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1 INTRODUCCION

1.1 Diabetes Mellitus

1.1.1 Definicién

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de trastornos metabdlicos cronicos con elevada
morbilidad y mortalidad, que se caracterizan por la presencia de niveles elevados de glucosa en
sangre debido a los defectos en la secrecion de insulina y/o en la accién de la misma. La
hiperglucemia cronica afecta a todos los vasos sanguineos por lo que la DM se asocia con una
afectacion cronica y progresiva de todo el organismo, manifestandose especialmente a nivel
ocular, renal, cardiaco, nervioso y vascular. Varios procesos patogénicos estan involucrados en
el desarrollo de la DM, desde la destruccion autoinmune de las células  pancreaticas, con la
consecuente deficiencia de insulina, hasta las anomalias que provocan resistencia a la accion de

la misma.

En la DM, la deficiente accion de la insulina sobre los tejidos diana, es la base de las anomalias
del metabolismo de los hidratos de carbono, de las grasas y de las proteinas. Los defectos se
producen tanto en la secrecion, como en la accién de la insulina, en forma de resistencia
insulinica, pudiendo coexistir en el tiempo en el mismo paciente o aparecer secuencialmente a

lo largo de su historia natural.

La hiperglucemia se manifiesta con los clasicos sintomas cardinales de descompensacién
diabética, poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso. La hiperglucemia crénica da lugar a
complicaciones agudas en forma de cetoacidosis o coma hiperosmolar no cetésico y a la larga a
complicaciones cronicas, con afectacion de grandes vasos (macroangiopatia) o pequefios vasos

(microangiopatia), siendo las manifestaciones clinicas dependientes del territorio afectado (1).

1.1.2 Clasificacion

Existen diferentes tipos de DM debido a una compleja interaccion entre factores genéticos y
ambientales. La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) clasifica etiologicamente la DM en

cuatro tipos segun las posibles causas que originan esta enfermedad (2):



1. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) debido a la destrucciéon autoinmune de las células 8 del
pancreas, que normalmente conduce a una deficiencia absoluta de insulina.

2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) causada por una combinacion de resistencia a la insulina
y una respuesta de secrecion compensatoria de insulina inadecuada.

3. La diabetes mellitus gestacional, consecuencia de la resistencia a la insulina que
condicionan las hormonas gestacionales.

4. Otros tipos de diabetes, donde se encuentran las genéticas como la diabetes de la gente
joven que se comporta como la de la madurez (MODY), y la diabetes secundaria a
enfermedades del pancreas exocrino, como las pancreatitis, la fibrosis quistica o la
cirugia pancreatica asi como las debidas a farmacos como son los glucocorticoides,

algunos retrovirales e inmunosupresores.

La DML se caracteriza por la destruccion de las células B pancredticas, que tiene como
consecuencia la deficiencia absoluta de insulina. Esto hace que el tratamiento necesario desde el
inicio de la enfermedad, sea la administracién exdgena de insulina con el fin de controlar los
niveles de glucosa en sangre. La enfermedad puede afectar a personas de cualquier edad, pero
suele aparecer en nifios 0 adultos jévenes menores de 30 afios. La mayoria de los casos (95%)
son atribuibles a una destruccion autoinmune de las células  del pancreas (DM tipo 1a). Ya en
fases precoces de la enfermedad, cuando todavia no hay criterios diagnésticos de DM, aparecen
en sangre diferentes tipos de anticuerpos, unos dirigidos contra las propias células (anticuerpos
anti-islotes o ICA), otros contra la insulina (anticuerpos anti-insulina) o también contra la
descarboxilasa del &cido glutamico (anticuerpos anti-GAD) o contra la tirosin-fosfatasa
(anticuerpos anti-1A-2 e 1A-2B). Es ampliamente conocida la asociacion de esta patologia con
determinados patrones de histocompatibilidad. EI complejo HLA-DR/DQ puede mostrar
diferentes subtipos, unos protectores y otros predisponentes al desarrollo de esta patologia. El
segundo tipo de DML corresponde a una pequefia minoria de los casos que resultan de una
destruccion idiopética o fallo de las mismas (DM tipo 1b). Este tipo minoritario de DM1 no

presenta anticuerpos conocidos ni asociaciones con HLA (3).

La DM2 se caracteriza por la presencia de grados variables de resistencia a la accion periférica
de la insulina, disminucion del efecto incretina y alteracion de la produccion de insulina y
glucosa. Durante la evolucion de la enfermedad, el pancreas mantiene una secrecion de insulina
suficiente para vencer la resistencia insulinica, pero lo habitual es que con el paso de los afios, el
pancreas vaya claudicando y la secrecion de insulina sea insuficiente para controlar la glucemia.
La DM2 deriva de la interaccion entre factores genéticos (ya sean enzimaticos o a nivel de la

insensibilidad de receptores), ambientales y otros factores de riesgo (obesidad, mala



alimentacion, falta de actividad fisica, edad avanzada, etc.) que a traves de la epigenética, hacen
que se desarrolle la enfermedad. Este tipo de DM afecta principalmente a adultos (méas de 40

afios), pero cada vez hay mas casos de nifios y adolescentes (4).

1.1.3 Epidemiologia

La prevalencia mundial de la DM se ha incrementado notablemente durante los ultimos 30 afios
(del 4,7% en 1980 al 8,8% en 2015), afectando en la actualidad a mas de 422 millones de
personas en todo el mundo, en clara relacion con el aumento de la obesidad y la forma de vida
occidental. Aunque los casos de DM1 y de DM2 estan aumentando en todo el mundo, cabe
esperar que la DM2 aumente con mas rapidez en el futuro debido al incremento de la obesidad y

la reduccion de la actividad fisica (5).

La DM2 es la forma mas comun de DM y representa alrededor del 90% a 95% de todos los
pacientes diabéticos, mientras que la DM1 representa el 5-10% del total de casos (6). A nivel
mundial, se estima que 65.000 nifios menores de 15 afios desarrollan la enfermedad cada afio, y
la incidencia global en los nifios sigue aumentando a un ritmo del 3% al afio (3).La prevalencia
mundial de la DM entre adultos (de 20 a 79 afios) sera del 10,4% en el afio 2040, afectando a

642 millones de adultos (Figura 1).
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Figura 1: Namero Estimado de personas con diabetes en el mundo y por region en 2015 y 2040 (20-79
afios) (7).



Segun proyecciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la diabetes sera la séptima
causa de mortalidad en 2030.La prevalencia es semejante en varones y mujeres en la mayor
parte de los grupos de edad, pero es ligeramente mas elevada en los varones mayores de 60
afios, ademas existe una considerable variabilidad geogréfica en la incidencia de DM1 y DM2,

incluso entre las diferentes poblaciones étnicas dentro de un pais determinado (7).

En Espafia, para conocer de forma exhaustiva la prevalencia de DM2, se desarrollo el estudio
di@bet.es, llevado a cabo por CIBERDEM, la Sociedad Espafiola de Diabetes (SED) vy la
Federacién Espafiola de Diabetes (FED). Este estudio situé la prevalencia de DM2 en el 13,8%
de la poblacion espafiola. Ademas, este estudio sefiala que un 6% de las personas con DM2

desconoce que sufre esta enfermedad. Los resultados de este estudio se muestran en la Tabla 1

).

Tabla 1: Diversas prevalencias de personas afectadas mayores de 18 afios en poblacion espafiola (8)

Patologia/habitos de salud % Ndmero
Diabetes mellitus conocida 8 3.111.641
Diabetes mellitus no conocida 6 1.514.916
Diabetes mellitus total 14 4.626.557
Tolerancia anormal de la glucosa 9 3.028.706
Glucemia basal alterada 3 1.398.183
Obesidad (IMC > 30 kg/m?) 28 10.863.431
Hipertensién arterial 41 15.889.058
Sindrome metabolico 21 8.022.026
Tabaquismo 28 10.724.238
Ingesta de bebidas alcohdlicas a diario 23 8.733.905
Ingesta de aceite de oliva para freir 69 26.583.402
Sedentarismo 50 19.400.237
Microalbuminuria 9 3.469.827

1.1.4  Criterios diagnosticos

Actualmente, la diabetes puede ser diagnosticada basandose en los niveles de glucosa
plasmatica, ya sea mediante la determinacion de glucosa plasmética en ayunas (siendo criterio
diagndstico valores >126 mg/dl), 0 mediante la determinacion de glucosa plasmatica 2 horas
después una prueba de sobrecarga oral de glucosa (SOG) con 75 g de glucosa (con valores

patoldgicos >200 mg/dl) o con la determinacion de la hemoglobina glicosilada A1C (HbAlc)
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(diagnosticando de DM con valores >6,5%), Tabla 2 (2). Sin embargo la evaluacion de la
exposicion cronica a concentraciones elevadas de glucosa es mas informativo que una sola
medida de la misma. Debido a esto, la determinacién de HbAlc es un buen método diagnostico
ya que proporciona una medida fiable de la concentracion de glucosa promedio de los Gltimos

2-3 meses y correlaciona bien con el riesgo de complicaciones de la DM a largo plazo.

El diagndstico de DM se lleva a cabo si la concentracién de HbAlc es >6.,5 %, confirmandolo
con una repeticién de la determinacion de HbAlc, salvo que existan sintomas clinicos y/o
concentraciones de glucosa >200 mg/dl (>11 mmol/l). La prueba diagnostica se debe realizar
utilizando un método certificado por el National Glycohemoglobin Standardization Program

(NGSP) y estandarizado para el ensayo Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) (9).

Tabla 2: Criterios para el diagnostico de diabetes (2)

Glucosa plasmética en ayunas >126 mg/dl (7,0 mmol/l). El ayuno se define como la ausencia de ingesta
caldrica durante al menos 8 h. *

Glucosa plasmética a las 2 h >200 mg/dl (11,1 mmol/l) durante una prueba de SOG. La prueba debe
realizarse segun lo descrito por la OMS, utilizando una carga de glucosa que contiene el equivalente de
75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.*

HbAlc >6,5% (48 mmol/mol). La prueba debe realizarse en un laboratorio utilizando un método
certificado por NGSP y estandarizado para DCCT.*

En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica, una glucosa aleatoria >
200 mg/dl (11,1 mmol / L).

*En ausencia de hiperglucemia inequivoca, los resultados deben ser confirmados mediante pruebas
repetidas.

La determinacion de HbAlc tiene varias ventajas en comparacion con las otras pruebas ya
mencionadas, incluyendo una mayor comodidad (ayuno no requerido), mayor estabilidad

preanalitica y menos variaciones debidas al estrés y a la enfermedad (10).

1.1.5 Tratamiento

Los objetivos del tratamiento de la DM de tipo 1 o 2 son eliminar los sintomas relacionados con
la hiperglucemia, reducir o eliminar las complicaciones de microangiopatia 0 macroangiopatia

a largo plazo y permitir al paciente un modo de vida tan normal como sea posible.

Debido a que la DM1 es una enfermedad en la que se produce la destruccion de los islotes
pancreaticos con el consiguiente déficit de insulina, el tratamiento fundamental de la misma, es

la administracion exdgena de insulina simulando en lo posible su secrecion fisioldgica. Esta




secrecion tiene dos componentes, uno basal continuo y otro agudo desencadenado por la
hiperglucemia pospandrial. En sujetos no diabéticos, la ingesta de comida produce un rapido
aumento de la concentracion de insulina plasmética a los 30-45 minutos seguido por una
disminucion a los valores basales a las 2-3 horas. En la actualidad existen diferentes insulinas
con distintos perfiles de accién para poder imitar el patron fisioldgico de secrecién de insulina,
asi, los requerimientos basales de insulina se cubriran con insulina de accion lenta y para evitar
la hiperglucemia pospandrial se administraran insulinas de accion rapida antes de cada ingesta
(11). La dosis inicial de insulina se basa en el peso, con dosis comprendidas entre 0,4 y 1,0
unidades de insulina total/kg/dia, con mayores cantidades requeridas durante la pubertad (12).

Una terapia nutricional adecuada y el ejercicio fisico son los otros dos pilares del tratamiento.

El tratamiento de la DM2 tiene como objetivo mantener los niveles de glucosa en sangre dentro
de la normalidad para minimizar el riesgo de complicaciones asociadas a la enfermedad. En la
actualidad se dispone de ocho grupos de antidiabéticos (ademés de la insulina), que poseen los
siguientes mecanismos de accion:
e Estimulan la secrecion de insulina: sulfonilureas, secretagogos de accién réapida
(glinidas).
o Restauran el efecto incretina: inhibidores de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-4) y
anélogos del glucagon-like peptide-1 (GLP-1).
e Disminuyen la resistencia a la insulina: biguanidas y glitazonas.
e Reducen o enlentecen la absorcion de la glucosa: inhibidores de las a-glucosidasas.
¢ Inhiben la reabsorcion de glucosa a nivel renal: inhibidores del co-transportador de
sodio y glucosa tipo 2 (SGLT-2) (6).

1.1.6 Complicaciones agudas de la DM

Las complicaciones agudas de la DM no controlada que ponen en peligro la vida del individuo
son la hiperglucemia con cetoacidosis y el estado hiperosmolar no cetésico. La cetoacidosis
diabética se consideraba antes una piedra angular de la DM1, pero ocurre también en individuos
con DM2, mientras que el estado hiperosmolar hiperglucémico se observa de manera primordial

en individuos con DM2.

