultados. Aun asi, es
importante resaltar que dicha limitacidon produce un error sistematico, que se distribuye igual
en todos los sujetos.

En Valencia el coeficiente de correlacion de Pearson entre el IMCy el %GC, mostrados en la tabla
5.3.3,, en el estudio de la totalidad de los sujetos, también resultd positivo. Dicho porcentaje se
habia calculado a partir del pliegue tricipital, con la ecuacidn de Siri y de Brozec, aunque reflejé
una correlacién menos intensa (0,458 para ambas ecuaciones) que los resultados de Burgos.
Que el coeficiente de correlacion coincida con ambas ecuaciones es lo mas razonable, ya que
utilizan los mismos parametros y tan sélo difieren en una constante. Al estudiar a hombres y
mujeres por separado, este coeficiente, para ambas ecuaciones, es mas intenso en hombres,
0,601 y 0,444 respectivamente, siendo ambos resultados estadisticamente significativos.

La tabla 5.3.3. también muestra el analisis del coeficiente de correlacién de Pearson entre el IMC
y el %GCara0, calculado a partir del pliegue tricipital y la circunferencia braquial. Este es



practicamente nulo, tanto en el global de sujetos, 0,045, como diferenciando por sexo, 0,271 en
hombres y — 0,032 en mujeres, y no resulta estadisticamente significativo en ningln caso.

En el estudio de Vicente Martin Moreno et al. 6%, donde se estudiaba la correlacidn entre estos
mismos métodos de obtencion del %GC (ecuacidn de Siri: %GCsiri; ecuacion de Brozec: %GCarozec;
y area adiposa del brazo: %GCgraz0), ¥ €l IMC, todos los resultados fueron estadisticamente
significativos, pero la relacién menos intensa fue entre el IMC y el %GCagrazo. Con los datos de
nuestro estudio no es posible saber la razén por la que la introduccién del dato antropométrico
de la circunferencia braquial disminuye la correlacidn entre las variables, ya que es posible que
se debaincluso ala propia férmula utilizada para obtener el resultado del area adiposa del brazo.

Tras el andlisis de estos resultados, podemos afirmar que la correlacion entre el %GC y el IMC
resulta mas intensa cuando el %GC se ha obtenido a partir de un estudio de impedancia
bioeléctrica, que a partir de las ecuaciones obtenidas con los datos antropométricos del pliegue
tricipital y la circunferencia braquial.

La tabla 5.3.4. muestra el CCl, utilizado paravalorar la concordancia entre las técnicas empleadas
para obtener el %GC en la poblacién procedente de Valencia (ecuacion de Siri y Brozec, a partir
del dato de pliegue tricipital, y el drea adiposa del brazo, a partir del mismo pliegue junto con la
circunferencia braquial). Este coeficiente muestra una correlacion positiva, pero sélo alcanza un
valor superior a 0,75 al estudiar la concordancia entre la ecuacidn de Siri y la de Brozec, por lo
gue es la Unica concordancia que puede ser clasificada como buena. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos con el coeficiente de correlacién de Pearson. Los resultados de
diversos estudios avalan los encontrados aqui entre la ecuacion de Siri y la ecuacién de Brozec,
como, por ejemplo, el desarrollado por Martin Moreno et al. (161162,

Al estudiar el CCl distinguiendo por sexo, hay una clara diferencia entre los resultados obtenidos
en los hombres y en las mujeres. Este coeficiente resulta muy superior en el subgrupo de
hombres, pero al igual que los resultados de analizar a todos los sujetos juntos, sélo puede
clasificarse como “buena correlacidon intraclase” la comparacién entre la ecuacién de Siri frente
a Brozec. En algunos estudios, como el de Portao et al. %% el CCl entre estas técnicas es superior
en la subpoblacion de mujeres que en la de hombres. Sin embargo, en muchas de las
publicaciones con metodologia similar a la de nuestro estudio, el CCl refleja mucha mas
concordancia en los subgrupos de hombres que en los de mujeres, como en el de Marrodan
Serrano et al. %) y el de Martin Moreno et al. *%Y, Nuestro estudio apoya por tanto los
resultados obtenidos por estos ultimos dos estudios pues, aunque bien es cierto que en los
hombres el CClI no llega al 0,75, al comparar las ecuaciones de Siri y de Brozec con la del area
adiposa del brazo, se queda muy cerca.

Ademés del CCl hemos realizado el estudio de Bland-Altman 7°89) como segundo método para
valorar la concordancia entre las técnicas de obtencién del %GC en Valencia. Los resultados, que
se muestran en la tabla 5.3.5., concuerdan con los obtenidos con el CCl, y es que los coeficientes
de correlacién de concordancia de Lin son muy similares a los CCl, es decir, apoyan las
conclusiones extraidas de los resultados del estudio de los CClI.

Al realizar el método de Bland-Altman (7°!8% es importante tener en cuenta que implica que se
cumpla el supuesto de normalidad. Cuando esto no ocurre, los limites de acuerdo pueden verse



afectados.

Al utilizar Bland-Altman (17289 para estudiar la concordacia entre la ecuacién de Siri y la derivada
del area adiposa de brazo, se concluye que no se cumple el supuesto de normalidad, ni en el
estudio que incluye a la totalidad de sujetos, ni tampoco en el que incluye exclusivamente a los
varones. Ocurre la misma situacion al comparar la ecuacién de Brozec con también, la derivada
del drea adiposa del brazo. En estos cuatro ejemplos, el coeficiente de correlacion de Lin aporta
un resultado similar a los CCl pero algo mas bajo. En cualquier caso, el grado de correlacién que
muestra es bastante bajo.

Cabe destacar que, en casi todos los casos, a excepcién de uno, donde se comparan las
ecuaciones de Siriy Brozec con la del area adiposa del brazo, esta ultima sobreestima los valores
obtenidos con las dos primeras.

Los Unicos resultados de la aplicacidon de este método que muestran de manera fiable una buena
concordancia entre dos ecuaciones en la obtencién del %GC, derivan de la ecuacién de Siri y de
Brozec, al compararlas con la ecuacidn del area adiposa del brazo, pero sélo en el subgrupo de
hombres. Esto apoya, de nuevo, todas las conclusiones extraidas de los resultados del CCl.



HABITOS DE EXPOSICION SOLAR

Los hdbitos de exposicion solar de cada poblacién reflejan ciertas diferencias entre los lugares
de origen, como se muestra en la tabla 5.4.1.

En el periodo estival, la mayoria, el 83,51%, de la poblacién procedente de Burgos afirma salir al
exterior a diario, un 8,25% salia mas de dos veces por semana, el 6,19% de una a dos veces por
semana, y un 2,06% menos de una vez por semana. Ademas, en los dias en los que estos sujetos
disfrutaban del exterior, la mitad, un 52,58%, afirmaba pasar al aire libre, en las horas de maxima
incidencia solar, entre unay tres horas; el 23,71% lo hacia menos de una hora, y el 23,71% mas
de tres horas. En dichas horas de exposicién solar, un 15,46% de estos sujetos evitaban la
exposicién directa del sol, mientras que un 14,43% se exponia con la intencién de ponerse
morenos, y la gran mayoria, un 70,10%, lo hacia sélo a veces.

En cuanto a la poblacién procedente de Valencia, practicamente en su totalidad, el 96,19%,
afirmaban salir al exterior todos los dias, un 2,86% mas de dos veces por semana, y tan sélo, el
0,95% de una a dos veces por semana. Ninguno de los participantes en el estudio salia menos
de una vez por semana. En esos dias, un 51,43% afirmaba permanecer entre una vy tres horas en
el exterior, en las horas de maxima incidencia solar; el 24,77% lo hacia menos de una hora, y un
23,81% mas de tres horas. En estas horas de exposicién solar, la mayoria, un 53,33% procuraba
evitar la exposicién directa al sol, mientras que un 17,14% lo practicaba a menudo con la
intencidén de ponerse morenos, y un 29,52% lo realizaba sélo aveces.

Ante las preguntas sobre la vestimenta habitual en los meses de verano, ambas poblaciones
contestaron de forma similar: en Burgos el 67,01% vestia con mayor frecuencia ropa de manga
corta y pantalones también cortos, mientras que en Valencia este porcentaje aumenté al
81,90%. La manga corta y el pantaldn largo fue el segundo tipo de vestimenta mas utilizado en
ambas poblaciones, en Burgos un 17,53% de los participantes lo describieron como su
vestimenta mas habitual, y en Valencia un 9,52%. El traje de bafio y la ropa ligera veraniega
supuso el tercer tipo de vestimenta mds frecuente también en las dos poblaciones, pero con
porcentajes diferentes: un 14,43% en Burgos, mientras que en Valencia un 4,76%. Por ultimo,
los pantalones largos y la manga larga, fue el tipo de vestimenta usado con menor frecuencia
por ambas poblaciones: en Burgos un 1,03% y en Valencia un 3,81%.

Estos resultados reflejan que, a grandes rasgos, la poblacion procedente de Valencia se expone
mas al sol en los meses estivales, tanto en cuanto a la frecuencia en dias de la semana, como en
cuanto a numero de horas al dia. Ademas, en Valencia, los sujetos afirmaban vestir prendas que
favorecian la exposicion solar de diversas partes del cuerpo, en mayor porcentaje que en Burgos.