La cetoacidosis diabética es la complicacion mas caracteristica de la DML, siendo a veces, su
forma de debut. Se debe al déficit agudo de insulina, lo que conduce a una hiperglucemia y a la

presencia de cuerpos ceténicos resultantes del consumo de grasas como fuente de energia ante



la imposibilidad de consumir la glucosa. Se caracteriza por un cuadro severo de acidosis
metabolica y bajo gasto periférico. EI coma hiperosmolar no cetdsico es una complicacion
propia de la DM2, consecuencia de un déficit relativo de insulina, unida a una situacion
intercurrente generalmente infecciosa, que conlleva a un cuadro de hiperglucemia severa,
deshidratacion, deterioro neuroldgico e hiperosmolaridad. Estos trastornos pueden dar lugar a

complicaciones graves o incluso la muerte si no se diagnostican y tratan adecuadamente (13).

1.1.7 Complicaciones cronicas de la DM

Las complicaciones crénicas de la DM pueden afectar a muchos sistemas organicos y son
responsables de la gran parte de la morbilidad y mortalidad que acomparian a este trastorno. Las
complicaciones crénicas pueden dividirse en vasculares y no vasculares. A su vez, las
complicaciones vasculares se subdividen en microangiopatia (retinopatia, neuropatia y
nefropatia) y macroangiopatia (cardiopatia isquémica, enfermedad vascular periférica y
enfermedad cerebrovascular). Las complicaciones no vasculares comprenden problemas como
gastroparesia, disfuncion sexual y afecciones de la piel. El riesgo de complicaciones crénicas
aumenta con la duracion de la DM, haciéndose evidentes en el transcurso del segundo decenio
de la enfermedad. Como la DM2 puede tener un periodo prolongado de hiperglucemia
asintoméatica, muchos individuos ya presentan complicaciones en el momento del

diagnostico (13).

Ademas de las diferentes complicaciones ya mencionadas sobre diferentes partes del organismo,
la DM provoca alteraciones metabolicas y endocrinas que afectan a la calidad y a la densidad
del hueso. Estos cambios afectan adversamente al esqueleto y se asocian con un mayor riesgo

de osteoporosis y fracturas por fragilidad (14).

1.2  Fisiologia del metabolismo 6seo, osteoporosis y herramientas diagnosticas

1.2.1 Fisiologia del metabolismo 6seo

1.2.1.1 Estructura Gsea

El hueso es un tejido firme, duro y resistente que forma parte del endoesqueleto de los

vertebrados. Es un tejido dindmico que se remodela constantemente durante toda la vida. La

disposicion del hueso compacto y del hueso poroso aporta fuerza y densidad suficiente para la
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movilidad y la proteccion del organismo. Ademas, el hueso constituye un depoésito de calcio,
magnesio, fosforo, sodio y otros iones necesarios para las funciones homeostaticas. El esqueleto
es uno de los sistemas corporales mas grandes, constituye la mayor proporcion de tejido
conjuntivo del organismo, estd muy vascularizado (recibe casi 10% del gasto cardiaco) y esta
integrado por una matriz 6sea mineralizada (con componentes organicos e inorganicos) y por un

componente celular (15).

La matriz 6sea extracelular consta de un componente organico y un componente inorganico. La
matriz organica esta compuesta por fibras colagenas y no colagenas. Las fibras colagenas de
tipo 1 constituyen del 90 al 95% de las proteinas del hueso. En la porcion no colagenosa de la
matriz organica encontramos principalmente proteinoglicanos, fosfoproteinas y glicoproteinas
(osteocalcina (OC), osteonectina, sialoproteina y osteopontina). La fase mineral esta
constituida por calcio y fosfato, formando cristales de hidroxiapatita calcica [3Cas(PO4)2(OH),]

que proporcionan rigidez mecanica y resistencia de carga al hueso.

El componente celular 6seo lo integran las celular osteoprogenitoras (osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos). Los osteoblastos son las células responsables de la sintesis de la mayoria de los
componentes de la matriz 6sea y derivan de células de origen mesenquimatoso (Figura 2A). Los
osteoblastos producen otras proteinas no colagenas como glicosaminoglicanos, OC,
osteopontina y sialoproteina dsea y son responsables de la regulacion del calcio y el fésforo. A
medida que el osteoblasto secreta matriz, que luego se mineraliza, la célula se convierte en un
osteocito, que es la célula 6sea madura (es un osteoblasto diferenciado). Los osteocitos son
responsables del mantenimiento de la matriz 6sea, mediante su actividad sintética y resortiva
(16). Los osteocitos son mecanosensores del hueso y comunican sefiales a los osteoblastos de la

superficie y a sus progenitores a través de la red canalicular.

La mineralizacion de la matriz, tanto en el hueso trabecular como en las osteonas de hueso
cortical compacto (sistemas haversianos), comienza poco después de su secrecion
(mineralizacién primaria), pero no terminara hasta después de varias semanas o incluso mas
tiempo (mineralizacién secundaria). Aunque esta mineralizacion aprovecha las altas
concentraciones séricas de calcio y fosfato, proximas a la saturacién, la mineralizacion es un
proceso muy regulado que depende de la actividad de la fosfatasa alcalina derivada de los

osteoblastos, que quiza funciona hidrolizando inhibidores de la mineralizacion.

Los osteoclastos son células cuya funcion es la resorcion dsea, produciendo como consecuencia

de su actividad las Ilamadas lagunas de resorcion. Los osteoclastos proceden de las células
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madre hematopoyéticas, las cuales van a dar lugar, a través de progenitores mieloides, a los
monocitos circulantes y a los macrofagos tisulares (Figura 2B). Los osteoclastos son células
gigantes con complejos aparatos de Golgi alrededor de cada ndcleo (pueden contener entre 6 y

50 nlcleos) y con un citoplasma rico en fosfatasa acida tartrato resistente (FATR) (17).

PTH, Vit D
IGF, BMP, otros

Progenitor de Precursor de Osteoblasto activo
osteoblasto osteoblasto
mesenquimatoso Colagena (1}
CBFAT1+ Fosfatasa alcalina
Osteocalcina, osteopontina
A Sialoproteina Gsea
M-CSF
Ligando de RANK Ligando de RANK
M-CSF Ligando de BANK IL-1, IL-6 IL-1
P o
Plociany ‘ P l oo 1 l _i'f. &
(@) s, (@) =~ (@) L~ ¢ . ®e
- Deteriora Diferenciacion Fusitn & ',f-\ f‘ j\f\
. afeccion Wog "
Frogenitor Precursar Osteoclasto Osteoclast
de osteoclasto de osteoblasto mononuclear 5 _?Cciir_zs o
hematopoyético o-fos Osteoclasto C-SIC+ -
PU-1+ NFwB-+ quiescente 83 integrina
THRAF + PYK2 cinasa
Catepsina K+
TRAF +
B Anhidrasa carbdnica Il +

Figura 2: Vias que regulan el desarrollo de los (A) osteoblastos y (B) osteoclastos (15)

Desde el punto de vista anatémico, el hueso se clasifica en compacto (localizado en la parte
cortical de los huesos largos) y esponjoso, trabecular o plexiforme (localizado en la parte interna
del hueso en el limite de la médula désea). El hueso cortical estd compuesto por una serie de
unidades de laminas Oseas dispuestas concéntricamente entre si en un numero de 8 a 15,
suponiendo casi cuatro veces el volumen de hueso trabecular, distribuyéndose principalmente en
la zona diafisaria de los huesos largos. El hueso esponjoso o trabecular estd compuesto por un
sistema de trabéculas, formando una red tridimensional orientada en funcién de las cargas que
reciben, estando paralelas en cada capa y cambiando de orientacion de una capa a otra. Las
cavidades formadas por la red trabecular es el asiento de la medula dsea. El hueso esponjoso
resulta ser el mas activo metabdlicamente, caracterizandose por una gran capacidad de

remodelado 6seo.
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1.2.1.2 Remodelado 6seo

El hueso es un tejido vivo y metabdlicamente activo que esté siendo constantemente reparado y
remodelado a lo largo de la vida de un individuo. Aproximadamente el 20% del tejido 6seo es
reemplazado anualmente dependiendo de la localizacion y tipo de hueso (18). EI remodelado del
hueso se logra gracias a la accion coordinada de la unidad multicelular basica (UMB), que
consta de dos tipos de células caracteristicas: los osteoclastos, encargados de la resorcion de la
matriz 6sea calcificada y los osteoblastos encargados de producir la matriz 6sea. Cada ciclo de

remodelado consta de varias fases (Figura 3):

Precursor de
osteoclasto Precursores de )
L‘ ®  Osteod Osteocl _ osteoblasto Unidad
Células 45— o steoclasto steoclasto activo __J Osteoblasto :_;Eﬂ:] odeladora
== - - ueso
F oY .
revestimiento o _f
Superficie - : o
- s A=
osed en . : v -
reposo Resorcion Y%
:( ‘:( }( emento
r~ — Activacion Reversidn Formacion de hueso Mineralizacion
Ostéocito

En promedio tres semanas

En promedio tres meses

Figura 3: Ciclo de resorcion y de formacién de hueso (15)

e Activacion de la superficie del hueso en reposo. Esto se produce a través de sefiales
guimiotacticas, en especial del ligando del receptor activador del factor nuclear kappa 8
(RANKL), que atrae a los preosteoclastos.

¢ Reclutamiento de osteoclastos que llevan a cabo la resorcion 6sea, dando lugar a una
cavidad denominada laguna de Howship o laguna de resorcion.

e Fase de reposo o inversion que es un periodo de aparente inactividad que dura
aproximadamente 1-2 semanas, donde se produce la reversion del catabolismo al
anabolismo.

o Fase de formacidn, donde se reclutan los precursores de los osteoblastos que rellenan
la zona excavada por los osteoclastos y depositan matriz 6sea no mineralizada u
osteoide. Las sales de calcio que se depositan en primer lugar son compuestos amorfos
(no cristalinos), constituidos por una mezcla de sales que a lo largo de un periodo de
semanas 0 meses, van sufriendo cambios en su composicion y estructura convirtiéndose
finalmente en cristales de hidroxiapatita. A este proceso se le denomina maduracién de
la matriz (19).
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1.2.1.3 Regulacion del remodelado 6seo

La remodelacion dsea esté a cargo de la accién combinada de los osteoclastos y los osteoblastos
en una accion secuencial y antagonica, aunque independiente, ambos estimulados y modulados
por diferentes factores relacionados entre si, los cuales pueden clasificarse en: genéticos,

mecénicos, hormonales y locales.

e Factores genéticos: Los factores genéticos son determinantes en el pico de masa Osea ya
que entre el 60 y el 80% de la masa Gsea se encuentra determinada genéticamente (20).
Resulta importante destacar el efecto de los polimorfismos en gen del receptor de la
vitamina D (VDR), también se relacionan otros mecanismos de remodelado Gseo con
mutaciones genéticas en los receptores de estrogenos, diferencias en la transcripcién del
receptor activador de factor nuclear kappa p (RANK) y polimorfismos del gen de la
osteoprotegerina (OPG) (21).

e Factores mecanicos: La influencia de los factores mecanicos sobre el remodelado es
responsable de la pérdida de masa 6sea inducida por la falta de actividad fisica que inducen
un modo de remodelado 6seo denominado de “desuso”, incrementandose el recambio en
todas las superficies dseas, con pérdida neta de hueso. Por el contrario, el ejercicio fisico
moderado e intenso tiene un efecto positivo sobre la masa 6sea, que se reduce con la edad
por el deterioro de las células mecanosensoras del hueso (22). Las fuerzas mecénicas
inducidas sobre el hueso son detectadas por los osteocitos conectados entre si y con las
celulas de revestimiento por un sistema canalicular, y los microdafios por fatiga inducen la
apoptosis de osteocitos en las zonas adyacentes, seguida de la resorcion de los sitios
afectados (23).

e Factores hormonales: De entre los factores no mecénicos involucrados en el metabolismo
del hueso, las hormonas juegan un papel primordial. La regulacion hormonal del
metabolismo fosfocélcico se realiza mediante tres hormonas principales: la hormona
paratiroidea (PTH), el calcitriol (metabolito activo de la vitamina D) (Figura 4) y, en menor
medida, la calcitonina y otras cinco hormonas méas: hormona del crecimiento (GH), tiroxina,

glucocorticoides, esteroides sexuales, leptina e insulina.
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Figura 4: Regulacion del metabolismo fosfocélcico por la PTH y la vitamina D (24)

o La PTH, producida en las glandulas paratiroideas, es el principal regulador de la

fisiologia del calcio. Realiza su accion a 3 niveles: directamente sobre el hueso,
estimulando los osteoclastos y favoreciendo la resorcion 6sea, una accion ligada a la
presencia de vitamina D; en el rifidn, incrementando la reabsorcion tubular distal de
calcio; e indirectamente sobre el intestino, estimulando la sintesis de 1-25 OH
colecalciferol que, a su vez, aumenta la absorcion de calcio. Induce la secrecion del
RANKL, factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-I), interleuquina 6 (IL-6) e
interleuquina 11 (IL-11) por los osteoblastos e inhibe la produccién de OPG.
Administrada de forma continua, la PTH incrementa fundamentalmente el nimero y la
actividad de los osteoclastos, sin embargo, la administracion intermitente de esta

hormona tiene efectos anabdlicos, aumentando el nimero de osteoblastos(25).

El calcitriol o 1-alfa-25-dihidroxicolecalciferol (1,25-(OH),D;) es la forma
biolégicamente activa de la vitamina D (vitamina Ds). En el hueso actla junto con la
PTH estimulando la resorcién dsea a través de su accidén sobre osteoclastos y sus
precursores, posibilitando una mineralizacion adecuada. Entre sus acciones, también se

incluye el aumento de la absorcion intestinal de calcio de la dieta (24).