El ultimo aspecto consultado en esta encuesta fue el uso de fotoprotectores solares, factor
influyente en la sintesis cutanea de 25(0OH)D. Aqui se presentaron diferencias llamativas entre
ambas poblaciones. Aunque si coinciden en que la mitad de los encuestados en cada provincia,
en Burgos el 42,55%, y en Valencia el 50,48%, afirmaron utilizar factores de proteccion solar
altos, SPF > 40. En Burgos, un 34,04% de la poblacidn utilizaba factores de entre 21 — 40; un
15,96% factores < 20; y tan sélo un 7,45% decian no utilizar ninguno. En cambio, en Valencia un
21,90% utilizaban factores entre 21 — 40, y un 5,71% < 20. En comparaciéon con Burgos, en
Valencia hay un alto porcentaje de personas que afirman no utilizar ningun factor de proteccion



solar, un 21,90%.



INGESTA DE VITAMINA D

En estos resultados se muestran y describen los datos recogidos en invierno y en verano
sobre la ingesta de vitamina D, pero seria un error limitarlos a dichas épocas del afio, ya
que, en el cuestionario se pedia a los participantes que describieran “la frecuencia con la
que consumio cada alimento en el ultimo ano”.

La decisién de realizar el CFCA considerando un afio completo de consumo se basg,
fundamentalmente, en el hecho de que las bases de datos de composicién de alimentos no
contemplan las variaciones estacionales que afectan a las cantidades presentes en los alimentos
de multiples sustancias, entre ellas, la vitamina D. Estas bases de datos reflejan el contenido
medio anual de nutrientes en los distintos alimentos. Esto significa que los resultados recogidos
en el CFCA son representativos de cada poblacion a estudio, pero no de la estacidn delafio.

Estos resultados se muestran en las tablas 5.5.1., 5.5.2. y 5.5.3. La ingesta media de vitamina D
fue de 6,45 + 3,90 pg/dia. En ambas poblaciones, estos resultados fueron similares. En la
muestra procedente de Burgos, la ingesta dietética media de vitamina D fue de 6,09 + 3,83
ug/dia, mientras que en la procedente de Valencia resulté en un 6,77 + 3,95 pg/dia.

La publicacion mas reciente del IOM sobre las recomendaciones de ingesta minima diaria de
vitamina D en adultos sanos, la fija en 5 pug/dia para personas entre 18 — 50 afios, y en 10 pg/dia
para mayores de 50 afios %°). Seglin esto, la tabla 5.5.7. muestra que del total de individuos de
hasta 50 afios, un 59,60% mantiene las cantidades recomendadas de ingesta de vitamina D. Sin
embargo, esto se desploma en los mayores de 50 afios, donde sélo un 13,73% muestra unas
cantidades de ingesta adecuadas. Como era de esperar teniendo en cuenta los resultados de la
ingesta media de colecalciferol en Burgos y Valencia (tablas 5.5.2. y 5.5.3.), al estudiar esta
variable en ambos grupos de edad, los resultados en ambas poblaciones son muy similares
(tablas 5.5.8. y 5.5.9.). En Burgos un 58,97% de los menores de 50 afios ingieren una cantidad
suficiente de vitamina D, y en los mayores de 50 afios en cambio, tan sélo un 10,53% cumple
con las ingestas diarias recomendadas. En Valencia los datos son similares, el 60,27% de los
menores de 50 afios cumplen con la ingesta diaria recomendada de colecalciferol, mientras que,
de los mayores de 50 afos, sélo el 15,63% cumplen con las recomendaciones.

Es evidente que la ingesta recomendada se cumple en mucha menor medida en los mayores de
50 afios. Aun asi, al analizar estos resultados es importante considerar el nimero de sujetos
mayores de esa edad, pues es muy bajo en comparacién con los menores de 50 afios. Tenemos
un total de 151 sujetos con edad igual o inferior a 50 afios, mientras que los mayores de 50 afios
son 51. A pesar de que este grupo de edad representa sélo el 25% de la muestra, cumple los
criterios de normalidad y homogeneidad de varianzas, por lo que no hay porqué presuponer un
sesgo debido sélo al tamafio de muestra.

Al analizar las cantidades medias ingeridas de vitamina D por grupo de edad (tabla 5.5.4.) se
observa que en los menores de 50 afios el resultado es de 6,62 + 4,00 ug/dia, y en los mayores
de 50 afios de 5,92 + 3,57 pg/dia. Al comparar estos resultados (tabla 5.5.10.) entre si no se
observan diferencias estadisticamente significativas. Esto significa que el motivo por el que los
mayores de 50 afios cumplen con las ingestas recomendadas de vitamina D en un porcentaje
tan bajo es que en ellas se duplica la cantidad minima recomendada de ingesta de esta vitamina,



en comparacion con los menores de 50 afios, pero la poblacion perteneciente a dicho grupo de
edad no aumenta la ingesta de colecalciferol como deberia, sino que la mantiene como venia
haciendo antes de los 50 afios. Por lo tanto, seria recomendable insistir en la importancia de una
ingesta adecuada de vitamina D en este grupo de edad, mas susceptible de incumplirla.

Cuando analizamos las cantidades medias ingeridas de colecalciferol en ambas poblaciones y
grupos de edad, lo que se muestra en las tablas 5.5.5. y 5.5.6. obtenemos resultados similares.
Los menores de 50 afios en Burgos ingieren una cantidad media de 6,27 * 3,68 pg/dia en Burgos,
y de 7,00 * 4,31 pg/dia en Valencia. En el subgrupo de los mayores de 50 afios de edad, se
observa una cantidad media de 5,36 + 4,46 pg/dia en Burgos, y de 6,26 * 2,95 ug/dia en Valencia.
Resalta, una vez mas, la similitud de las cantidades, tanto entre los grupos de edad como entre
las poblaciones.

Enla tabla 5.5.10. se describen los resultados del andlisis de la comparacidn entre los resultados
de la ingesta media de vitamina D en Burgos y en Valencia. Este andlisis no es estadisticamente
significativo, y la diferencia entre ambas poblaciones (0,70 pg/dia) tampoco resulta relevante.
Este resultado concuerda con lo analizado anteriormente, puesto que, si las medias de la ingesta
de vitamina D en ambas poblaciones son tan similares, no tendria sentido que el analisis de su
comparacion si lo fuera.

Los graficos 5.5.1. y 5.5.2. muestran las principales fuentes dietéticas de vitamina D en el total
de la muestra y en cada estacién y poblacidn, respectivamente. Se puede observar que las
diferencias entre las poblaciones son minimas. Destaca el pescado como fuente principal de esta
vitamina, aportando en torno al 60% de la ingesta total de vitamina D.

El grafico 5.5.3. muestra la frecuencia de consumo de los principales grupos de alimentos ricos
en vitamina D recogidos en el CFCA. Aqui destacan los lacteos como el grupo de alimento mds
frecuentemente consumido, cubriendo cerca del 50% del consumo total de todos los grupos.
Teniendo en cuenta el consumo tan elevado de estos alimentos, en comparacion con los demas
(pescado, carne, cereales y galletas, y otros como huevos o pasta), cabria esperar que este grupo
fuera también la fuente dietética principal de vitamina D. La negativa a esta premisa se explica
basicamente con dos hechos. Por un lado, que los lacteos que se incluian en el CFCA no tenian
en cuenta aquellos alimentos enriquecidos con vitamina D. Hoy en dia, muchas marcas de
lacteos ofrecen entre sus productos distintos tipos de leche enriquecidas con calcio y vitamina
D, y en estos alimentos la cantidad de colecalciferol se llega a decuplicar, en comparacion con
aquellas leches no enriquecidas, por lo que la ingesta de vitamina D, teniendo en cuenta la
frecuencia de consumo de estos alimentos, puede cambiar, y mucho 4715, Por otro lado, la
base de datos BEDCA *47), utilizada para estudiar el contenido de vitamina D de los alimentos
recogidos en el CFCA, muestra unas diferencias abismales en el contenido de colecalciferol por
100 g de producto entre distintos tipos de pescado, como el atun a la plancha con 25 ug, el
bonito en lata en aceite con 23,8 ug, o el salmén ahumado con 19 g, y lacteos como la leche de
vaca entera, con 0,03 pg. Por lo tanto, aunque algunos de los pescados mencionados se
consuman con mucha menos frecuencia que un vaso de leche, la cantidad aportada de vitamina
D por este tipo de alimentos hace que se posicionen como la principal fuente dietética de
colecalciferol. Otros estudios desarrollados con poblacién espaiola adulta también han llegado
a esta misma conclusién (188199,



Aunque la ingesta de vitamina D demuestra una influencia mucho menor que la exposicidon solar
sobre los niveles séricos de 25(0OH)D, cabe destacar que, los resultados en cuanto a la ingesta
diaria de esta vitamina son mucho mayores que en estudios similares. A través de la Universidad
de Navarra, Zazpe et al. 1°>1%3) desarrollaron un estudio que, entre diciembre de 1999 y febrero
de 2008 habia incluido a 19.057 sujetos sanos de diversas provincias espafiolas (en esa fecha
aun estaba abierto), y evaluaba la ingesta de distintos nutrientes, entre ellos la vitamina D. Los
resultados de este estudio muestran unas ingestas diarias de colecalciferol mucho mas bajas
que las que reflejan los participantes de presente estudio. Este es un dato mas que consolida la
gran importancia de la sintesis cutanea de vitamina D mediante los rayos UV, como forma
predominante de sintesis de esta vitamina.

Cabe destacar que las encuestas desarrolladas para valorar los habitos de exposicion solar y la
ingesta de vitamina D supusieron un desafio en este proyecto. En Espafia, en el momento de la
elaboracion de este trabajo, no existia ninguna encuesta validada que recogiera los habitos de
exposicién solar de poblacidon sana. Por otro lado, si existen diversas herramientas validadas
para valorar la ingesta de un determinado nutriente, o grupos de alimentos, pero el problema
es que completarlas lleva tiempo, teniendo incluso que ocuparse el sujeto de desarrollarla
durante varios dias **. Estas opciones no eran factibles, teniendo en cuenta la naturaleza de
este proyecto. Por ello, partiendo de otros trabajos, se realizaron dos encuestas: una para
valorar los habitos de exposicidn solar, y la otra para poder calcular la ingesta diaria de vitamina
D. Para validarla, en septiembre de 2017 se reclutd a 95 sujetos de Donantes de Sangre en
Burgos y se les pasaron estas encuestas. Con los resultados obtenidos, las dificultades
observadas para completarlas, asi como con las criticas recogidas, se pudieron elaborar las
encuestas que finalmente fueron utilizadas en este trabajo.



ANALISIS PARAMETRICO Y ESTANDAR DE NIVELES OPTIMOS DE 25(0OH) VITAMINA D TOTAL

El andlisis de las concentraciones de 25(0OH)D total de la muestra completa de nuestro estudio
(tabla 5.6.1.), excluyendo los valores atipicos, que recoge un total de 201 sujetos sanos
espafioles, muestra una concentracion media de 21,86 * 6,06 ng/mL. Este resultado global, que
no distingue de estaciones, ni poblaciones, ya permite vislumbrar un resultado importante del
estudio, pues estamos trabajando con poblacidn sana espafnola y su concentracion media de
colecalciferol es de poco mas de 20 ng/mL. Es decir, se clasificaria como concentracién
insuficiente de vitamina D. Es mas, cuando analizamos la concentracion de 25(OH)D total en
verano en ambas poblaciones, lo que incluye a 92 sujetos espafoles sanos, obtenemos un
resultado de 24,56 + 5,86 ng/mL. Por tanto, ni siquiera en las muestras recogidas tras el periodo
estival (octubre — noviembre), momento en el que la sintesis de vitamina D serd maxima, se llega
a una concentracién media de colecalciferol que pueda clasificarse como suficiente. Al analizar
los resultados de las muestras recogidas en invierno, que incluyen a 109 sujetos espafioles sanos,
la concentracion media de 25(0OH)D total es aiin mas baja, 19,64 + 5,28 ng/mL. Se clasificaria
como nivel deficiente. Aunque si es de esperar que los niveles en invierno sean inferiores al
verano, cosa que también ocurre con los resultados de la 25(0OH)D libre (tabla 5.6.4.), destacan
unos resultados tan bajos dentro de la clasificacion de suficiencia mas aceptada para esta
vitamina, teniendo en cuenta que trabajamos con poblacién sanaespafola.

El andlisis paramétrico de los niveles séricos de 25(0OH)D total muestran una diferencia clara
entre estaciones, en especial, en la poblacién de Burgos.

Los niveles medios de 25(OH)D total en verano se encuentran, en las dos poblaciones, en torno
a los 25 ng/mL, mientras que, en Valencia en invierno, el nivel medio de este metabolito es de
21,38 ng/mL, y en Burgos tan sélo de 17,66 ng/mL.

Teniendo como referencia el estdndar de niveles éptimos ya mencionado, y extrapolando
nuestros resultados a dicha clasificacion, se puede comprobar también la influencia de la época
del afo en los niveles de vitamina D. Una vez mas, esta diferencia es mas evidente en la
poblacién de Burgos que en Valencia.

Estas diferencias entre las poblaciones son razonables considerando la climatologia
caracteristica de cada localizacién. En un apartado posterior, se analizara esta variante.

Los mejores resultados, en cuanto a niveles suficientes de vitamina D, los refleja la poblacion de
Valencia en el verano, como era de esperar. Aqui, ademds de que la media de 25(OH)D total es
la mas alta del estudio, el porcentaje de sujetos con concentraciones séricas suficientes (= 30
ng/mL) es también el mas alto, 24,53%. Es destacable, que aun en este caso de maxima
concentracién de 25(0OH)D total, el porcentaje de sujetos con niveles suficientes resulta bajo,
tan sélo un 25% del total.

Al comparar el porcentaje de sujetos en la clasificacién de niveles suficientes, insuficientes y
deficientes de 25(OH)D total, se comprueba que en Burgos hay una diferencia estacional
importante en cada nivel, mientras que en Valencia esto es mads equitativo. También se
comprueba que la diferencia entre poblaciones disminuye cuando se estudia el periodo estival,
mientras que en el invernal se dispara.



El grupo mas grande es en ambas estaciones y poblaciones es el correspondiente a los niveles
insuficientes (20 - 30 ng/mL), reuniendo, aproximadamente, a la mitad de la poblacién.

En todos los casos, el porcentaje de sujetos con niveles deficientes de 25(0OH)D total, (< 20
ng/mL), es también llamativo. En el periodo estival incluye, aproximadamente, al 25% de la
poblacién. En el periodo invernal, en Valencia el porcentaje aumenta al 30,61%, pero en Burgos
se dispara al 65%.

Teniendo en cuenta este estandar de niveles éptimos, las tablas 5.6.7. y 5.6.8. muestran los
cambios en dicha clasificacion entre el verano y el invierno. En Burgos, tabla 5.6.7., estos
cambios resultan estadisticamente significativos, mientras que, en Valencia, tabla 5.6.8., esta
evolucion no llega a ser estadisticamente significativa. Es cierto que las diferencias estacionales
estan mucho mas marcadas en la poblacion procedente de Burgos, lo cual, teniendo en cuenta
la diferente climatologia, era una conclusion esperable.

Estos resultados se amplian en el punto 5.7.1.,, donde se describe la influencia de Ia
estacionalidad en los niveles séricos de 25(0OH)D.

Estos resultados son similares a los obtenidos en estudios parecidos. En el trabajo desarrollado
por M. Rodriguez Garcia et al. ***), que estudia una muestra aleatoria de sujetos espafioles de
entre 54 y 89 anos de edad, el porcentaje de sujetos con concentraciones de 25(0OH)D total < 18
ng/mL es mayor al 70% en invierno. Las concentraciones medias obtenidas fueron de 19,4 ng/mL
en verano/otofo, y de 13,7 ng/mL eninvierno/primavera.

En Barcelona, Gonzalez Solanella et al. %) realizaron un estudio en un centro de salud urbano
con 94 mujeres de entre 15 y 50 anos de edad. Los resultados una concentracién media de
25(0OH)D total de 14,0 ng/mL, presentando valores deficientes el 47,9% de la poblacion, e
insuficientes el 37,2%.

En Cérdoba, Mata-Granados et al. *°” reclutaron entre abril y mayo a 215 sujetos provenientes
de donantes de sangre. El valor medio de 25(0OH)D total se mantuvo en 11,62 ng/mL.

En Estados Unidos se desarrollé entre 2001 — 2004 el estudio NHANES (National Health and
Nutrition Examination Survey), que evaluaba las asociaciones de los niveles séricos de vitamina
D y la enfermedad arterial periférica, analizando los datos de 4.839 pacientes. En este estudio,
un 29,86% de los participantes mostraron unos niveles de 25(OH)D total < 17,8 ng/mL, y el
80,39% tenian niveles < 29,1 ng/mL 7,

Resultados como los descritos han llevado a plantear que se esté sobreestimando la prevalencia
del estado de insuficiencia y/o deficiencia de vitamina D %9,

En cuanto a los cambios estacionales, en todos los estudios mencionados que desarrollan este
analisis, la evolucién estacional de la 25(0OH)D total resulta estadisticamente significativa: M.
Rodriguez Garcia et al. 1°®, Gonzélez Solanella et al. **®, Gonzélez-Molero et al. **), Lips et al.
(200) pérez-Llamas et al. ?°Y, Mendoza et al. ?°?. Esto refleja una evidencia de la vitamina D, que
la sintesis cutanea es la principal fuente de obtencién de estavitamina.



Los resultados de 25(OH)D libre son mdas complejos de analizar ya que hay muy pocos estudios
gue hayan trabajado con este analito. Por ello, actualmente no existe una clasificacion de niveles
suficientes e insuficientes. Aun asi, nuestros resultados reflejan con claridad una diferencia

estacional y poblacional.



CORRELACION ENTRE LAS TECNICAS ANALITICAS

El andlisis de la correlacién entre los niveles de 25(0OH)D total y 25(0OH)D libre muestra una
relacidn estadisticamente significativa en todos los niveles estudiados, tanto en el total de la
muestra, como en ambas poblaciones y estaciones. Sin embargo, el coeficiente de correlacion
resulta bajo.