La calcitonina, producida en las células C del tiroides, actla directamente sobre
receptores de los osteoclastos. Posee una actividad inhibidora de la resorcion osea al
reducir el nimero y actividad de los osteoclastos, por lo que se puede considerar una

hormona protectora del tejido 6seo (26).


https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_D

0 La GH actia directamente sobre receptores de los osteoblastos, estimulando su
actividad, lo que produce un aumento en la sintesis de colageno, OC y fosfatasa
alcalina. También actua de forma indirecta con el aumento de la sintesis de los factores
de crecimiento analogos a la insulina 1 'y Il (IGF-1 e IGF- 1) por los osteoblastos, lo que

favorece su proliferacion y diferenciacion.

o0 Las hormonas sexuales juegan un papel importante sobre el hueso. Las células 6seas
expresan receptores estrogénicos y androgénicos con independencia de cudl sea el sexo
del individuo. Las hormonas sexuales tienden a ejercer un efecto positivo sobre la
formacion osea. El efecto mas claro de estas hormonas sobre el metabolismo 6seo es la
inhibicion de la resorcion pues disminuyen la frecuencia de activacion de las unidades
de remodelacion y favorecen la apoptosis de los osteoclastos. Los estrogenos aumentan
los niveles de OPG, proteina inhibidora de la resorcion producida por los osteoblastos,
por lo que podrian jugar un papel importante en la regulacion de la osteoclastogénesis.
Esta actividad explicaria la pérdida de hueso ligada al hipoestrogenismo tras la
menopausia. Por su parte, los andrégenos tienen un efecto fundamentalmente anabolico,
de forma que facilitan la accién osteoblastica e inhiben la resorcion 6sea al disminuir la

secrecion de citoquinas como la IL-6 (27).

0 Las hormonas tiroideas son esencialmente hipercalcemiantes. En el hueso actian

estimulando a los osteoclastos favoreciendo la resorcion y el recambio 6seo(24).

0 Los glucocorticoides inducen la osteoclastogénesis y la resorcién dsea por aumento de
RANKL en los osteoblastos. Inhiben la replicacion de los precursores osteoblasticos por

supresion de la sefializacion Wnt (28).

0 La leptina inhibe la expresion del RANKL e induce la produccion de OPG, por lo que
esta hormona liberada desde el tejido adiposo, tiene efecto anabdlico favoreciendo la
diferenciacion osteoblastica, reduciendo su apoptosis e incrementando la sintesis de

proteinas de la matriz (29).

o La insulina es una hormona con efecto dual en el hueso. Por un lado, estimula la
sintesis de proteinas de la matriz y favorece su mineralizacion; mientras que por otro, se
autorregula y regula el metabolismo de la glucosa en parte reduciendo la produccién de

OPG en los osteoblastos y favoreciendo la resorcion ésea. Este proceso libera OC
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decarboxilada de la matriz al plasma, que actGa como una hormona induciendo la

produccién y la secrecién de insulina por las células f-pancreéticas (30).

e Factores locales: Entre los factores locales de remodelado 0seo destacan los factores de
crecimiento, las citoquinas y las proteinas de la matriz dsea junto con la produccion de las
prostaglandinas y 6xido nitrico (NO) mediadas por las células del hueso. En la Tabla 3 se
esquematizan los principales factores locales y su accion principal sobre la formacion o la

resorcion Osea. Cualquier alteracion de estos factores, tendrd& como consecuencia la

alteracion del remodelado 6seo (24).

Tabla 3: Principales factores locales reguladores del remodelado 6seo (23)

Factor

Estimulan la formacién

Estimulan la resorcién

Inhiben la resorcion

Factores de

BMP-2 (Proteina morfogénica
Osea 2)

TNF (Factor de necrosis
tumoral)

BMP-4 (Proteina morfogénica
Osea 4)

EGF (Factor de crecimiento
epidérmico)

BMP-6 (Proteina morfogénica
Osea 6)

PDGF (Factor de crecimiento
derivado de las plaguetas)

BMP-7 (Proteina morfogénica
6sea 7)

FGF (Factor de crecimiento
fibroblastico)

IGF-1 (Factor de crecimiento
insulinico tipo 1)

M-CSF (Factor estimulante de
colonias de macré6fagos)

GM-CDF (Factor estimulante

crecimiento | \GF-11 (Factor de crecimiento : ;
e de colonias de granulocitos y
insulinico tipo 2) ,
macréfagos)
TGF-p (Factor transformante
de crecimiento P)
FGF (Factor de crecimiento
fibroblastico)
PDGF (Factor de crecimiento
derivado de las plaguetas)
VEGF (Factor de crecimiento
vascular endotelial)
IL-1 (Interleuquina 1) IFN-y (Interferén vy)
IL-6 (Interleuquina 6) IL-4 (Interleuquina 4)
IL-8 (Interleuquina 8)
) ) IL-11 (Interleuquina 11)
Citoquinas

PGE; (Prostaglandina E2)

PGE; (Prostaglandina E1)

PGI, (Prostaglandina 12)

PGH, (Prostaglandina H2)
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1.2.1.4 Sistema RANK/RANKL/OPG

La funcién del sistema RANK/RANKL/OPG es la interaccion entre los miembros de la UMB;
induce la diferenciacion y activacion de osteoclastos u osteoblastos, regulando y equilibrando el
ciclo de remodelado 6seo entre la formacion o resorcion para asegurar una adecuada renovacion
Osea (31).

El RANK o receptor activador del factor nuclear kappa B es una proteina transmembrana
clasificada como un receptor homotrimérico de tipo I, miembro de la superfamilia del TNF. Es
un péptido de 616 aminoéacidos, codificado por un gen situado en el cromosoma 18g22.1 que se
expresa en la membrana de los osteoclastos maduros y en sus progenitores aislados de médula
6sea. También esta presente en la superficie de células de la estirpe monocitica-macréfaga,
linfocitos B y T, fibroblastos y células dendriticas. Su activacion conlleva una reorganizacion en
el citoesqueleto del osteoclasto y cambios fundamentales para su activacion, movilidad y
establecimiento en la superficie 6sea a reabsorber, asi como una sefial de supervivencia en el
osteoclasto maduro (32). El RANKL o ligando del receptor activador del factor nuclear kappa 3
es una proteina homotrimérica, transmembrana expresada por osteoblastos y células
mesenguimales. Es un péptido de 317 aminoécidos y al igual que el RANK, pertenece a la

superfamilia del TNF.

La OPG conocida como factor inhibidor de la diferenciacién de osteoclastos, es una proteina
homodimera codificada por un gen situado en el cromosoma 8(23-24 y pertenece a la
superfamilia del TNF. Se sintetiza como un propéptido de 401 aminoacidos y tras la pérdida de
un fragmento de 21 aminoéacidos, queda como proteina madura con 380 aminoacidos, momento
en el cual pierde sus dominios transmembrana y citoplasmaticos y es secretada como proteina

soluble por osteoblastos y células estromales de la médula 6sea.

El osteoblasto desempefia un papel fundamental, ya que influenciado por distintos factores pro-
resortivos (vitamina D, PTH, proteina relacionada con la PTH (PTHrP), PGE,, IL-1, IL-6, TNF-
a, glucocorticoides, etc.) aumenta la produccion de RANKL, que se une con su receptor RANK
y desencadena la activacion de los precursores de los osteoclastos que tras su diferenciacion y
maduracion, pasan a ser osteoclastos activos capaces de resorber tejido dseo (Figura 5a). Por el
contrario, la influencia de factores antiresortivos (estrégenos, calcitonina, BMP, TGF-B, etc.)
conducen al osteoblasto a producir OPG, la cual se une al RANKL neutralizando su accion e
inhibiendo la osteoclastogénesis y la actividad osteoclastica, a la vez que induce la apoptosis de

los osteoclastos (Figura 5b) (33).
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1.2.1.5 ViaWnt

La via Wnt es una via de sefializacion celular muy conservada a lo largo de la escala
filogenética. No es exclusiva del hueso, sino que interviene también de manera importante en
otros procesos, incluyendo la embriogénesis, la organogénesis y la tumorigénesis (33). La
activacion de esta via induce diversas sefiales intracelulares que en conjunto se dividen en dos

grandes grupos: la via candnica o clasica y la via no canonica.

Se han descrito dos vias de sefializacion no canonicas que ademas parecen estar implicadas en
diversas fases del desarrollo embrionario, la via dependiente de calcio (Wnt/Ca®,) y la de

polaridad celular planar, sin embargo su papel real en los mamiferos es todavia discutido.

La canonica es la mejor conocida de las vias de transmision de sefiales Wnt. EI acontecimiento
clave en la cascada canonica es la acumulacion de la B-catenina en el citoplasma y su posterior
translocacion al ndcleo celular, donde modula la transcripcion de diferentes genes. (34). La via

de sefializacion Wnt/B-catenina es esencial en la regulacion de la osteogénesis.

Los osteoblastos son las dianas celulares principales de la via Wnt. Esta via actla a través de

diversos mecanismos:

e Determina que los progenitores mesenquimales se conviertan en osteoblastos inhibiendo
su diferenciacion a condrocitos.

e Bloquea la adipogénesis, ya que puede inhibir factores de transcripcion adipogénica
como el receptor gamma activado por el factor proliferador de peroxisomas (PPAR-y).

e Favorece la linea celular osteoblastogénica, estimulando la proliferacién del osteoblasto
y promueve la mineralizacion.

¢ Inhibe la apoptosis del osteoblasto.

¢ Bloquea la osteoclastogénesis mediante el incremento del ratio OPG/RANKL.

Estos resultados sugieren que la via candnica Wnt controla los osteoblastos a diferentes niveles:

diferenciacion, proliferacion o apoptosis y funcidn final (33).
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1.2.2 Osteoporosis

1.2.2.1 Definicién

La osteoporosis se definio en la conferencia de consenso de los National Institutes of Health
(NIH) del afio 2001 como “aquella enfermedad del esqueleto caracterizada por una resistencia

Osea alterada con un aumento del riesgo de fractura” (35).

La osteoporosis es la patologia metabolica dsea mas frecuente. Es una enfermedad silenciosa
caracterizada por una baja masa dsea y alteraciones de la microarquitectura del tejido 6seo que
conllevan a una disminucién de la resistencia del hueso (resultado de la integracién de dos
variables, la densidad y la calidad del hueso) y un incremento de la fragilidad 6sea y de la
susceptibilidad a la fractura. La Figura 6 muestra los cambios en el hueso esponjoso como
consecuencia de la pérdida dsea. Las placas trabeculares individuales de hueso se pierden,
dejando una estructura arquitectonicamente debilitada con una masa significativamente

reducida.

Las complicaciones clinicas asociadas a la fractura por fragilidad u osteoporética incluyen
incremento en la morbilidad (dolor, discapacidad fisica, deterioro en la calidad de vida, etc.), en
el riesgo de padecer nuevas fracturas (incluso en un corto periodo de tiempo) y en la mortalidad.
Esta patologia es un proceso cronico que se desarrolla con la edad y que esta relacionado con

diversas enfermedades y tratamientos, e influenciada por factores genéticos y ambientales (36).
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Figura 6: Hueso normal (izquierda), hueso con osteoporosis (derecha).
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1.2.2.2 Diagnostico

En la actualidad, el diagndstico de osteoporosis se basa en los criterios establecidos por la OMS
en 1994, basados en la medicién de la densidad mineral 6sea (DMO) en columna lumbar, cuello
femoral, cadera o tercio distal de radio. Estos criterios establecen como valores de normalidad,
una DMO mayor a -1 desviacion estandar (DE) con relacion a la media de la DMO para jovenes
adultos sanos (T-Score). La osteoporosis se define con valores inferiores a -2,5 DE, mientras
gue la osteopenia es definida con valores comprendidos entre -1 y -2,5 DE. La osteoporosis
grave 0 establecida se define cuando al criterio de osteoporosis se afiade la presencia de
fracturas (Tabla 4) (37) .

Tabla 4: Diagnostico de osteoporosis segin la OMS basado en la DMO y T-Score

Diagnostico T-score

DMO no mayor a 1 DE por debajo del valor promedio de la poblacion joven

Normal sana (T-Score > 1,0 DE).
Osteopenia DMO entre 1y 2,5 DE por debajo del valor promedio de la poblacidn joven
(masa 6sea baja) sana (T-Score <1y > 25 DE).

DMO de 2,5 0 mas DE por debajo del valor promedio de la poblacion joven

Osteoporosis sana (T-Score < 2,5 DE).

DMO de 2,5 0 mas DE por debajo del valor promedio de la poblacion joven

Osteoporosis grave . . .
P g sana (T-Score < 2,5 DE), junto con la presencia de una o mas fracturas.

Hasta la fecha, esta clasificacion densitométrica se considera universalmente aceptada como
criterio diagndstico, pero debe aplicarse sélo a mujeres postmenopausicas y varones mayores
de 50 afios. Para la valoracion de la DMO en mujeres premenopausicas, varones menores de 50
afios y nifios la International Society for Clinical Densitometry (ISCD) recomienda que se
utilice la puntuacion en la escala Z (Z-Score), que relaciona los valores de DMO del sujeto con
los correspondientes a su mismo grupo de edad, sexo y etnia. Se considera un valor normal
hasta -2,0 DE y valores inferiores son considerados como “por debajo del rango esperado para
su edad” (38).

1.2.2.3 Clasificaciéon

La osteoporosis puede categorizarse segun su etiologia. La osteoporosis primaria o involutiva es
el tipo més frecuente y se establece dicho diagndstico cuando no se objetiva la causa que
provoca la osteoporosis. La osteoporosis secundaria se considera como una consecuencia o bien

una manifestacion acompariante de otras enfermedades o de su tratamiento.
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La osteoporosis primaria constituye el grupo mas amplio e incluye los casos de osteoporosis
en los que no se identifica ninguna enfermedad que la justifique directamente, salvo los

procesos fisioldgicos como son la menopausia y el envejecimiento.