De manera global, al estudiar todos los resultados obtenidos en cuanto a la correlacién entre
ambas técnicas (tablas 5.6.11., 5.6.12. y 5.6.13), los mejores resultados los encontramos en el
analisis conjunto de ambas poblaciones (tabla 5.6.11.). Esto podria ser debido a que este analisis
implica una muestra mayor que cualquiera de los andlisis de cada poblacién por separado, lo
que puede llevar a una muestra menos sesgada, pues cualquier diferencia entre los individuos
del estudio se vera mas diluida.

Cuando estudiamos por separado los resultados de esta posible correlacién en las dos
poblaciones del estudio, parece que el coeficiente adquiere mas potencia cuanto mayores son
los niveles de 25(0OH)D total. Una teoria para explicarlo es que la 25(0OH)D libre refleje mejor el
estado real de suficiencia o insuficiencia de vitamina D en el organismo que la 25(0OH)D total.
Por ello, cuanto mas se desploma este ultimo metabolito, mas estable se mantiene la 25(0H)D
libre, y, por tanto, menor es la correlacién entre ambos analitos.

Esta teoria, concuerda con la extrapolada del estudio desarrollado por Aloia et al. **¥, que
analiza los niveles séricos de 25(0OH)D total y 25(OH)D libre en muestras de individuos de
diferente raza, y concluye que en la raza negra los niveles de 25(0OH)D total son mas bajos que
en los caucdsicos, mientras que los niveles de 25(0OH)D libre se mantienen practicamente iguales
en ambas poblaciones. Considerando, ademas, que otros biomarcadores relacionados con el
estado de vitamina D (calcio, PTH, ...) son similares en ambas razas, e incluso superiores en la
raza negra, parece que los niveles de 25(OH)D libre podrian mostrar mejor el estado fisioldgico
real de la vitamina D que los niveles de 25(0OH)D total.

En cualquier caso, es importante tener presente las limitaciones de estos andlisis. Actualmente,
las técnicas analiticas de obtencién de niveles séricos de 25(0OH)D total, incluyendo la
desarrollada en este trabajo, se hallan ampliamente estudiadas y automatizadas, por lo que sus
resultados son fiables. Sin embargo, la técnica analitica de obtencién de niveles séricos de
25(0OH)D libre es un ELISA que debe realizarse manualmente, lo cual, siempre conlleva una
mayor susceptibilidad a errores.

La falta de estudios con esta técnica ha hecho que no podamos comparar nuestros resultados
con un patrén o, simplemente, con resultados obtenidos a partir de muestras provenientes de
una poblacién similar a la nuestra. Si partimos de los resultados obtenidos por Aloia et al. 119,
que desarrollaron un estudio en mujeres sanas postmenopausicas en Estados Unidos, los niveles
de 25(OH)D libre obtenidos en nuestro trabajo, en concreto en la poblacidon procedente de
Burgos, resultan muy similares; mientras que, en la poblacién procedente de Valencia, estos
niveles son mas elevados en nuestro estudio. Estos resultados parecen coherentes, ya que las
similitudes entre ambos estudios se desprenden, de forma equitativa, tanto de los niveles de

25(OH)D libre como de los de 25(OH)D total:



VALENCIA BURGOS Aloia et
Verano Invierno Verano Invierno al, (11
25-(OH)D LIBRE (pg/mL)
media £ DS 8,97 £2,82 |7,23 +2,44| 5,01 £ 1,25 | 4,08 + 0,66 | 5,25 + 1,25
25-(OH)D TOTAL (ng/mL)
media + DS 25,99 +6,87|21,38 £ 3,77|24,31 +5,25/17,66 £ 5,04|23,26 + 6,71

Tabla 6.1. Concentraciones de 25(OH)D total y libre en las poblaciones de nuestro estudio y en las del

trabajo de Aloia et al.t1V)

Como resumen sobre el resultado de la correlacién entre los niveles de 25(0OH)D total y libre se
puede afirmar que si, ambas técnicas demuestran una correlacion positiva entre ellas.




INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS VARIABLES EN LOS NIVELES SERICOS DE VITAMINA D:

INFLUENCIA DE LA ESTACIONALIDAD Y DEL CLIMA

La diferencia de climatologia entre el periodo estival y el invernal incluye diferencias en las horas
de luz, asi como en la temperatura exterior, lo que implica a su vez, el uso de prendas de vestir

apropiadas para cada estacion, condicionando diferencias en las partes del cuerpo expuestas a

la luz solar en ambas estaciones.

Esta diferencia estacional se produce en toda la Peninsula Ibérica, por lo que deberia reflejarse

en los resultados de los niveles de vitamina D, tanto en la poblacién procedente de Burgos como
en la procedente de Valencia, aunque en Burgos la diferencia sea masmarcada.

La Agencia Estatal de Meteorologia (AEMET) dispone de un archivo con distintos datos

climatoldgicos registrados en cada provincia espafiola entre 1981 y 2010. Denominan a estos
datos: “Valores climatoldgicos normales” 2%, y para Burgos y Valencia muestran:

Burgos Valencia
Temperatura media anual (2C) 10,7 18,3
Temperatura media periodo estival (2C)

Temperatura media julio 19,5 25,6
Temperatura media Agosto 19,5 26,1
Temperatura media septiembre 16,1 23,5
Temperatura media octubre 11,5 19,7

Temperatura media periodo invernal (2C)
Temperatura media enero 3,1 11,8
Temperatura media febrero 4,1 12,5
Temperatura media marzo 7,0 14,4
Temperatura media abril 8,6 16,2

Tabla 6.2. Temperaturas medias en Burgos en los meses estivales e invernales, asi como en los periodos
de recogida de muestras (septiembre, octubre, marzo y abril)

La AEMET también dispone de las temperaturas maximas y minimas registradas diariamente,

asi como de las horas de luz detectadas con un heliégrafo:

Burgos Valencia
Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
MAXIMA MINIMA MAXIMA MINIMA
Periodo estival media (2C) media (2C) media (2C) media (2C)
Julio 2018 27,4 12,8 30,5 22,3
Agosto 2018 28,7 12,2 31,0 23,7
Septiembre 2018 26,6 10,6 28,3 21,0
Octubre 2018 17,3 5,6 23,6 15,4
Periodo invernal
Enero 2018 7,5 0,2 18,3 9,1
Febrero 2018 6,2 -2,0 15,2 6,6
Marzo 2018 9,6 1,6 19,9 10,7
Abril 2018 15,4 4,5 21,7 12,8

Tabla 6.3. Temperaturas maximas y minimas medias mensuales registradas en Burgos y Valencia en los
periodos del estudio




Media de las horas de sol registradas Burgos Valencia
Enero 2018 2,80 6,11
Febrero 2018 3,39 5,52
Marzo 2018 3,55 6,52
Abril 2018 5,69 7,07
Julio 2018 10,46 9,84
Agosto 2018 11,56 8,31
Septiembre 2018 10,15 7,34
Octubre 2018 5,63 6,86

Tabla 6.4. Horas de luz registradas en Burgos y Valencia en los periodos de estudio

Los datos recogidos en las tablas anteriores (6.2., 6.3.y 6.4.) muestran una diferencia importante
entre las temperaturas habituales medias de Burgos y Valencia, asi como entre las maximas y
las minimas registradas durante el periodo de estudio. Esto supone que el clima en Valencia
permite el uso de ropa mas ligera, y por tanto la exposicidn solar de distintas partes del cuerpo.
Y esto se puede producir no sélo en verano, sino durante practicamente todo el ano. Por otro
lado, en Burgos las diferencias de horas de luz entre el periodo estival y el invernal estdn mucho
mas marcadas que en Valencia, donde se mantienen bastante constantes durante todo el afio.
Ambas conclusiones ayudan a entender la diferencia en los resultados de los niveles séricos de
vitamina D en ambas poblaciones.

Teniendo en cuenta, las horas de luz mensuales a lo largo de todo el 2018 en Valencia, asi como
las temperaturas registradas en este periodo, es razonable que las diferencias estacionales en
los niveles séricos de vitamina D no sean importantes. Por el contrario, Burgos muestra unas
diferencias climatolégicas mucho mas marcadas entre el periodo estival y el invernal, tanto en
las temperaturas como en las horas de luz registradas. Por ello, también es razonable que las
muestras procedentes de esta poblacidn si reflejen unas diferencias mucho mas claras en los
niveles séricos de vitamina D.

Estas conclusiones también se reflejan en los resultados de la clasificacién del estado de
suficiencia, insuficiencia y deficiencia de 25(0OH)D de las muestras procedentes de Burgos y
Valencia en los periodos de estudio, lo que se observa en las tablas 5.6.7. y 5.6.8. Asi, esta
clasificacion muestra unos resultados muy similares entre ambas poblaciones cuando las
muestras se obtuvieron tras el verano. Sin embargo, de las muestras obtenidas tras el invierno,
en Burgos ninguna llega al estado de suficiencia, mientras que en Valencia un 6,12% lo consigue.
En cambio, un 65% de las muestras de Burgos presentan niveles deficientes, mientras que en
Valencia tan sélo lo hace un 30,61%.

Esto refuerza la teoria que dicta que para sintetizar una cantidad adecuada de vitamina D, unos
pocos minutos de exposicidn de luz solar en cara y brazos son suficientes.

La tabla 5.7.1.1. muestra los resultados del analisis de la influencia de la estacionalidad en los
niveles séricos de vitamina D.

Las concentraciones séricas de 25(0OH)D mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre el verano y el invierno, tanto en el total de la muestra, como en Burgos y en Valencia por
separado. Esto se reflejé6 ademads en ambos analitos, 25(0OH)D total y 25(OH)D libre.



Puesto que la principal fuente de vitamina D es la sintesis cutdnea a partir de la luz solar, y que
ésta muestra grandes diferencias entre el verano y el invierno, era de esperar que estos
resultados fueran significativos y concluyentes.

Diversos estudios desarrollados en poblacién espafiola muestran diferencias similares a las de
nuestro proyecto, cuando se valora la influencia de la estacionalidad en las concentraciones
séricas de vitamina D, como los mencionados en el apartado anterior: ANALISIS PARAMETRICO
Y ESTANDAR DE NIVELES OPTIMOS DE 25(0H) VITAMINA D TOTAL, asi como el desarrollado por
Fernandez Moreno et al. ?°¥ en pacientes adultos atendidos desde Atencién Primaria. Esto
también se ve reflejado en otros estudios internaciones, muchos desarrollados en paises
soleados tan distintos como Argentina, Brasil, Italia o Irdn ?%2%)_ Por lo tanto, nuestro estudio
también refleja la importancia de la luz solar en la sintesis de la vitamina D.

La tabla 5.7.2.1. muestra la influencia de la climatologia en los niveles séricos de vitamina D,
comparando las concentraciones de 25(0OH)D total y libre entre el invierno y el verano en el total
de la muestra del estudio, asi como en ambas poblaciones, Burgos y Valencia, por separado.
Todas estas comparaciones resultan estadisticamente significativas, con una excepcion: la
comparacién entre las concentraciones de 25(OH)D total durante el periodo estival.

La informacidon suministrada por la AEMET refleja diferencias estacionales muy importantes
cuando comparamos las regiones de Burgos y Valencia. Durante el invierno, estas diferencias
estdn muy marcadas. De hecho, durante el primer trimestre del aino 2018, afio del desarrollo de
este estudio, la media de las horas de luz registradas en Valencia practicamente duplica las
registradas en Burgos. En cuanto a las temperaturas, las maximas registradas en Valencia
también duplican las obtenidas en Burgos en el mismo periodo, primer trimestre del 2018, y las
minimas las decuplica. Unas diferencias tan llamativas como las descritas, deben reflejarse en
los niveles de vitamina D, y asi lo han hecho en nuestro estudio. La diferencia entre ambas
poblaciones en las concentraciones séricas de 25(0OH)D total es estadisticamente significativa, y
de aproximadamente 4 ng/mL, lo que resulta clinicamente relevante. En cuanto a esta diferencia
con las concentraciones de 25(0OH)D libre, también resulta estadisticamente significativa, con
una mediana en los niveles de Valencia de casi el doble que los de Burgos, lo cual también resulta
clinicamente relevante.

Cuando estudiamos el periodo estival, las diferencias climatoldgicas entre ambas poblaciones,
aunque evidentes, son mas sutiles. Las horas de luz en estos meses son muy similares en ambos
lugares, siendo incluso algo superiores en Burgos. Las temperaturas mdximas, aunque son
mayores en Valencia, también resultan muy parecidas en ambas regiones. La mayor diferencia
se observa en las minimas, pues las registradas en Burgos son practicamente la mitad que las
registradas en Valencia. Aunque, cabe pensar, que esta observacion no tiene mayor relevancia
en los niveles de vitamina D, pues las temperaturas minimas se daran durante la noche.
Teniendo esto en cuenta, en el estudio de las diferencias entre las concentraciones séricas de
vitamina D en Burgos y Valencia durante el verano, hay una discrepancia entre los resultados
obtenidos a partir de la 25(0OH)D total y la libre. Con la 25(OH)D total no se aprecian diferencias
estadisticamente significativas entre ambas poblaciones, con tan sélo una diferencia en sus
medias de 1,68 ng/mL. Esto podria sustentarse si consideramos que, durante el verano, las
diferencias climatoldgicas entre Burgos y Valencia no son relevantes. Sin embargo, al realizar



este mismo analisis con las concentraciones de 25(0OH)D libre, si que aparece una diferencia
estadisticamente significativa entre ambas poblaciones, con una diferencia de,
aproximadamente, 3 pg/mL en sus medianas, lo que si es clinicamente relevante. Para explicar
este resultado se debe considerar que las diferencias climatoldgicas entre Burgos y Valencia si
son importantes.

Son necesarios estudios donde comparen los niveles de vitamina D en poblaciones con climas
similares a Burgos y Valencia, para poder discernir la mejor teoria de las expuestas. Esto,
supondria una evidencia en el uso de la 25(OH)D total o libre como analito preferente para
reflejar el estado de suficiencia de vitamina D.



INFLUENCIA DE LA LATITUD

Uno de los factores que puede afectar a la intensidad de la luz solar es la latitud geograficay, en
consecuencia, la sintesis cutanea de vitamina D también podria verse afectada por este factor.

La tabla 5.7.3.1. muestra las concentraciones séricas de 25(0OH)D total y libre en funcién de la
latitud. Y la tabla 5.7.3.2. muestra la influencia de la latitud en dichos niveles. En el analisis de
ambos analitos, en las dos estaciones estudiadas, se encuentra una relacion estadisticamente
significativa.

La influencia mas importante se observa en los niveles séricos de vitamina D obtenidos en
invierno. Al comparar los dos analitos, se aprecia que la influencia de la latitud adquiere mucho
mas protagonismo con la 25(0OH)D libre que con la total, pues la recta de regresion explica, en
el caso de la 25(OH)D total tan sélo un 17,4% de la variacion producida entre ambas poblaciones,
mientras que en el caso de la 25(0OH)D libre llega a ser del 43,8%.

Al estudiar las muestras obtenidas en periodo estival, la influencia de la latitud sobre los niveles
de vitamina D pierde importancia. Para la 25(0OH)D total es practicamente irrelevante
clinicamente, aunque resulta estadisticamente significativa; mientras que con la 25(0OH)D libre
permite explicar hasta un 39,6% de la variacién entre poblaciones.

La diferencia observada entre el verano y el invierno concuerda con los resultados obtenidos en
el estudio de la influencia del clima sobre los niveles de vitamina D. De hecho, es posible que
ambos factores, clima y latitud, se superpongan, adquiriendo entre ambos mayor influencia en
los niveles séricos de vitamina D.

Resulta llamativa la gran diferencia en estos resultados entre ambos analitos. Los resultados de
los dos reflejan una influencia clara de la latitud en las concentraciones de vitamina D, pero en
la 25(OH)D libre, ésta es mucho mas intensa. Seran necesarios estudios similares, en regiones
geograficas parecidas, para poder contrastar estos resultados.



RELACION ENTRE IMC Y %GC, Y ESTATUS DE VITAMINA D TOTAL

Al estudiar el IMC y el %GC segun la clasificacion de concentraciones séricas de vitamina D,
encontramos que, tanto en el total de la muestra, como en Burgos y Valencia, y tanto en verano
como en invierno, estos parametros son mas altos en los grupos con concentraciones de
vitamina D mds bajos, como reflejan las tablas 5.7.4.1.,5.7.4.2 y5.7.4.3.

Enlatabla 5.7.4.1., que muestra estos resultados en la poblacidn de Burgos y Valencia de forma
conjunta, tan sdlo se estudian los valores de IMC, puesto que este pardmetro antropométrico
se obtuvo de igual manera en ambas poblaciones, cosa que no ocurre con el %GC. Por ello,
supondria un sesgo incluir en los mismos grupos sujetos con %GC obtenidos con técnicas
diferentes (a partir del estudio de los pliegues en Valencia, y mediante BIA en Burgos). Esto
ocurre en todos los andlisis realizados en ambas poblaciones de forma conjunta. Estos
resultados muestran ya una tendencia creciente de los valores del IMC a medida que pasamos
del grupo de sujetos con concentraciones de 25(0OH)D suficientes (= 30 ng/mL) a insuficientes
(20 — 30 ng/mL), y de éstos a las deficientes (< 20 ng/mL). Esto se observa en todos los niveles
del analisis, es decir, tanto en el total de la muestra del estudio, como en los sujetos
correspondientes a cada estacion por separado.

En Burgos, al analizar ambas estaciones, y en Valencia, al analizar los resultados
correspondientes al invierno, aparecen diferencias especialmente llamativas, ya que, segun la
clasificacion del IMC de la OMS, en el grupo con niveles de 25(0OH)D total suficientes, el IMC
medio se sitla dentro del intervalo normal y, sin embargo, en el grupo con niveles de 25(0H)D
total deficientes, el IMC medio se sitla en el siguiente escalén, el sobrepeso, y en concreto, la
preobesidad.