La osteoporosis idiopatica juvenil es un trastorno raro, que se inicia generalmente entre los 8 y
los 14 afios. Se manifiesta por la aparicidn brusca de dolor éseo y de fracturas con traumatismos
minimos. El trastorno remite por si solo en muchos casos y la recuperacion ocurre de forma

espontanea en un plazo de 4 o0 5 afios.

La osteoporosis idiopatica del adulto joven se observa en varones jovenes y mujeres
premenopdusicas en las que no se objetiva ningun factor etioldgico. La evolucion es variable y a
pesar de que los episodios de fracturas recidivantes son caracteristicos, no se produce un

deterioro progresivo en todos los enfermos.

La osteoporosis debida al envejecimiento es consecuencia de la pérdida de hueso por cambios
normales relacionados con la edad que se producen en la remodelacion 6sea, asi como por
factores intrinsecos y extrinsecos que exageran este proceso. En condiciones normales, el
incremento de la produccién de hormonas sexuales en la pubertad es imprescindible para que se
produzca la maduracion maxima del esqueleto, que alcanza su nivel mas alto de masa y

densidad al principio de la edad adulta, en torno a la segunda o tercera década de la vida.

Otra causa de osteoporosis primaria es la menopausia, debido a los cambios hormonales
acontecidos a partir de esta etapa. Los estrogenos, en condiciones normales, constituyen el
principal inhibidor enddgeno de la resorcion dsea y sus efectos sobre las células Gseas estan
mediados por dos clases de receptores expresados en el citoplasma y el nacleo, receptores alfa
(presentes en osteoblastos y osteoclastos) y receptores beta (expresados s6lo en osteoblastos).
Los estrogenos desempefian su papel a través de diversos mecanismos, reducen el nimero de
osteoclastos in vivo, suprimiendo también a sus precursores; tienen un efecto inhibitorio en las
citoquinas prorresortivas, IL-1, IL-6 y TNFa. Se ha descrito una accion directa sobre los
osteoblastos que incrementan la produccion de OPG e inhiben la actividad de RANKL. Estos
datos concuerdan con los estudios que muestran que el tratamiento con OPG en ratas
ovariectomizadas previene la pérdida de masa 6sea (39). Los estrogenos estimulan la
produccion del TGF-B, que produce la apoptosis de los osteoclastos, y la expresion de catepsina
K (proteasa catepsina) que degrada el hueso y permite, tras el bombeo de protones en el area,
excavar los tuneles en el proceso de remodelacion 6sea por las UMB. Por lo tanto, el déficit de
estrogenos provocado por la interrupcion de la funcion ovérica que se acontece a partir de la

22



menopausia, produce un desequilibrio en el remodelado 6seo, con predominio de la resorcion,

ademas de favorecer la apoptosis del osteocito, lo que origina mayor fragilidad 6sea (40).

La osteoporosis secundaria estd causada o exacerbada por otras patologias o tratamientos. Se
trata de un proceso prevenible y tratable, pero la falta de signos de alerta previos a la aparicién
de fracturas, conlleva a que pocos pacientes sean diagnosticados en fases tempranas y tratados
de forma efectiva. Asi, en algunos estudios se ha comprobado que el 95% de los pacientes que
presentan una fractura por fragilidad no presentaba un diagnéstico previo de osteoporosis. Las

causas que producen osteoporosis secundaria son numerosas y muy diversas (Tabla 5).

Tabla 5: Causas de osteoporosis secundaria (41)

Origen Patologia

Hipogonadismo, amenorrea, hiperprolactinemia, panhipopituitarismo,
menopausia precoz, acromegalia, insuficiencia suprarrenal, diabetes
mellitus, hiperparatiroidismo, hipertiroidismo, etc.

Enfermedades
endocrinoldgicas

Enfermedades
gastrointestinales

Enfermedad celiaca, gastrectomia, malabsorcion, enfermedad hepatica,
insuficiencia pancreatica, enfermedad inflamatoria intestinal, etc.

Trastornos genéticos

Hemocromatosis, osteogénesis imperfecta, sindrome de Marfan, sindrome
de Menkes, porfirias, enfermedades de deposito, etc.

Trastornos hematologicos

Mieloma maltiple, leucemia, linfoma, mastocitosis sistémica, anemia
perniciosa.

Enfermedades reumaticas

Artritis reumatoide, espondilitis anquilosante.

Transplante de 6rganos

Transplante de médula, trasplante de rifién, higado, corazén, pulmon.

Farmacos

Anticoagulantes, ciclosporina, tacrélimus, drogas citotoxicas,
glucocorticoides, metotrexate, etc.

Miscelanea

Alcoholismo, amiloidosis, sarcoidosis, esclerosis multiple, fibrosis quistica,

insuficiencia cardiaca congestiva, etc.

1.2.2.4 Epidemiologia

La osteoporosis es una enfermedad de alta prevalencia pero de dificil estimacién por ser
asintomética hasta que aparece la fractura, por ello recibe el nombre de “epidemia silente”.
Segun los datos del estudio NHANES 11l (National Health and Nutrition Examination Survey
[11), guia publicada por la National Osteoporosis Foundation (NOF) en 2013, la prevalencia de
osteoporosis en América es superior a los 10 millones y la prevalencia de baja densidad 6sea de
43,1 millones (42). Aproximadamente, una de cada dos mujeres caucasicas experimentara una
fractura relacionada con la osteoporosis en algin momento de su vida, al igual que

aproximadamente uno de cada cinco hombres.
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En Espafia, en un estudio de Diaz Curriel y cols. (43), se calcula que 2 millones de mujeres y
800.000 varones presentan osteoporosis y se encontré una prevalencia de osteoporosis en
mujeres mayores de 50 afios del 26,07%. Puesto que la osteoporosis se asocia de manera
progresiva a la edad, su frecuencia ird en aumento con el envejecimiento poblacional y, en
mujeres mayores de 70 afios, la prevalencia llega a ser del 24% en cadera y del 40% en columna
lumbar. Los estudios en varones indican que la prevalencia es del 8,1% en mayores de 50 afios y
asciende con la edad hasta el 11,3% en mayores de 70 afios. Los resultados de este estudio se

muestran en la Tabla 6 (43).

Tabla 6: Prevalencia de osteopenia y osteoporosis en columna lumbar y cuello femoral en la poblacion
femenina espafiola por grupos de edad (43).

Edad (Afios) Diagnostico L2-L4 (%) Cuello fémur (%0)

Osteopenia 13,80 12,56

20-44 afos Osteoporosis 0,34 0,17
Normal 86,57 87,09

Osteopenia 31,90 26,72

45-49 afios Osteoporosis 431 0,00
Normal 63,79 73,28

Osteopenia 41,99 38,96

50-59 afios Osteoporosis 9,09 1,30
Normal 48,92 59,74

Osteopenia 50,00 51,43

60-69 afos Osteoporosis 24,29 5,17
Normal 25,71 42,86

Osteopenia 39,39 57,58

70-80 afos Osteoporosis 40,00 24,24
Normal 20,61 18,18

Se estima que la poblacion mayor de 50 afios en la Union Europea, aumentara de 21,6 millones
en 2010 a 26,2 millones en 2025, lo que corresponderd a un aumento de 21%. Se estima que el
numero total de fracturas aumentara de 536.000 en 2010 a 682.000 en 2025, correspondiente a
un aumento del 27% (44).

La aparicion de las fracturas por fragilidad es la consecuencia directa de esta patologia. La
presencia de fracturas por fragilidad se asocia a un mayor riesgo de presentar nuevas fracturas
osteoporoticas, asi como a un aumento de la mortalidad y una disminucion de la calidad de vida

en varones y mujeres.

Las fracturas de cadera se consideran las fracturas osteopdroticas mas importantes por su alta
morbimortalidad, presentan un 10-20% de incremento de mortalidad a lo esperado para su edad,

ademas de generar mayor dependencia y gasto sanitario. En Espafia se estima, en personas
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mayores de 60-65 afios, una incidencia de 5,1-6,9 fracturas de cadera por fragilidad por 1.000
habitantes/afio, de las que tres cuartas partes se presentan en mujeres (45)(46). Un tercio de
estas ya habian presentado una fractura previa por fragilidad, incluso el 21% en la otra cadera
(45), lo que supone una oportunidad de intervencion preventiva. Esta tasa de incidencia es
similar a otras declaradas en Europa, aunque inferior a los valores de los paises escandinavos y
Estados Unidos (44).

La estancia media hospitalaria para estas fracturas es de 16 dias y la mortalidad de los pacientes
con fractura de cadera alcanza el 5% durante el ingreso y en torno al 20% durante el primer
afio. So6lo en costes directos, una fractura de cadera osteoporética por persona en Europa supone
entre 8.300 y 9.900 euros, segun cada pais. Los costes anuales de las fracturas por osteoporosis

en Espafia ascienden a 2.900 millones de euros (47).

La prevalencia de fractura vertebral es dificil de establecer debido a que no existe un consenso
sobre la definicion radioldgica de las deformidades y a que su presentacion habitualmente es
asintomatica. Las fracturas vertebrales rara vez se presentan en menores de 50 afios y aumentan
exponencialmente con la edad. En estudios en poblacién europea como el European Prospective
Osteoporotic Study (EPOS) y European Vertebral Osteoporotic Study (EVOS), la prevalencia
estandarizada por edad de fractura vertebral en Europa es del 12,2% para varones y del 12,0%

para mujeres entre los 50 y 79 afios de edad (48).

La fractura de antebrazo es més frecuente en mujeres, con una relacion mujer-varon de 4 a 1.
En las mujeres estas fracturas son mas frecuentes en la perimenopausia y su incidencia aumenta
rapidamente tras la menopausia para estabilizarse a los 65 afios. En varones la incidencia
permanece practicamente constante con la edad. Este tipo de fractura solo requiere
hospitalizacion en menos del 20% de los casos, pero incrementan un 50% el riesgo de fractura
de cadera (49).

Un reciente estudio con participacion de los 27 paises de la Unidén Europea estima que existen
22 millones de mujeres y 5 millones de varones con osteoporosis, lo que ocasiona 3.500.000
nuevas fracturas anuales (610.000 de las cuales son de cadera; 520.000, vertebrales, y 560.000,

de mufieca) (44).
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1.2.2.5 Factores de riesgo

Hasta el momento no se dispone de un protocolo de cribado aceptado de forma universal para
identificar a la poblacion con mayor susceptibilidad de sufrir osteoporosis y/o fractura por
fragilidad, pero se han descrito diferentes factores de riesgo, los cuales se pueden clasificar en

dos categorias, no modificables y modificables.

Los factores de riesgo no modificables son aquellos constitucionales al individuo y son: la
edad (mujeres de > 65 afios y varones de > 70 afios) siendo uno de los factores de riesgo mas
importantes. La probabilidad de sufrir una fractura aumenta de manera exponencial a partir de
los 50 afios y es muy rara antes de esta edad. La historia personal de fractura previa por
traumatismo de bajo impacto. La presencia de una fractura vertebral o de cadera previa duplica
el riesgo de una nueva fractura de cadera. Los antecedentes familiares de fractura por fragilidad
en la madre o el padre constituyen un factor de riesgo independiente de fractura, hasta tal punto
que para cualquier DMO el riesgo se multiplica por dos. El sexo femenino, las mujeres sufren
una mayor pérdida de masa 6sea a partir de la menopausia y tienen una mayor expectativa de
vida, hechos que facilitan el desarrollo de mayor fragilidad 6sea. Los factores ginecol6gicos
(hipogonadismo femenino). El déficit estrogénico por menopausia precoz (menores de 45 afios);
menopausia inducida por quimioterapia, radioterapia o cirugia (ooforectomia); amenorrea
prolongada (periodos superiores a 1 afio); menarquia tardia (mayores de 15 afios) o vida fértil
inferior a 30 afios. La raza. Las mujeres de raza blanca tienen un riesgo de sufrir fractura por
fragilidad incrementado en 2,5 con respecto a otras razas. También las mujeres asiaticas

padecen un riesgo de fractura incrementado.

En cuanto a los factores de riesgo modificables, se encuentran: el IMC bajo (<20 kg/m?)
confiere un riesgo sustancial para cualquier fractura por fragilidad, independientemente de la
edad y el sexo. El tratamiento con glucocorticoides. Estos son el principal grupo farmacologico
relacionado con el descenso de la DMO vy la produccion de fracturas por fragilidad y
constituyen la causa mas comin de osteoporosis secundaria. Los glucocorticoides inhiben la
absorcién de calcio, reducen el nimero y la actividad de los osteoblastos e incrementan la
resorcion ésea. EI consumo de tabaco se correlaciona con una menor DMO, de manera dosis
dependiente. El nivel de riesgo disminuye al cesar el habito y se normaliza en un plazo de 10
afios. EI consumo de alcohol (> 3 unidades/dia o > 21 unidades/semana, considerando 1 unidad
= 8-10 g de alcohol). Los mecanismos por los que el consumo de alcohol se relacionan con un
aumento de fracturas son complejos e incluyen efectos directos sobre las células Gseas e

indirectos sobre el sistema endocrino, el pancreas y diferentes citoquinas. El ejercicio fisico
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(inactividad fisica). La inmovilizacion completa prolongada produce una pérdida rapida de masa
Osea. Los factores nutricionales y dietéticos. El calcio y la vitamina D actlan sobre el pico de
masa 0sea Yy sobre la pérdida de masa dsea relacionada con la edad. Ademas, un nivel bajo de

vitamina D se ha asociado a menor fuerza muscular y aumento de las caidas.