Estos resultados se solapan con los de diversas publicaciones que analizan la relacién entre
ambos parametros, demostrando que en sujetos con sobrepeso u obesos, las concentraciones
séricas de vitamina D son més bajas 9,

Los estudios publicados que relacionan el IMC o los %GC con los niveles de 25(0OH)D libre
muestran resultados controvertidos. Algunos han demostrado una correlacion positiva entre las
concentraciones de VDBP y el IMC ?1%211) '|o que puede conllevar una correlacion negativa con
los niveles de 25(0OH)D libre. Por otro lado, y como ya se ha mencionado, diversos trabajos han
demostrado una correlacién positiva entre las concentraciones séricas de vitamina D total y
parametros relacionados con la obesidad (IMC, %GC). Esta teoria supone que, en estos en
sujetos obesos, los niveles de vitamina D libre y, por tanto, la fraccidon biodisponible de esta
vitamina, es mas bajo que en sujetos con normopeso. Sin embargo, también se han publicado
estudios como el de Szabd, B et al. ?*?, en los que no se encuentra relacién entre los niveles de
25(0OH)D libre y el IMC, lo que contrasta con los anteriores.

Las tablas 5.7.4.4., 5.7.4.5. y 5.7.4.6 muestran la influencia del IMC y del %GC, con las distintas
formas de obtencion del mismo, en las concentraciones séricas de 25(0OH)D total y 25(OH)D libre,
en las poblaciones y periodos a estudio.

Las Unicas relaciones estadisticamente significativas entre el IMC y las concentraciones séricas
de vitamina D, se observan en el periodo estival al estudiar la 25(0OH)D total en el total de la
muestra y en la poblacion de Valencia, y también en ambos periodos conjuntos en la muestra



de Valencia. Pero, en ningln caso, ni siquiera en los mencionados, la influencia de estos
pardmetros adquiere valores relevantes.

Estos datos antropométricos estan muy influenciados por la edad y el sexo. Aunque es cierto
gue ambas variables se tienen en cuenta en las distintas ecuaciones de obtencidn del %GC, asi
como en los estudios de impedancia bioeléctrica, esto no ocurre con el IMC. Es por ello, que las
tablas 5.7.4.7., 5.7.4.8. y 5.7.4.9. reflejan la influencia del IMC y el %GC, ajustando por la edad,
en las concentraciones séricas de 25(0OH)D total y libre, en ambos periodos y poblaciones a
estudio; las tablas 5.7.4.10., 5.7.4.11. y 5.7.4.12. lo hacen ajustando por el sexo; y las tablas
5.7.4.13.,5.7.4.14. y 5.7.4.15. ajustando por ambas variables, sexo y edad. Los resultados no
aportan informacidn relevante, pues parece que considerar variables como la edad y el sexo, en
la influencia del IMCy el %GC sobre los niveles de vitamina D no esrelevante.

La dltima parte del analisis de los niveles de vitamina D en funcion del IMC y/o el %GC, estudia
los valores de las concentraciones séricas de dicha vitamina en los sujetos con obesidad versus
aquellos con unos parametros antropométricos dentro del intervalo normal, segun las
clasificaciones aceptadas por la OMS. Las tablas 5.7.4.16. y 5.7.4.17. muestran este analisis
considerando sélo dos tipos de sujetos: obesos frente a no obesos. Sin embargo, las tablas
5.7.4.18. y 5.7.4.19. dividen a los sujetos en tres grupos diferentes: no obesos, sujetos con
sobrepeso y obesos. Aunque en la mayoria no se obtienen resultados estadisticamente
significativos, al analizarlos todos en conjunto se obtiene una conclusion, que es que los sujetos
clasificados dentro del sobrepeso y/o obesidad presentan niveles de 25(0OH)D total y libre mas
bajos.

De dichas tablas, los resultados expuestos en la 5.7.4.17., y en concreto los que hacen referencia
al total de la muestra, sin diferenciar poblacién de origen, son los mas llamativos y también los
mas sorprendentes. Al analizar las diferencias entre los niveles de 25(OH)D total, los sujetos con
sobrepeso muestran un nivel algo superior que aquellos con normopeso. Aunque esto no
concuerda con la teoria que dicta que el sobrepeso influye en la deficiencia de vitamina D, la
diferencia en ambos grupos es tan pequefia y no alcanza significacion estadistica, por lo que no se
puede extraer ninguna conclusién. Lo mismo ocurre en los resultados obtenidos de la poblacidn
procedente de Valencia. Sin embargo, al analizar las concentraciones de 25(0OH)D libre en el total
de la muestra, si que se obtiene una clara diferencia entre los sujetos con y sin sobrepeso, siendo
muy superior en los primeros (7,43 pg/mL vs. 4,88 pg/mL). Este resultado es totalmente anémalo
y no es acorde a los resultados de cada poblacion, mostrados en esta misma tabla. Esto nos llevd
a analizar diferencias en cuanto a la clasificacion de obesidad segun el %GC en cada poblacidn, y
obtuvimos que el nimero de sujetos clasificados como “con sobrepeso u obesidad” era muy
superior en Valencia que en Burgos:

NORMOPESO SOBREPESO TOTAL
BURGOS 72 20 92
VALENCIA 35 70 105
TOTAL 107 90 197

Tabla 6.5. Numero total de sujetos clasificados como “normopeso” y “sobrepeso” segun la clasificacidon

derivada del %GC en cada poblacién a estudio




Como muestra la tabla 6.5., el nUmero de sujetos con sobrepeso en Valencia es muy superior al de
Burgos, y viceversa con respecto a los sujetos con normopeso. En Valencia el nivel de 25(0H)D
libre es muy superior al de Burgos (tabla 5.7.2.1.). Esto hace que los resultados de la tabla 5.7.4.17.
tengan un sesgo muy grande y no deben ser tenidos en cuenta. Ademads, este mismo sesgo lo
encontramos en la primera parte de la tabla 5.7.4.19., por lo que los resultados aqui expuestos
deben interpretarse con cautela.

Una vez analizados estos resultados, nos parecié interesante repasar de nuevo los expuestos en la
tabla 5.7.4.16., pues expone lo mismo que la 5.7.4.17., pero diferencia por obesidad en funcion
del IMCy no del %GC. Aqui los resultados no son tan incongruentes. Analizamos, como en el caso
anterior, el nimero de sujetos de cada poblacién clasificados en con y sin sobrepeso:

NORMOPESO SOBREPESO TOTAL
BURGOS 53 48 101
VALENCIA 45 60 105
TOTAL 98 108 206

Tabla 6.6. Numero total de sujetos clasificados como “normopeso” y “sobrepeso” segun la clasificacion
derivada del IMC en cada poblacion a estudio

En este caso, el nUmero de sujetos en cada clasificaciéon es mucho mas equitativo. La explicacion
a esta diferencia es que la clasificacion de obesidad, teniendo en cuenta el %GC diferencia por
sexo, dando a cada uno unos limites muy diferentes, mientras que el IMC no.

Cabe destacar también que, en las Ultimas tablas mencionadas, el dato de %GC con el que se
trabaja en la muestra procedente de Valencia es el obtenido por la ecuacion de Siri. De todos los
posibles resultados del %GC (ecuaciéon de Siri, ecuacion de Brozec, y el proveniente del calculo
del area adiposa del brazo), primero se descartd el uso del %GC obtenido a partir del area
adiposa del brazo por tener peores resultados de correlacién, tanto con el IMC como con los
demas métodos de obtencién del %GC. Finalmente, se decidié utilizar la ecuacién de Siri pues
de los tres, es el método més utilizado 3.

Aunque, tal y como se ha expuesto, los resultados no son llamativos, si que reflejan el resultado
esperado. Dicho resultado supone que los sujetos mas obesos presentan niveles de vitamina D
mas bajos. Esto es acorde a la teoria, pues ya que la vitamina D es una vitamina liposoluble,
puede acumularse en los adipocitos, quedando de esta manera “secuestrada” en el tejido
adiposo, antes de que sufra la hidroxilacién en el higado que la transforme en 25(0H)D %92,

Cabe mencionar que la metodologia de este estudio no se ha realizado para asegurar una
homogeneidad en el nimero de sujetos asociado a cada eslabén de la clasificacién de obesidad.
Es por ello, que no todos los grupos tienen un nimero equitativo de sujetos, lo que puede llevar
a un sesgo en el andlisis de estos resultados.



INFLUENCIA DE LOS HABITOS DE EXPOSICION SOLAR

La encuesta realizada sobre los habitos de exposicidn solar durante el verano recogia distintos
items que permitirian relacionar dichos habitos con los niveles séricos de vitamina D. De todos
ellos, los més relevantes han sido:

- Tiempo al aire libre en las horas de maximo calor (10 AM — 4 PM) durante el verano.
- Actitud ante la exposicién solar.
- Uso de cremas fotoprotectoras.

Todos los resultados referentes a los habitos de exposicion solar se han obtenido
exclusivamente con las determinaciones séricas obtenidas en verano, tanto en Valencia como
en Burgos. Esto se debe a que la encuesta hacia referencia a los habitos desarrollados durante
los meses de verano, pues sera aqui donde adquieran mayor importancia, y donde pueda haber
mayor variabilidad interindividual. Ademas, la semivida de la 25(OH)D conlleva que dichos
habitos sélo puedan tener influencia en las determinaciones bioquimicas realizadas a partir de
las muestras recogidas en verano.

Las tablas 5.7.5.1. y 5.7.5.2. muestran la relacidén entre las tres variables mencionadas y las
concentraciones séricas de 25(0OH)D total y libre, en Burgos y Valencia respectivamente.

El andlisis de la primera variable de los habitos de exposicidn solar se ha realizado con una
prueba de tendencia, con el fin de determinar si a medida que aumentan las horas al dia al aire
libre en los momentos de maxima incidencia solar, aumenta también las concentraciones séricas
de vitamina D. Los resultados muestran una relacidn lineal estadisticamente significativa con los
datos provenientes de Burgos, tanto para el analito de 25(OH)D total como para el de 25(0OH)D
libre, pero no una relacién cuadratica. Esto significa que en esta poblacién hay una tendencia
creciente en las concentraciones de vitamina D en funcion de las horas de exposicion a la luz
solar en verano, pero este aumento no se produce de formaproporcional.

En las muestras procedentes de Valencia no se observa esta tendencia creciente. Al comparar
las concentraciones medias de 25(0OH)D total y libre en aquellos sujetos expuestos al aire libre
de 1 a 3 horas, con los expuestos menos de 1 hora, si hay una clara diferencia, siendo los niveles
mas bajos en este segundo grupo. Sin embargo, al introducir un tercer escalén en las horas de
exposicién solar (mas de 3 horas), se pierde la relacion creciente entre los niveles de vitamina D
y las horas al aire libre. La diferencia entre el grupo que afirma una exposicidon de entre 1 a 3
horas, con los que aseguran estar mas de 3 horas es muy pequeiia, y de hecho los resultados
son muy similares, algo mas bajos en este ultimo grupo, pero sin resultar clinicamente relevante.

Con estos resultados se puede afirmar, por un lado, que los resultados obtenidos en Burgos
reflejan la gran importancia de la exposicion solar en la sintesis cutanea de vitamina D, pues un
cambio en el numero de horas diarias de exposicién, se traduce en una modificacién de los
depdsitos de esta vitamina. Sin embargo, por otro lado, los resultados obtenidos en Valencia
también sustentan una parte importante de la teoria de sintesis cutdnea de vitamina D. Se trata
de la estimacion que fija en 5 — 15 minutos diarios de exposicion solar en rostro y brazos durante
la época estival, como tiempo necesario y suficiente para mantener los depédsitos de vitamina D
en niveles adecuados (¢,



La siguiente variable a estudio sobre los habitos de exposicidn solar es la actitud adoptada ante
la misma. En la encuesta se ofrecian tres posibles respuestas a este item: Prefiero evitarla; A
veces me gusta exponerme; Me gusta hacerlo para ponerme moreno/a. Al analizar estas
opciones y relacionarlas con las determinaciones analiticas de 25(0OH) vitamina D total y libre,
no se obtiene ninguna relacidon estadisticamente significativa, ni en Burgos, ni en Valencia.
Tampoco se observa una tendencia creciente en las concentraciones séricas al avanzar en los
tres grupos estudiados. Cabe destacar ademds que las desviaciones estandar asociadas a los
valores medios obtenidos son grandes. De todo esto, sélo se puede concluir que la actitud que
los sujetos afirman mostrar frente a la exposicidn solar no es un dato influyente en los niveles
séricos de vitamina D.

La ultima variable estudiada en referencia a los habitos de exposicién solar fue el uso de cremas,
y demas preparados tdpicos, fotoprotectores. Diferenciamos tres grupos dentro de los sujetos
gue afirmaban usar este tipo de unglientos: Factor < 20; factor = 20 — 40; factor > 40.

No se advierte ninguna relacion estadisticamente significativa, ni en Burgos, ni en Valencia. Y
tampoco hay diferencias clinicamente relevantes al estudiar las concentraciones medias
obtenidas en cada grupo.

La teoria afirma que las cremas con factor de proteccién solar absorben las radiaciones antes de
su penetracion en la epidermis, llegando incluso a reducir la sintesis cutanea de vitamina D en
un 95% a partir de un SPF de 8 ® 3. Sin embargo, en la practica hay mas factores a tener en
cuenta, por ejemplo, la técnica en la aplicacidén de estos preparados tépicos, o la frecuencia con
la que se apliquen, y también el hecho probable de que los sujetos que utilicen este tipo de
cremas sean también los que mas se expongan a la radiacion solar. Estos supuestos hacen que,
actualmente, no se haya podido relacionar el uso de cremas fotoproteccidn con la disminucidn
de la sintesis cutdnea de vitamina D (*>°9),

La tabla5.7.5.7. muestra los resultados de la relacién entre el uso de factores de proteccién solar
y los niveles séricos de vitamina D en Valencia, sin considerar el nimero de SPF. Tan sélo se ha
estudiado esta relacion en las muestras procedentes de Valencia ya que aqui, un nimero
importante de sujetos afirmaba no utilizar este tipo de cremas, en cambio, en Burgos, la practica
totalidad de los sujetos si que utilizaba cremas con factor de proteccién solar, por lo que no se
podrian extrapolar resultados fidedignos.

En el estudio de esta variable no se observan relaciones estadisticamente significativas con las
25(0OH)D total ni con la libre. Sin embargo, cabe mencionar que, en ambos analitos, las
concentraciones medias son mayores en el grupo que afirma no utilizar cremas con proteccion
durante la exposicién solar, siendo esta diferencia superior a 2 ng/ml para la 25(OH)D total, y de
0,15 pg/ml para la 25(0OH)D libre.

Todos los resultados obtenidos a partir de los datos del uso de factores de proteccion solar
apoyan la teoria de que estas cremas, con SPF de 20 o superior, pueden reducir la sintesis
cutanea de vitamina D, sin encontrar grandes diferencias al aumentar el numero de factor
protector. Pero, en cualquier caso, no es una variable definitoria de la concentracién de vitamina
D.



INFLUENCIA DE LA INGESTA DE VITAMINA D

El mayor porcentaje de vitamina D (aproximadamente un 95%) es sintetizado por la piel a partir
de la radiacidn solar. El porcentaje restante se obtiene con la dieta, a partir de alimentos ricos
en vitamina D. Aunque evidentemente, la fuente dietética, en cuanto a aporte de vitamina D, es
muy inferior a la sintesis cutdnea, es importante tenerla en cuenta, y en especial en la época
invernal, donde la exposicién solar pierde protagonismo.

La elaboracién de un CFCA adecuado y valido para poder determinar la cantidad diaria de
vitamina D ingerida por cada sujeto del estudio fue, al igual que con el cuestionario de habitos
de exposicion solar, un reto. Diversas publicaciones han estudiado las diferentes maneras de
reflejar el consumo diario de un determinado nutriente con fiabilidad, incluyendo CFCA, registro
diario de la ingesta de alimentos durante un determinado periodo, 3 0 mas llamadas telefdnicas
diarias del investigador al sujeto para conocer su ingesta, etc. (26146213218 'En cyanto al registro
diario de los alimentos ingeridos por los sujetos durante un determinado periodo, es un método
valido para determinar la ingesta diaria de la vitamina D, pero supone un seguimiento de los
sujetos del estudio de varios dias, asi como la voluntad de los mismo de realizar un “diario
dietético” durante el periodo establecido. Trasladar estos requisitos a nuestro estudio no era
viable. Por otro lado, la mayor parte de los CFCA validados para micronutrientes, como la
vitamina D, son largos y suponen una dedicacidn importante por parte de los sujetos. Esto,
tampoco era viable en nuestra realidad, pero se podia adaptar a la misma de una forma mas
sencilla. Ademas, estudios como el desarrollado por Weir et al. 27y Kiely et al. ?*®) demostraron
que los CFCA eran una herramienta fiable para el estudio del consumo diario de nutrientes como
la vitamina D. La realidad de nuestros sujetos obligaba a realizar un cuestionario breve, pero a la
vez fiable, premisa que también se contempla en la publicacién de Trinidad Rodriguez et al. 219,
El estudio de las publicaciones estudiadas junto con otras cuyo objetivo era la validacidon de CFCA
adaptados a caracteristicas concretas ?*>?29 asi como el uso de una fuente de datos oficial en
cuanto a composicion de alimentos (BEDCA) 47 nos permitid realizar un CFCA adecuado para
extrapolar el consumo diario de vitamina D con fiabilidad, y a la vez, pudiera ser realizado con
facilidad por los sujetos de nuestro estudio.

Las tablas 5.7.6.1. y 5.7.6.2. muestran la influencia de la ingesta de vitamina D en sus niveles
séricos, en Burgos y Valencia respectivamente. Esta ingesta se extrapola a partir del CFCA, del
que se ha podido extraer la cantidad diaria de vitamina D ingerida por cada sujeto del estudio, a
partir del consumo de alimentos ricos en estavitamina.