Entre todos estos factores, los de mayor evidencia son los antecedentes familiares de fractura de
cadera, tener mas de 65 afios, tener un IMC <20 kg/m? el tratamiento con glucocorticoides, el
fallo ovérico prematuro sin tratar, caidas en el Gltimo afio y trastorno de la conducta alimentaria
y malnutricion. EI conocimiento de estas variables asociadas a mayor riesgo de padecer
osteoporosis y en consecuencia fracturas por fragilidad, sirve para instaurar politicas generales
de salud publica, pautas individuales de prevencién y para desarrollar métodos de cribado
(50)(51)(52).

1.2.2.6 Genética de la osteoporosis

Uno de los factores mas importantes implicados en el desarrollo de osteoporosis es la presencia
de antecedentes familiares con osteoporosis y fracturas, por lo que debemos destacar la

importancia de la genética en la patogénesis de esta enfermedad (53).

La osteoporosis es una enfermedad genéticamente compleja por su caracter multifactorial, con
influencia de maltiples genes que regulan factores endégenos (regulaciéon hormonal) sobre los

gue se afiaden factores ambientales.

El estudio genético de la osteoporosis se inicid hace mas de treinta afios, cuando Smith y cols.
demostraron que con respecto a la DMO, medida entonces en el antebrazo, existia menos
variacion en gemelos monocig6ticos que en los dicigéticos (54). Varios estudios similares
realizados en gemelos y familias, sugieren que entre un 50 y un 85% de la variacion en el pico
de la masa dsea esta genéticamente determinada, mientras que el % restante esta modulado por
factores ambientales (53).

La investigaciéon genética de la osteoporosis estd encaminada hacia la busqueda de pequefas
variaciones en determinados genes implicados en el metabolismo 6seo que permitan no solo
determinar la susceptibilidad genética de los pacientes, sino también desarrollar farmacos
especificos o adecuar los ya existentes desarrollando lo que ya se conoce como una nueva rama

emergente de la medina, la “medicina personalizada”.
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La mayor parte de los estudios que intentan buscar una correlacion entre genética y osteoporosis

son referidos a mujeres posmenopausicas, sin embargo, son muy pocos los estudios existentes

gue determinen la predisposicion genética a una pérdida de masa 6sea en nuestra poblacion de

estudio, pacientes diabéticos tipo 1y 2.

En los dltimos afios, los estudios de asociacién del genoma completo (Whole genome

association study, GWAS) han identificado polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs)

asociados con la osteoporosis, la DMO y otros factores determinantes del riesgo de fractura. Las

asociacion entre algunos de los polimorfismos de genes candidatos y la osteoporosis incluye

genes que codifican hormonas calciotropas y sus receptores, proteinas de la matriz dsea y

reguladores locales del metabolismo 6seo entre otros (Tabla 7).

Tabla 7: Genes implicados en la osteoporosis (21)

Clasificacion bioldgica

Genes

Hormonas relacionadas con
el calcio vy receptores
celulares

VDR, receptor estrogénico, aromatasa, PTH, PTHR1 (receptor tipo 1 de la
PTH), receptor de la calcitonina, receptor esteroideo, receptor-sensor del
calcio, RANK

Citoquinas, factores de
crecimiento y receptores

TGFp1, IGF1, IL-6, IL-1a, IL-1RA, TNFR2, BMP-4

Matriz 6sea

COL1A1, OC, colagenasa, glicoproteina aHS2, OPG

Otros

ApoE, MTHFR, P57 Kip, HLA, PPARy

e Gen del receptor de la vitamina D (VDR): La vitamina D juega un papel clave en la

regulacion del metabolismo déseo y actla a través de su unidn a un receptor nuclear que esta

codificado por el gen VDR. El gen del VDR se localiza en el cromosoma 12 (12913.11),

tiene 9 exones y 4 regiones polimdrficas. En este gen se han identificado varios

polimorfismos que participan en la modificacion de procesos celulares en el metabolismo

0seo y que son detectados por enzimas de restriccion. En la region 3' del intron 9 se han

localizado dos sitios polimdrficos, Bsml (rs1544410) y Apal (rs7975232), en el Gltimo exon

se ha hallado el sitio polimorfico Taql (rs731236), y en el exon 2 se encuentra el sitio
polimdrfico Fokl (rs2228570) (Figura 7) (55).
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Figura 7: Sitios polimorficos del gen VDR. Los rectangulos amarillos son los exones y los espacios entre
ellos los intrones (55).

El polimorfismo Bsml (rs1544410) se encuentra en la zona no codificante del extremo 3,
en el exdn 8, tiene el cambio de una adenina (A) por una guanina (G), donde los genotipos
encontrados seran homocigotos AA, GG, y el heterocigoto AG. La primera asociacion de la
DMO vy el gen VDR fue descrita en 1994, por Morrison y cols. (56). En ese estudio
realizado en una poblacion de origen anglosajon, el genotipo homocigoto AA del
polimorfismo Bsml, fue significativamente mayor en personas con elevados niveles
plasmaticos de OC y se asocié la presencia del genotipo AA con una menor DMO en
mujeres postmenopausicas. También demostraron que el genotipo AA predispone a una

baja absorcién de calcio en el intestino.

El polimorfismo Apal (rs7975232), al igual que Bsml, esta ubicado en el intrén 8 del gen
VDR. Se produce un cambio de una adenina (A) por una citosina (C) y los genotipos seran
homocigotos AA, CC y heterocigoto AC. Los resultados encontrados en el polimorfismo
Apal son contradictorios. Algunos trabajos encuentran asociacion entre el alelo A y el
aumento de riesgo de fracturas y del genotipo CC asociado a una mayor DMO (57) mientas

que otros no sefialan ninguna evidencia de asociacion (58).

El polimorfismo Tagl (rs731236), ubicado en el exon 9 del gen VDR, tiene un cambio de
una citosina (C) por una timina (T), y los genotipos serdn homocigotos CC, TT y el
heterocigoto CT. El polimorfismo Taqgl, genera un cambio en la secuencia de codificacion,
pero no produce cambio de aminodcido de la proteina codificada. Varios han sido los
estudios que han estudiado el polimorfismo Tagl del gen VDR. Algunos trabajos
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encuentran asociacion entre el alelo C y el aumento de riesgo de fracturas y del genotipo TT

asociado a una mayor DMO (57).

El polimorfismo Fokl (rs2228570), localizado en la region codificante del VDR que
modifica la secuencia de sitio de inicio de transcripcion del exén 2, consistente en un
cambio de base de una citosina (C) por una timina (T) que introduce una diana de
restriccion para la enzima Fokl. Asi cuando la variante C esta presente se pierde el codén de
inicio de transcripcién, dando lugar a una proteina mas corta, utilizandose un lugar de inicio
alternativo de la transcripcion localizado en el codén 4 (59). El estudio de Lisker y cols.
(60) observaron gue los sujetos con el genotipo TT tenian una menor DMO en columna

lumbar y un incremento de pérdida de masa Gsea en cadera.

Gen del receptor de estrogenos (ER): El receptor de estrégenos es un miembro de la
familia de los receptores nucleares, que es activado por la hormona 17p-estradiol cuya
principal funcién es la de actuar como factor de transcripcion que se une al ADN con el fin
de regular la expresién génica. Existen dos formas diferentes del receptor de estrogenos, las
formasayp, ambas codificadas por genes diferentes e independientes
(ESR1y ESR2 respectivamente) situados en el cromosoma 6 (6g25.1) y en el cromosoma
14 (14q), respectivamente (61). Las dos isoformas del ER se expresan en osteoblastos y
osteoclastos y en el hueso adulto, siendo el ERa predominante en el hueso cortical. ERa
parece tener un efecto mas importante en la regulacion del remodelado 6seo y en el

mantenimiento de la masa 6sea que ERJ.

La deficiencia estrogénica tras la menopausia es un factor de riesgo fundamental para la
osteoporosis, por lo que el receptor estrogénico alfa codificado por el gen ESR1 también ha
sido estudiado como causa de osteoporosis de origen genético. Este gen esta compuesto por
8 exones y 7 intrones. La mayoria de las variantes polimorficas descriptas se localizan en el
intrén 1, siendo los mas estudiados los polimorfismos de restriccién Pvull y Xbal (Figura 8)
(62).

El polimorfismo Pvull (rs2234693) se produce por un cambio de una timina (T) por una
citosina (C) y los genotipos serdn homocigotos TT, TC y heterocigoto CC. El alelo C se
asocia con un mayor beneficio de la terapia hormonal, mientras que individuos con genotipo

TT presentan una mayor resistencia al tratamiento hormonal con estrégenos (63).
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Figura 8: Localizacién de los polimorfismos Pvull y Xbal en el intrén 1 del gen ESR1.(64)

El polimorfismo Xbal (rs9340799) se produce por un cambio de una adenina (A) por una
guanina (G) y los genotipos serdn homocigotos AA, AG y heterocigoto GG. El proyecto
GENOMOS mostré que los individuos homocigotos para el genotipo GG esté asociado a un
menor riesgo de padecer fracturas (64), encontrandose también dicha relacion en el estudio
de Khosla y col. (65). loannidis y cols. (66) demostré en 2004, que individuos con genotipo

AA presentaban una mayor predisposicion a una reduccion de la masa 6sea.

Gen de la osteoprotegerina (OPG): La OPG es una glicoproteina de 401 amino&cidos
dispuestos en 7 dominios estructurales. Se encuentra como un monémero de 60 kDa o bien
como un dimero de 120 kDa unidos por enlaces disulfuro (67). La OPG es un receptor de
citoquinas, miembro de la superfamilia de los TNF, cuya funcion principal es inhibir la
osteoclastogénesis. Ya que la OPG tiene un papel importante en la remodelacién 6sea, se ha
propuesto que el gen OPG podria ser un gen candidato para la predisposicion a la
osteoporosis. La OPG esta codificada por un gen situado en el cromosoma 8g23-24. La
region promotora del gen de la OPG est4 influenciada por factores calciotrdpicos que
regulan la expresion génica de OPG. Polimorfismos en esta region o regiones cercanas
pueden contribuir a la regulacion genética de la masa 6sea. Han sido varios los SNPs en el
gen OPG que se han asociado con DMO o fracturas, entre ellos: T950C, T149C, T245G,
C889T, G1181C, A163G, G209A, A6890C, y C1217T (Figura 9) (68).
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El polimorfismo 1181 G/C (rs2073618) se produce por un cambio de una guanina (G) por
una citosina (C). Diferentes autores en el estudio del SNP 1181 G/C encuentran niveles de
densidad mineral 6sea significativamente inferiores en relacion con el alelo G o lo que es lo

mismo: parece que la presencia del alelo C actta como un factor protector de la DMO (69).

El polimorfismo 163 A/G (rs3102735) se produce por un cambio de una adenina (A) por
una guanina (G). Varios autores han demostrado la relacién entre el alelo menor de este

polimorfismo (G) y menor DMO o mayor frecuencia de fracturas (69).

El polimorfismo 245 T/G (rs3134070) se produce por un cambio de una timina (T) por una
guanina (G). Diversos estudios han demostrado que los sujetos con genotipo homocigoto
menor (GG) para este SNP, tienen menores valores de DMO (70) y mayor frecuencia de
fracturas vertebrales (71).
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Figura 9: Polimorfismos en la regién proximal del gen OPG. Los SNP 245 T/G (rs3134070) y 163 A/G
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(rs3102735) parecen estar en el mismo bloque haplotipico (promotor) pero en uno diferente del que
contiene al SNP 1181 G/C (exén 1) (70).

Gen del RANKL: EI RANKL es una proteina de membrana de la célula pre-osteoblastica o
secretada por osteocitos que se une al receptor RANK del osteoclasto precursor,
promoviendo asi la diferenciacion y activacion de éste a osteoclasto maduro. EI gen del

RANKL esté situado en el brazo largo del cromosoma 13 (13q14) localizado en una regién



no codificada del extremo 5' y estd altamente conservado, formado por 5 exones que
abarcan 33,9 Kb en humanos. En cuanto al gen RANKL y el hueso, algunos estudios han
analizado la asociacion de SNPs en este gen (rs9594782 y rs2277438) con la DMO (61).

El polimorfismo RANKL A/G (rs3134070) se produce por un cambio de una adenina (A)
por una guanina (G). Se ha demostrado que el haplotipo GG se relacionaba con un mayor
indice de resistencia a la compresion en cuello femoral calculado a partir de la DMO medida
por absorciometria dual de rayos X (DEXA) (72). Sin embargo otros estudios no han

encontrado relacion entre este SNP y la DMO en columna lumbar o cadera (70).

Gen de la IL-6: El gen de la IL-6 se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma
7 (7p21), y codifica a una glicoproteina de 212 aminoécidos, el cual se desdobla en el
extremo N-terminal para producir un péptido de 184 aminoacidos con un peso molecular
entre 22 y 27 kDa. En su relacion con el metabolismo 6seo, la IL-6 estimula el desarrollo
de los osteoclastos y de este modo, el proceso de resorcién sea, por lo que se es un factor
patogénico en la pérdida de masa 6sea (73). Para el gen de IL-6, se han descrito diferentes
polimorfismos en su region promotora que afectan la transcripcion del gen y con ello los
niveles circulantes de esta citoquina, como son el -572G>C, el -373A>T, el -597G>Ay el -
174G>C siendo este ultimo el de mayor prevalencia e importancia biologica (74).

El polimorfismo 174 G/C (rs1800795) se produce por un cambio de una guanina (G) por
una citosina (C). Diferentes estudios han evaluado la asociacion entre este SNP y la
osteoporosis encontrandose que los individuos con el genotipo GG tenian un valor de DMO
significativamente menor que aquellos con genotipo CC en el cuello femoral y radio distal.
Ademas, se encontrd que el genotipo CC se asocid con un riesgo reducido de osteoporosis

en comparacion con el genotipo GG (75).

Asimismo, el polimorfismo 174 G/C de la IL-6 se ha relacionado con una prevalencia
elevada de algunas enfermedades, entre las que se encuentran algunas de origen
inmunolégico, como la artritis cronica juvenil y el linfoma de Hodgkin, y enfermedades
degenerativas como el Alzheimer y la osteoporosis (76). Ademas, las variantes de este
polimorfismo se han asociado con la obesidad y con sus comorbilidades, tanto las de origen

metabdlico, como la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus (77).

El polimorfismo 174 G/C de la IL-6 se ha asociado, en repetidas ocasiones, con indices de

obesidad y con sus comorbilidades, siendo el alelo C el que parece estar mas relacionado
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con la adiposidad (Tabla 8). Asi se ha observado, una mayor distribucion del alelo G en
sujetos delgados (indice de masa corporal <25kg/m?), presentando ademas un menor
perimetro de la cintura, describiendo ademas este genotipo GG con una mayor
susceptibilidad a la DM1 (78). En cuanto al alelo C, se ha asociado con valores elevados de

indice de masa corporal, con niveles elevados de leptina y con indices elevados de masa

grasa corporal (79).

Tabla 8: Principales efectos metabolicos atribuidos a los alelos del polimorfismo 174G/C del gen de la

IL-6 (80).

EFECTO/FUNCIONES

REFERENCIA

ALELO C

Mayor sensibilidad a insulina.
Menor concentracidn de glucosa tras sobrecarga.
Menor hemoglobina glicosilada y menores niveles de insulina basal.

Fernandez-Real y col
2000 (81)

Mas frecuente en controles normoglucémicos.

Jahromi y col 2000 (82)

Mayor presion arterial sistélica.
Mayor riesgo de enfermedad coronaria.

Ferrari y col 2001(83)

Menor sensibilidad a insulina y niveles basales elevados de la misma.

Berthier y col 2003 (78)

Menor gasto energético y sensibilidad a insulina.

Kubaszek y col 2003 (84)

Mayor riesgo de diabetes mellitus tras interaccionar con el genotipo AA del
TNF-a.

Kubaszek y col 2003 (84)

Mayores niveles basales de glucosa.

Mckenzie y col 2004 (85)

Mayor IMC y mayor masa grasa corporal.
Asociado a sobrepeso, contribuye al desarrollo de obesidad.

Wersterdt y col 2004 (86)

Mayor IMC.
Mayor riesgo de desarrollar DM2.

Méhlig y col 2004 (87)

Mayor predisposicion a desarrollar DM1 en mujeres adolescentes.

Gillespie y col 2005 (88)

ALELO G

Mas prevalente en sujetos con DM1.

Jahromi y col 2000 (82)

Correlacién positiva con triacilgliceroles y acidos grasos libres.
Correlacién negativa con cHDL.

Fernandez-Real y col
2000 (81)

Mas frecuente en diabéticos.

Vozarova y col 2003 (77)

Mas prevalente en sujetos delgados, asociado con bajos niveles de glucosa e
insulina y con una circunferencia de cintura menor.

Berthier y col 2003 (78)

Menor circunferencia muscular del brazo (nifios).
Mayores pliegues suprailiacos (nifias).

Gillespie y col 2005 (88)

Mayor riesgo de resistencia a insulina.
Asociado con dislipemia.

Hamid y col 2005 (89)

Asociado con DM2 (en delgados y en hombres).
Sin diferencias en la respuesta a sobrecarga oral a glucosa.

Ilig y col 2005 (90)
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La asociacion entre el polimorfismo 174 G/C de la IL-6 y la sensibilidad a la insulina puede
deberse a que el promotor de la IL-6 esta situado muy préximo al promotor de esta hormona. El
genotipo CC se ha relacionado con niveles elevados de insulina basal y con una mayor respuesta
a esta hormona tras sobrecarga, con una menor sensibilidad a la misma y con un riesgo mas

elevado de desarrollar DM no insulinodependiente (79).

La participacion de la insulina en la utilizacion de los lipidos ha llevado a investigar la
implicacion del polimorfismo de la IL-6 en estas rutas metabolicas. Asi, se ha observado que los
individuos portadores del alelo G presentan niveles circulantes elevados tanto de triglicéridos
totales como de la fraccion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de acidos grasos
libres, siendo la fraccién de colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cHDL) mas baja

gue en los portadores del alelo C (87).

1.2.3 Herramientas diagnosticas de la situacion estructural y metabdlica del hueso.

Evaluacién del paciente con osteoporosis

1.2.3.1 Evaluacioén clinica

Debido a que la osteoporosis es una enfermedad asintomatica hasta que aparece la fractura, la
sospecha clinica inicial siempre vendra dada tanto por la anamnesis, como en menor grado por

los datos correspondientes a la exploracion.

La entrevista clinica constituye el eje central del diagndstico de osteoporosis, recogiendo no
s6lo aquellos factores de riesgo esqueléticos, sino aquellos que influyen o pueden influir en la
frecuencia y en el nimero de caidas. La NOF recomienda examinar cuidadosamente los
antecedentes familiares y personales de endocrinopatias y fracturas previas, historia hormonal y
reproductiva (edad de menarquia y menopausia, nimero de embarazos, lactancia, etc.), encuesta
dietética que incluya el consumo de calcio y vitamina D, estilo de vida en el que se especifiquen
habitos toxicos (consumo de café, alcohol, tabaco), asi como la exploracion fisica exhaustiva
(deformidades, frecuencia cardiaca, tension arterial, etc.), con el fin de determinar la necesidad

de realizar un estudio densitométrico.
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1.2.3.2 Escalas clinicas de riesgo de fractura

Debido a la elevada morbi-mortalidad y al enorme impacto de esta patologia, en el d&mbito
econodmico, se han desarrollado escalas capaces de discriminar los pacientes candidatos de
realizar pruebas de determinacion de masa 6sea e incluso decidir el inicio del tratamiento

farmacoldgico.

Existen diferentes escalas para la prediccion de la presencia de fracturas vertebrales no
diagnosticadas asi como para el céalculo del riesgo futuro de fractura. La mayoria de ellas se han

desarrollado a partir de los datos de grandes ensayos clinicos o de cohortes clasicas.

El andlisis de los datos de los pacientes incluidos en el estudio FIT (Fracture Intervention Trial)
ha permitido generar un modelo de prediccion de la existencia de fracturas vertebrales no
diagnosticadas. Incluye los antecedentes de fractura vertebral (+6 puntos), fractura no vertebral
(+1 punto), edad (+1 para 60-69, +2 para 70-79; +3 para > 80 afios), pérdida de altura (+1 para
2-4 y +2 para > 4 cm) y haber sido diagnosticado de osteoporosis (+1 punto) que, combinados y
tomando un punto de corte de 4 puntos, identifica al 60%-65% de las mujeres con fractura

vertebral (sensibilidad) con una especificidad del 68%-70%.

De forma similar, el reanélisis de los datos del estudio SOF ha generado modelos de prediccion
de fractura osteoporotica tanto para pacientes con DMO conocida como para los que no
dispongan de medida de masa Osea. A través de este estudio, se desarrolla el indice
FRACTURE, que incorpora como variables predictivas la DMO expresada en T-score (+1
punto entre -1y -2; +2 entre -2 y -2,5; +3 si <-2,5), la existencia de fracturas a partir de los 50
afios (+1 punto), el peso inferior o igual a 57 kg (+1 punto), el tabaquismo (+1 punto) y la
necesidad de emplear los brazos para levantarse de una silla (+2 puntos), ademas de la edad (+1
punto para 65-69, +2 para 70-74; +3 para 75-79; +4 para 80-84, +5 para > 85 afios); siendo el
punto de corte superior o igual a 6 puntos. Puede aplicarse en caso de no conocer la DMO
(punto de corte > 4 puntos). Este indice ha sido también validado en la poblacion del estudio
EPIDOS, donde también ha sido capaz de identificar a la poblacion de mayor riesgo de fracturas

de cadera, vertebral y no vertebrales (91).

Sin embargo, la més conocida y el maximo exponente de escala de riesgo en el momento actual
es la herramienta FRAX® (Fracture Risk Assement Tool). Fue desarrollado por el centro
colaborador de la OMS para calcular la probabilidad a 10 afios de una fractura de cadera y de

una fractura osteopordtica mayor (vertebral, cadera, antebrazo o fractura del himero proximal),
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Tiene en cuenta doce factores de riesgo: edad, sexo, IMC, fractura previa, padres con fractura de
cadera, fumador actual, glucocorticoides, artritis reumatoide, osteoporosis secundaria (DM1,
osteogénesis imperfecta, hipertiroidismo crénico no tratado, hipogonadismo o menopausia
prematura, malnutricion crénica y enfermedad hepatica cronica), mas de 3 unidades de alcohol
diarias (una unidad representa 8-10g de alcohol) y DMO del cuello del fémur (opcional, es

decir, se pude calcular el riesgo con esta informacion o sin ella).

Los algoritmos del modelo son confidenciales aunque existe una aplicacion en internet en la que
el cuestionario FRAX® esta disponible: www.nof.org, asi como en www.shef.ac.uk/FRAX
(Figura 10). Fue validado inicialmente en varones y mujeres de entre 40 y 90 afios sin
tratamiento para osteoporosis, aunque la Gltima guia de la NOF recomienda limitar su uso para

mujeres postmenopausicas y varones mayores de 50 afios.

®
FRAX Herramienta de Evaluacion de Riesgo de Fractura

Inicio Herramienta de Calculo ¥ Tablas FAQ Referencias

Herramienta de Calculo

Por favor responda las preguntas siguientes para calcular la probabilidad de fractura a diez afios
sin DMO o con DMO.

pais: Espafia Nombre/ID: Sobre los Factores de riesgo
CUEStIOn d i’i O. 10. Osteoporosis secundaria & No =1
1. Edad (entre 40-90 afios) o fecha de nacimiento 11. Alcohol, 3 o mas dosis por dia ® No Si
Edad: Fecha de Nacimiento: 13. MO de Cuello Femoral
A M: D:
Seleccione BMD
2. Sexo Hombre Muger
3. Peso (ko) [ Borrar || Calular |
4, Estatura (cm)
5. Fractura previa = No Si
6. Padres con Fractura de Cadera = No si
7. Fumadeor Activo = No Si
8. Glucocorticoides = No Si
3. Artritis Reumatoide = No Si

Figura 10: FRAX ®. Herramienta de Evaluacion de Riesgo de Fractura

En nuestro pais se han desarrollado varios estudios con el fin de establecer los umbrales de
riesgo en nuestra comunidad, a partir de los cuales solicitar densitometria y/o recomendar
tratamiento farmacolégico. Los resultados publicados hasta ahora muestran que la aplicacion del
FRAX® en nuestra poblacion conlleva la reduccién de casos a tratar en una cohorte pacientes
con fracturas por fragilidad y tiene una adecuada validez diagnostica para la presencia de

osteoporosis en cadera (92).
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Un estudio reciente evalud especificamente la utilidad de la escala FRAX® en una amplia
cohorte de pacientes diabéticos. En el mismo, tanto la DMO de cuello femoral como la
puntuacion del algoritmo FRAX® se asociaron con el riesgo de fracturas osteopordticas. Sin
embargo comparados con los pacientes no diabéticos, el riesgo de fractura fue mayor para un
mismo valor de T-score y una misma puntuacion del FRAX®. Se observé que los valores de T-
score en diabéticos para los que se igualaria el riesgo de fractura de cadera respecto a los
pacientes no diabéticos con T-socre de -2,5, fueron -1.9 para mujeres y -2,1 para varones.
Asimismo la herramienta FRAX® infraestimo las fracturas observadas durante el seguimiento

tanto en mujeres como en varones diabéticos (93).

La NOF recomienda iniciar el tratamiento farmacolégico en mujeres posmenopausicas Yy
hombres mayores de 50 afios con osteopenia (T-score entre -1.0 y -2.5) en el cuello femoral,
cadera o columna lumbar mediante DEXA y en aquellos en los que la probabilidad de fractura a

10 afios sea mayor del 3% en cadera y mayor al 20% en otras localizaciones (94).

Posteriormente se ha publicado otro algoritmo de riesgo de fractura, el QFractureScore,
desarrollado a raiz de una amplia y representativa cohorte britanica para la estimacion del riesgo
individual de fractura de cadera u osteopérotica a 10 afios. Se identificaron una serie de
variables, en su mayoria clinicas, altamente predictivas e independientemente asociadas al
riesgo de fractura (95). Comparado con el FRAX®, los estadisticos de contraste resultaron
similares 0 mejores con este nuevo algoritmo. Esta herramienta hace una valoracion mas
detallada de la ingesta de tabaco y alcohol, cuyos efectos 6seos son dosis dependientes, e
incluye mas factores de riesgo clinicos por lo que puede dar una valoracion mas individualizada
del riesgo de fractura. Destaca entre ellos la recogida de caidas, terapia hormonal sustitutiva,
otros tratamientos médicos concomitantes y antecedentes médicos entre los que se incluye la
DM2 y la historia de enfermedad cardiovascular. Sin embargo, esta escala esta atn pendiente de
ser validada para otras poblaciones fuera del Reino Unido, no hay datos que avalen la

aplicabilidad de estos hallazgos a Espafia.