Aunque la vitamina D estad presente en multiples alimentos, tanto de origen animal como de
origen vegetal, la cantidad total por gramo es pequefa. Por ello, el CFCA se ha establecido con
los alimentos que mayor cantidad de vitamina D tienen, pues serdn los que permitan estimar la
ingesta total diaria de la vitamina con menor sesgo y mayor fiabilidad.

El CFCA engloba los alimentos consumidos a lo largo de un afo completo, pero las tablas
muestran los resultados diferenciando el periodo estival y el invernal, debido a que en verano
cabe esperar niveles séricos de 25(0OH)D mas altos, por al aumento de la exposicion solar, y sin
embargo en invierno, es posible que la ingesta dietética adquiera mds importancia en el
mantenimiento de las reservas de 25(0OH)D en niveles adecuados. Por ello, estudiar esta relacion,
considerando el total de concentraciones séricas de 25(0OH)D total y libre por poblacidn, tendria



un gran sesgo.

El andlisis no muestra ninguna relacidon estadisticamente significativa, ni en las distintas
poblaciones, ni en las diferentes estaciones.

Los coeficientes de regresion en todos los casos son muy cercanos a cero. Por ello, la conclusion
extraida de este analisis es que la ingesta de vitamina D tiene poca importancia en los niveles
séricos de dicha vitamina. Sin poder diferenciar entre estaciones ni entre poblaciones. Por tanto,
parece que ni siquiera en invierno, la ingesta dietética de vitamina D resta importancia a la
sintesis cutdnea de esta vitamina a partir de la exposicién solar, como fuente prioritaria de
vitamina D.

Considerando que los resultados de la ingesta media de vitamina D en ambas poblaciones eran
muy similares (tablas 5.5.2.y 5.5.3.), es razonable que en el andlisis de la influencia en los niveles
séricos de 25(0OH)D en cada poblacién no haya diferencias relevantes.



INFLUENCIA DE LAS DISTINTAS VARIABLES EN LOS NIVELES SERICOS DE 25(0OH)D TOTAL Y LIBRE

El estudio de colinealidad que se muestra en las tablas 5.7.7.3. y 5.7.7.4. detecta aquellas
variables con alta correlacion, lo que supone la posibilidad de establecer estimaciones inestables
en el analisis estadistico de regresion lineal multiple que trata de establecer la influencia de las
diversas variables descritas y analizadas en este trabajo sobre los niveles séricos de 25(0OH)D
total y libre.

Tanto en el caso de la 25(0OH)D total, como en el de la 25(OH)D libre, las variables que mostraron
mayor grado de tolerancia (medida habitual de colinealidad), y que por tanto se eliminaron al
realizar el método de exclusion secuencial, Backward Setpwise, fueron el %GC y los distintos
factores de proteccidn solar, dejando en cambio la variable categdrica que indicaba si se usa o
no factor de proteccion solar.

El procedimiento de exclusidon secuencial concluye que las variables predictoras que deben
tenerse en cuenta en el andlisis de las variaciones de las concentraciones séricas de 25(0OH)D
total son la estacionalidad, el clima, el IMCy el uso de factor de proteccion solar, al margen
del valor de dicho factor. En cambio, al realizar este procedimiento para las concentraciones de
25(0OH)D libre las unicas variables que se detectan como buenos predictores de la misma son el
climay la estacionalidad.

El papel protagonista del IMC como variable predictora de las concentraciones de
25(0OH)D total es especialmente Ilamativo si consideramos que en el anélisis de su posible
influencia sobre los dos analitos de vitamina D estudiados los resultados no fueron
estadisticamente significativos, aunque si mostraban una tendencia clara de descenso de
los mismos al aumentar el IMC. Aqui, sin embargo, esta variable si consigue significacion
estadistica. Esto significa que al tener en cuenta el total de variables, el IMC muestra
claramente una relacion inversa con los niveles de 25(OH)D total, a pesar de ser menos
influyente que la estacionalidad, el clima e, incluso, el factor de proteccion solar. Tanto
es asi que, mientras que la diferencia entre el verano y el invierno supone un
incremento/descenso de 5,4 ng/mL de 25(OH)D total, el clima (Valencia/Burgos) lo
supone de 3,1 ng/mL, y el uso de cremas con factor de proteccion solar disminuye estas
concentraciones en aproximadamente 2 ng/mL, por cada Kg/m? que se incrementa el IMC
los niveles de 25(OH)D total descienden en algo més de 0,2 ng/mL.

Las tablas 5.7.7.7. y 5.7.7.8., que muestran el analisis de las variables preseleccionadas como
predictoras sobre los niveles de 25(0OH)D total y libre refuerzan los extraidos del analisis del total
de variables (tablas 5.7.7.1. y 5.7.7.2.), pero ofrecen resultados mas precisos y contundentes.
Esto es un ejemplo de la importancia de realizar un proceso de seleccién de variables
predictoras. A pesar de que en el caso de la 25(0OH)D total se tienen en cuenta las cuatro
variables mencionadas, los resultados reflejan, sin lugar a dudas, que la estacionalidad (verano
vs. invierno) y el clima (Valencia vs. Burgos) son los factores que mas influyen en los niveles
séricos de los analitos. Esta teoria se refuerza con los resultados obtenidos con la 25(0OH)D libre
donde, de inicio, ya sélo se estudian como variables la estacionalidad y el clima.

Una diferencia a destacar es que en el caso de 25(0OH)D total es la estacionalidad, como era de
esperar, la variable con mas peso; sin embargo, para la 25(0OH)D libre es el clima el que parece



tener mds protagonismo. Para poder explicarlo, serian necesarios estudios que analizaran
diferencias poblacionales mas especificas, y no solo el lugar de procedencia. A pesar de no contar
aun con dichos estudios, esta es una evidencia mas de que la 25(OH)D libre podria reflejar ciertos
aspectos poblacionales que la total no, y al revés. En cualquier caso, no cabe ninguna duda de
gue son los grandes condicionantes de los niveles de esta vitamina.

Estos resultados deben iniciar una reflexion. Hemos comprobado que un porcentaje importante
de personas sanas espafiolas presentan niveles insuficientes e incluso deficientes de vitamina D.
Ademas, también se ha comprobado en este trabajo que dichos niveles estan totalmente
condicionados por la estacion del afio y por el lugar geografico, habiendo una diferencia
climatolégica importante e influyente para la vitamina D entre Burgos y Valencia. Por tanto, en
sujetos sanos residentes en lugares como Burgos en meses invernales, es muy probable que se
encuentren niveles de vitamina D bajos, pero esto no significa que presenten una patologia
derivada de esta “insuficiencia”, pues por resultados como los derivados de este estudio, no
deberia considerarse ya “insuficiencia”.

En cuanto a los habitos de exposicidn solar, no muestran resultados nada concluyentes. Al
analizar esta variable es importante tener en cuenta que hace referencia Unicamente a los meses
estivales, pero en este andlisis estamos estudiando la totalidad de la muestra, lo que incluye
aquellas recogidas en los meses de invierno. Por ello, es ldgico que no tenga relevancia en este
analisis.

Destaca la poca influencia que parece tener la ingesta diaria de vitamina D en los niveles de la
propia vitamina. No cabe duda de que es la otra fuente bdsica de colecalciferol, pero parece que,
al estudiar las variables en conjunto, queda relegada a un claro segundo plano, por detras de la
sintesis cutanea, consecuencia de los rayos UV.






CONCLUSIONES



CONCLUSIONES:

1.

Los resultados obtenidos de 25(0OH)D total, tanto en la global como diferenciado por
estacidn y/o poblacidn, sugieren una insuficiencia e incluso deficiencia de esta vitamina. El
hecho de que se trate de sujetos espafioles sanos y jévenes no casa con los resultados de
esta clasificacion. Cabe pensar que quiza esta clasificacidon no sea acorde con la realidad de
los niveles de vitamina D en poblacidn sana, y por tanto los limites que la rigen no sean
idéneos.

La fuente mayoritaria de vitamina D es la luz solar y, puesto que la intensidad de los rayos
UV no es constante a lo largo del afio, es de esperar que los niveles séricos de colecalciferol
también varien, lo que no supone una patologia. Por ello, al estudiar los niveles de vitamina
D en sujetos que, aparentemente no presenten patologias en ciertos momentos del afio en
los que sus concentraciones sean mas susceptibles de estar disminuidas, debe siempre
tenerse en cuenta esta condicién estacional, y actuar en consecuencia.

Ambos analitos de vitamina D, 25(0OH)D total y libre, presentan una clara correlacién. Parece
que la 25(0OH)D libre podria reflejar mejor que la total el estatus real de vitamina D en el
organismo. En este estudio no se ha obtenido ningln resultado que desmienta esta
posibilidad, pero tampoco ninguno lo suficientemente potente como para afirmarla. Pero
si estd claro que esto es una puerta abierta al analisis de la vitamina D.

Existen muy pocos estudios que trabajen con la 25(0OH)D libre. Profundizar en las
aplicaciones clinicas de la determinacién de este analito, incluyendo métodos
automatizados, aumentaria nuestro conocimiento sobre la vitamina D. Este estudio forma
parte del inicio de este proceso.

A nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en Espaia que identifica los valores de
vitamina D libre respecto de la vitamina D total, y estudia y selecciona aquellas variables
qgue mas influyen en dichos valores.
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