QFractureScore ha tenido una menor difusion por la ausencia de validacion fuera de Reino
Unido y hay sélo un estudio realizado en poblacién diabética. En este estudio, Rozas y cols.
(96) examinaron la utilidad de estas dos herramientas en pacientes con DM2. Pese a la alta
prevalencia de fracturas en la muestra de estudio, ambas escalas clasificaron a un bajo

porcentaje como candidatos a tratamiento para la osteoporosis.
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1.2.3.3 Densitometria 6sea

El método més frecuente y preciso es la medicion de la DMO mediante el uso de DEXA. Su
empleo actualmente abarca el diagnostico de osteoporosis (segun los criterios densitométricos

de la OMS), el seguimiento durante el tratamiento y la prediccion de fracturas.

La DEXA es la técnica mas utilizada, tanto por su versatilidad como por su rendimiento
diagndstico. Consiste en una exploracion radiol6gica especial que se basa en el principio de que
la densidad de un material se puede conocer, siempre que conozcamos su naturaleza, mediante
el célculo de la atenuacion que experimenta un haz de radiacion de baja energia al atravesar ese
material. Esta atenuacion o absorcion parcial de la radiacion se puede relacionar con el tipo de
atomos y moléculas que componen el material, ya que cada componente atémico tiene una
capacidad de atenuacion determinada. Una de las caracteristicas fisica del calcio es que absorbe
mucha mas energia que el resto de componentes de los tejidos blandos. La medicion de la
radiacion absorbida refleja el contenido mineral 6seo o grado de mineralizacion del tejido 6seo.
El contenido mineral 6seo dividido por el area proyectada o por el volumen del hueso medido es
igual a la DMO.

La medicion se realiza de manera estandarizada en g/cm”a nivel de la columna lumbar (de L1 a
L4) y fémur proximal (cuello, trocénter, zona intertrocantérea y triangulo de Ward). Se suele
expresar en Z-score (nimero de desviaciones estandar de la densidad mineral Gsea para una
persona de su misma edad, sexo y etnia) y en T-score (nimero de desviaciones estandar de la
densidad mineral dsea del paciente con respecto a la densidad mineral 6sea que tendria una

persona sana de 30 afios, de su mismo sexo Y etnia), Figura 11 (97).

Fémur derecho Densidad dsea
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Figura 11: Determinacién de la DMO a través de DEXA.
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Una de las limitaciones de la DEXA es que ofrece Unicamente informacién cuantitativa del
hueso y no cualitativa, de hecho el desarrollo de fracturas por fragilidad en pacientes con grado
densitométrico de osteopenia pone de manifiesto que existen otros determinantes en la fractura
osteoporotica no valorados por la densitometria y que hace necesaria la utilizacion de otros

métodos de valoracidn dsea.

Este es el caso de los pacientes con DM2, en los cuales se ha demostrado en la mayoria de
estudios epidemioldgicos, un aumento de la DMO, a pesar de lo cual existe un riesgo de fractura
incrementado de 1,5 para fractura de cadera, humero proximal y radio distal (98). La propia
definicion de osteoporosis del Instituto Nacional de Salud Americano, destaca que no se trata

tan sélo de un problema de densidad del hueso sino también de calidad (35).

Ademas de ésta, presenta otra serie de limitaciones como ser una técnica de coste elevado que
genera una carga econémica importante al sistema sanitario y que posee una sensibilidad y un

valor predictivo de fractura bajos.

1.2.3.4 Determinaciones analiticas para el despistaje de osteoporosis. Marcadores de

remodelado 6seo

Los marcadores de remodelado 6seo (MRO) son enzimas u otras proteinas secretadas por los
osteoblastos u osteoclastos, o bien sustancias producidas durante la formacion o la degradacion
del colageno tipo 1, la principal proteina que forma la matriz organica del hueso. Estas proteinas
son liberadas al torrente sanguineo durante los procesos de formacion y/o resorcion 0Osea,

pudiendo ser determinadas posteriormente en sangre y/o orina.

La Tabla 9 muestra los MRO empleados en estos momentos segin sean de formacion o
resorcion. Se utilizan en combinacion los marcadores de formacién y los marcadores de
resorcion que expresan la actividad metabolica de los osteoblastos y los osteoclastos
respectivamente (99).

40



Tabla 9: Marcadores bioquimicos del remodelado éseo (99)

Marcadores de formacién Marcadores de resorcion

Suero

Fosfatasa alcalina total (FA) Fosfatasa &cida tartrato-resistente (FATR)
Fosfatasa alcalina 6sea (FAO) Telopéptido C-terminal del colageno tipo | (CTX)
Osteocalcina (OC) B-CrossLaps (B-CTX)

Propéptido C-terminal del protocolageno tipo | | Telopéptido N-terminal del colageno tipo | (NTX)
(PICP)

Propéptido N-terminal del protocolageno tipo |
(PINP)

Orina

Excrecién urinaria de calcio

Hidroxiprolina

Piridinolina (PYR)

Deoxipiridinolina (DPD)

Telopéptido C-terminal del colageno tipo | (CTX)

a-CrossLaps (0-CTX)

Telopéptido N-terminal del colageno tipo I (NTX)

Los marcadores de formacién O6sea son subproductos de los osteoblastos o enzimas
osteoblésticas que reflejan la actividad de los mismos. Los marcadores mas ampliamente
utilizados en suero o plasma incluyen: FAO, OC y P1CP y P1INP (99).

La determinacién de la actividad fosfatasa alcalina total constituye el marcador tradicional de
formacion osea. Esta producida por células de numerosos tejidos (higado, hueso, placenta,
rifidén, etc.) pero mas del 95% de la actividad sérica proviene de las formas hepatica y 6sea. Es
una glicoproteina localizada en la membrana celular del osteoblasto y se sabe que interviene al
inicio del proceso de mineralizacion. Como marcador 6seo muestra una baja sensibilidad, en la
osteoporosis no suele aumentar, y ademas es poco especifico por la variedad de origenes de
produccién. La isoforma dsea es de utilidad en el estudio del remodelado 6éseo en la
osteoporosis, en la valoracion de la actividad en la enfermedad de Paget, osteomalacia,
raquitismo, etc. Es el marcador de eleccion en pacientes con insuficiencia renal puesto que se

elimina por metabolismo hepético (100).
El PINP y el P1CP son fragmentos peptidicos (amino y carboxiterminales) de la molécula de

procolageno previa transformacidn, por accién de endopeptidasas, en colageno. EI PLNP se ha

posicionado como el marcador de formacién méas sensible en osteoporosis, demostrando una
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gran eficiencia diagndstica en procesos metabdlicos que cursan con aumento del remodelado
0seo. El consenso publicado por la NOF y la International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC) recomiendan su determinacién como marcador de formacion 6sea

referencia en el disefio de estudios observacionales y de intervencion (101).

La OC es la proteina no colagena mas abundante de la matriz dsea (10%), regula la homeostasis
del calcio evitando la mineralizacion excesiva de la matriz 6sea. Es sintetizada por el
osteoblasto de manera dependiente de la vitamina K. En presencia de calcio, la OC se une a la
hidroxiapatita acumulandose en matriz 6sea. Aproximadamente el 20% de la OC sintetizada no
es incorporada al hueso sino que pasa al torrente sanguineo y puede ser determinada en suero.
Aunque la OC ha sido considerada generalmente como marcador de formacion de hueso, varios
estudios han demostrado que esta hormona puede actuar sobre la homeostasis del metabolismo

energético modulando la produccion y accion de la insulina (102).

La mayoria de los marcadores de resorciobn 6sea son productos de la degradacion del
colageno, con la excepcién de FATR. Hace afios, las investigaciones en metabolismo 6seo se
basaban principalmente en la determinacion de los marcadores urinarios piridinolina (PYD) y
deoxipiridinolina (DPD), sin embargo, hoy en dia se utilizan principalmente marcadores de
suero/plasma. Los principales marcadores son los telopéptidos carboxiterminal y aminoterminal
del colageno tipo | (CTX y NTX respectivamente), considerado el CTX por algunos autores
como el marcador de resorcion de eleccion (99).

Las fosfatasas acidas son un grupo de enzimas lisosomales capaces de hidrolizar ésteres
monofosfato en un medio &cido. Se encuentran en el hueso, la préstata, las plaquetas, los
eritrocitos y el bazo. La FATR es sintetizada por el osteoclasto. Durante el proceso de resorcion
se libera desde los lisosomas a las lagunas de resorcion para ejercer su actividad hidrolitica y de
ahi pasa a la circulacion. Es el inico marcador de remodelado que evalla la actividad directa del
osteoclasto. Su actividad en suero estd aumentada en los pacientes con resorcion Osea

incrementada (103).

Los NTX y CTX son los telopéptidos aminoterminal y carboxiterminal del colageno tipo 1
respectivamente liberados de la degradacién de esta molécula durante el proceso de resorcién
0sea. EI CTX ha mostrado ser un buen indicador del estado de resorcion 0sea. En el adulto,
aproximadamente un 70% de las moléculas de colageno tipo | del tejido éseo se encuentran en
su forma isomerizada beta (B-CTX o beta-CrossLaps), mientras que el resto se encuentra en su

forma natural alfa no isomerizada (a-CTX). Por este motivo, la presencia de la forma no
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isomerizada en la orina (a-CTX), seria indicativo de resorcion del hueso joven recién
sintetizado, mientras que la presencia de B-CTX reflejaria la resorcion de hueso viejo. p-CTX, al
igual que NTX ha mostrado ser un buen marcador de resorcion 6sea en la mayoria de las
patologias dseas a excepcion de la enfermedad de Paget, donde debe determinarse la isoforma

alfa, debido a la deficiente isomerizacion del colageno en el tejido 6seo de estos pacientes (104).

Las moléculas de colageno en la matriz dsea estan enlazadas mediante enlaces covalentes de
PYR y DPD formando fibrillas. Son liberadas del colageno tipo 1 cuando la matriz dsea es
degradada por los osteoclastos. Las primeras se encuentran también en el cartilago; sin
embargo, las DPD son mas especificas del hueso. Expresan bien situaciones de cambio de
metabolismo dseo: se elevan en la nifiez, menopausia, osteomalacia, hiperparatiroidismo e

hipertiroidismo, y descienden bajo el tratamiento con estrogenos y bisfosfonatos (103).

Actualmente se estd valorando la utilizacion de otros productos bioquimicos como posibles
nuevos marcadores de remodelado 6seo, entre ellos algunos de las vias OPG-RANKL y Wnt
que poseen una mayor especificidad para el tejido dseo, sin embargo, a pesar de ser

prometedores, su eficacia en la aplicacion clinica se desconoce.

En la determinacion de estos marcadores siempre ha estado muy cuestionada su aplicabilidad
por la variabilidad analitica y biologica que presentan. La variabilidad bioldgica es secundaria a
distintas causas, algunas de ellas controlables (dieta, ejercicio, ritmo circadiano, estado
menstrual, toma de determinados farmacos), por lo que podemos minimizar sus efectos
mediante la protocolizacion de estas determinaciones; sin embargo, otras, no lo son (edad, sexo,

embarazo, estado menopausico, fractura reciente) (105).

La variabilidad analitica se ha reducido enormemente desde el desarrollo e implementacion de
métodos de medida automatizados. Ademas hay numerosos estudios que mediante modelos
matematicos, valoran la utilidad de un marcador mediante el calculo del Minimo Cambio
Significativo (MCS). Representa el valor del minimo cambio que no puede ser debido a un

cambio esponténeo en un individuo y se debe calcular para cada laboratorio.

El uso clinico de los MRO aporta numerosas ventajas ya que se trata de una herramienta
economica, sencilla, accesible, con poco riego para el paciente y aporta gran informacion sobre
el metabolismo 6seo y el efecto del tratamiento para la osteoporosis. En cuanto a la prediccion
de pérdida de masa dsea, diversos estudios han declarado que los marcadores mas especificos
son la fosfatasa alcalina dsea, la OC, el PINP y el B-CTX (103).
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1.3

La osteoporosis y la DM son dos enfermedades de alta prevalencia que se asocian a un aumento
del riesgo de fracturas por fragilidad, y con un sustancial impacto sobre la morbilidad y

mortalidad de la poblacion general. Aunque diversos estudios observacionales han investigado

la asociacion entre ambas,

se encuentra adecuadamente establecido. Los mecanismos exactos de la fragilidad dsea en la
DM pueden diferir, al menos en parte, entre la DM1 y la DM2, no obstante, en ambas

enfermedades se altera el proceso dindmico de remodelado 6seo y sus vias de regulaciéon, lo que

Diabetes y osteoporosis

el mecanismo por el que la DM favorece la aparicion de fracturas no

conlleva a una resistencia 6sea reducida y un aumento del riesgo de fracturas (106).

1.3.1

La hiperglucemia resultante de la DM ejerce tanto efectos directos sobre las células Gseas,
especialmente sobre el osteoblasto, como efectos indirectos a través de la formacion de

productos derivados de la glicacion. La DM induce la regulacion de los osteoblastos por

Efecto de la DM en las células 6seas

diversos mecanismos (Figura 12).
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Figura 12: Efectos de la DM sobre el osteoblasto (107).
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INT: Neurotransmisor; HTR2B: receptor 5 - hidroxitriptamina 2f,1: Insulina; IR: receptor de insulina;
LRP: proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad; FZD: Frizzled; TNF:
Factor de necrosis tumoral; TNFR: receptor de TNF; JAK: Janus Quinasa; STAT: Transductores de
sefial y activadores de la transcripcion; AP - 1: Proteina activadora 1; ERK: Quinasa regulada por sefial
extracelular; MAPK: proteina quinasas activadas por mitdgenos; RUNX2: Factor de transcripcion
relacionado con Runt 2; PKA: Proteina quinasa A; PKC: Proteina quinasa C; B-cat: [} catenina;
GSK3b: Glucdgeno sintasa quinasa 3b;SMURF: SMAD factor de regulacién de ubiquitinacion; MGP:
Proteina gla de matriz; OC: Osteocalcina; OSX: Osterix; OPG: Osteoprotegerina; DKK-1: Proteina
Dickkopf-1; Sost:Esclerostina; TWSG1: twisted gastrulacion; Ang- Z: Angiotensina- Z7; AGE: Productos
finales de la glicacion avanzada; GRB2: proteina ligada al receptor del factor de crecimiento.

En condiciones normales, las BMP, el TGFp, la insulina y la sefalizacion de los
neurotransmisores son necesarios para el funcionamiento normal y la para supervivencia del
osteoblasto, induciendo en el osteoblasto la transcripcion de varios inhibidores incluyendo
MGP, OPG, y OSX. La unién de BMP con su receptor (BMPR) produce la transcripcion del
gen correspondiente a través de dos caminos (a) mediante la via dependiente de proteinas Smads
(SMAD 1/5/8) que son una familia de proteinas que actuan a nivel celular como segundo
mensajero propagando sefiales intracelulares que concluyen en la transcripcion de diversos
genes agua abajo o (b) por una via independiente a la via Smad: en la que se activa el RUNX2
(factor de transcripcion clave asociado con la diferenciacion de los osteoblastos) o la AP-1 a
través de la via mediada por MAPK-ERK. La via Wnt-Frizzled regula la expresion génica a
través de B-catenina 0 RUNX2 y media la acumulacion de calcio a travées de la PKC. El TGFf
es también un regulador positivo de la funcién osteoblastica y ejerce su efecto sobre el gen
respectivo a través de la via dependiente de SMAD 2/3 o de la via mediada por MAPK-ERK.
La unién de neurotransmisores sobre el receptor Adrf2 o SHTR activa ERK o CREB para
inducir la expresion del gen osteoblastico. La insulina es un factor beneficioso para la formacion

Osea y ejerce su efecto a través de la via mediada por GRB2-ERK.

Durante la DM, la hiperglucemia puede inducir la expresion de varios inhibidores de BMP
como son MGP, Noggin, esclerostina, Gremlin, TWSG1 asi como varios inhibidores de Wnt
incluyendo DKK-1 y esclerostina. La DM también induce la produccion de diferentes
citoquinas proinflamatorias incluyendo IL-6, IL-1 y TNF que regulan negativamente el
funcionamiento de los osteoblastos. La DM produce una aumento del TNF que al unirse con
TNFR induce a SMURF1/2, por lo tanto inhibe el proceso de transcripcion del osteoblasto. La
DM también reduce la produccién de vitamina D, que a su vez induce la secrecion de PTH, la
cual se une con su receptor inhibiendo la sefalizacion de TGF-B aunque como contrapartida,
active las vias B-Cat y ERK. La hipersecrecion de PTH induce la resorcion 6sea e inhibe la
osteoblastogénesis con el fin de mantener un nivel 6ptimo de calcio y fésforo en la sangre,

necesario para el proceso metabélico y las funciones neuromusculares (107).
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Ademas del efecto producido por la DM en la transcripcion de los genes asociados a la
maduracion de los osteoblastos, la hiperglucemia caracteristica de la DM puede inducir

osteoporosis y fracturas 6seas por otros mecanismo recogidos en la Figura 13 (107).
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Figura 13: Esquema representativo de los mecanismos subyacentes a la DM y a la hiperglucemia que
afectan al metabolismo y a la calidad 6sea.(107).

La DM/hiperglucemia induce la sobreproduccién del MCSF y del RANKL, ambos son
activadores de la proliferacion y diferenciacion osteoclastica. Ademas de estos, ciertas
citoquinas proinflamatorias TNFa, IL-1, IL-6, ciclooxigenasas (COX-2) y prostaglandinas (E,),
secretadas en estados de hiperglucemia, potencian el reclutamiento y la diferenciacion de los
pre-osteoclastos (108). EI aumento de los niveles de estas citoquinas osteoclastogénicas,

conducira a una mas rapida progresion de perdida de hueso.

La DM/hiperglucemia induce la sobreproduccién de IL-6, responsable de la diferenciacion y
activacion de los preosteoclastos a osteoclastos. La IL-6 media la produccion de otras citoquinas
relacionadas con la osteoclastogénesis como los glucocorticoides. Ademas el déficit de
estrdgenos ejerce sus efectos en la osteoclastogénesis a través de la IL-6. Se ha documentado la
sobreexpresién del receptor de IL-6 (IL-6R) como antagonista de la diferenciacion de
osteoblastos ya que la sefializacion de IL-6 interfiere fuertemente con la actividad de fosfatasa
alcalina, que disminuye la expresiéon de genes osteoblasticos incluyendo RUNX2, Osterix, y

OC, y reduce la tasa de mineralizacion (109).
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A nivel celular, altas concentraciones de glucosa suprimen la funcién y proliferacion de los
osteoblastos (en parte por la disminucidn de la expresion del factor de transcripcion RUNX2),
disminuye la mineralizacion y la expresion de diversos marcadores osteoblasticos como la OC y

la osteonectina, produciendo como resultado una disminucién en la formacion de hueso (15).

La DM/hiperglucemia produce una aumento en la diferenciacion de las células madres
mesenquimales (MSC) en adipocitos, produciendo una sobreexpresion de los marcadores
adipogénicos, del PPAR-y, de la proteina de union de acidos grasos (aP2), de la resistina y

adipsina que tienen como resultado una disminucién en la formacion de hueso (110).

Una disminucion en la neovascularizacién puede agravar ain mas la pérdida de hueso. La
calidad 6sea también se reduce como resultado de la produccion de productos finales de
glicacion avanzada (AGE), lo que eventualmente puede resultar en baja calidad 6sea o fracturas
por fragilidad. Los AGE se forman in vivo mediante la reaccion de Maillard, una reduccién de
la glucosa con las proteinas para formar productos labiles que posteriormente se estabilizan
dando lugar a una modificacion irreversible, no enzimatica y postranscripcional de la proteina
involucrada. Los altos niveles de AGEs y su acumulo juegan un papel esencial en el desarrollo
de las complicaciones asociadas a la diabetes. El acumulo a nivel 6seo reduce la actividad del
osteoblasto por la unién de los productos AGEs con receptores especificos (RAGE), altera la
osteoclastogénesis por el descenso en la sintesis y liberacion de RANKL y disminuye la
mineralizacion. El colageno de la matriz extracelular modificado por los AGEs es mas dificil de
eliminar por las enzimas hidroliticas lo que incrementa la fragilidad Gsea. Asimismo, la
presencia de AGEs interfiere en la interaccion entre las células 6seas y la matriz extracelular.
Por tanto, la glicacion en exceso puede afectar las propiedades dseas, y este efecto se evidencia
sobre todo a nivel cortical por acimulo de AGEs como la pentosidina (producto AGE derivado

del colageno tipo 1) en los sitios del esqueleto con menor rotacion (108).

Entre los factores endocrinos y locales con accion 6sea demostrada, la insulina, producida y
secretada por las células B pancreaticas, y el IGF-1, mayoritariamente producido en el higado
pero también en el hueso merecen una especial consideracion en la osteoporosis relacionada con
la DM. La clara reduccion de la masa 6sea en algunos pacientes con DM1 ha llevado a la
hipétesis de que la insulina tiene efectos osteoanabolicos (Figura 14). La destruccion de las
células B pancreéticas en pacientes con DM1 impide la secrecion de insulina, del polipéptido
amiloide de los islotes (IAPP) también conocido como amilina y leptina, reduciendo asi sus
efectos sobre el gen RUNX2 (esta reduccién disminuye la proliferacion y la diferenciacion de

las MSC en osteoblastos) limitando la produccion de OC (14).
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Figura 14: Deterioro de la osteogénesis en la DM (14).

Ademas, algunos medicamentos antidiabéticos orales pueden dirigirse especificamente a los
osteoblastos y afectar a la formacion de hueso (Figura 15). La metformina aumenta la
diferenciacion de las MSC en osteoblastos a traves de sus acciones en RUNX2. La metformina
y la sulfonilurea tienen efectos protectores sobre las fracturas dseas. Los DPP-4 tienen efectos
anabdlicos en el hueso. Las glitazonas suprimen simultineamente RUNX2 y potencian al
PPARy que impulsa la diferenciacion de las MSC en adipocitos, reduciendo de este modo la
osteogénesis (114)(115). Las tiazolidinedionas pueden disminuir la formacion de hueso y la
DMO, y aumentar la resorcion 6sea, debido a la menor sintesis de fosfatasa alcalina, OC y
PINP (113).

Increased Increased
osteogenesis adipogenesis

‘ t RUNX2 @ tPPARY

Mat
ature @ Adipocytes

osteoblasts

FAN

Figura 15: Efectos éseos de los tratamientos farmacoldgicos de la DM(14).

1.3.2 Efecto de la DM en las células musculares

La debilidad muscular es un factor de riesgo de fracturas 6seas. Hay evidencias que muestran
que la DM se asocia con la atrofia muscular mediada por la neuropatia diabética o directamente

a través de TNF-a, induciendo debilidad muscular (114).

La IL-6 es ademas, factor potencial de la atrofia muscular. La angiotensina Il inducida por la IL-

6, regula positivamente la secrecion de suero amiloide A (SAA) y ambos factores (IL-6 y SAA)
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actlan sinérgicamente para provocar atrofia muscular (115). Las dosis altas o la administracion
crénica de IL-6 en ratas o ratones causan una mayor degradacion de las proteinas en el masculo
esquelético. Se ha demostrado que la introduccion del gen IL-6 en ratones transgénicos eleva la
IL-6 circulante, que estd asociada con atrofia muscular severa y que el bloqueo de la
sefializacién de IL-6 por el anticuerpo IL-6R provoca la regeneracién del muasculo. También se
han reportado efectos indirectos de IL-6 sobre la sefializacion de IGF-1. El incremento de los
niveles circulantes de IL-6 se asocia con una disminucion significativa de los niveles séricos de
IGF-1 y una expresion elevada de ARN mensajero (ARNm) de SOCS3 (supresor de la
sefializacion de citoquinas) en el masculo, lo que sugiere el papel de IL-6 como un regulador
negativo de la sefializacion de IGF-1 (109). Recientemente, se examinaron los niveles de
expresion de IL-6 y su receptor, IL-6R, de individuos delgados, con sobrepeso y obesos, y se
determind que los niveles de expresién de IL-6 e IL-6R estaban elevados en individuos obesos y

con sobrepeso en comparacion con el grupo de individuos delgados (116).

1.3.3 Efecto de la obesidad en las células éseas

Diversos estudios epidemioldgicos han propuesto gque los efectos adversos sobre la DMO en la
DM2 pueden ser debido a los efectos de la obesidad a través del aumento de la carga mecanica y
de la sintesis y liberacion por parte del tejido adiposo de citoquinas con influencia sobre el
metabolismo 6seo. La resistencia a la insulina y el aumento de tejido adiposo visceral observado
en la DM2 se asocian a un estado de inflamacién crénica de bajo grado constituyendo un
potencial mecanismo de pérdida dsea y un aumento del riesgo de fracturas. Ademas, la
adiposidad aumenta la expresion de ARNm, de la proteina C reactiva (PCR), de la IL-6 (ya que
en el tejido adiposo se sintetiza aproximadamente el 30 % de la IL-6 circulante, cantidad que
aumenta proporcionalmente con el incremento de la masa corporal) y del receptor de la IL-6

estimulando la osteoclastogénesis y la resorcion 6sea (117).

Estos estudios han puesto de manifiesto que el riesgo de padecer diabetes, y presumiblemente
resistencia a insulina, aumenta al incrementar el contenido graso del cuerpo. El tejido adiposo
no es solo un sistema de almacén de lipidos, sino que también es un drgano secretor de un
nimero importante de factores circulantes, denominados adipoquinas, entre los que se incluyen
la leptina, adiponectina, IL-6, IL-10, proteina quimiotactica monocitica-1 (MCP-1), TNF-a y
M-CSF entre otros que ejercen sus efectos mediante la modulacion de las vias de sefializacion

en el hueso y el musculo.
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Se ha demostrado que estas adipoquinas se regulan positivamente o negativamente como
resultado de la obesidad y actian como reguladores negativos de osteoblastos, osteocitos y
musculo, asi como reguladores positivos de osteoclastos. Estos efectos aditivos de la obesidad

en Ultima instancia aumentan el riesgo de osteoporosis y atrofia muscular (109).

1.3.4 DMO y riesgo de fractura en DM

La DM1y la DM2 afectan a la DMO de forma diferente. Los pacientes con DML1 tienen un alto
riesgo de desarrollar osteopenia y osteoporosis a lo largo de su vida. Existe evidencia
epidemioldgica clara de que la prevalencia de osteoporosis y fractura es mayor en pacientes con
DM1 que en la poblacién general. Hay una serie de factores que influyen en la DMO en estos
individuos. Diversos estudios han demostrado una disminucion de masa Gsea en nifios y
adolescentes con DM1 y se ha asociado esta patologia con la reduccién de la formacion 6sea
durante el crecimiento esquelético. En adultos con DM1, la DMO femoral estd reducida,

mientras que en espina lumbar es similar o ligeramente menor que en individuos sin DM (118).

En contraste, adultos con DM2 presentan valores de DMO normales o ligeramente elevados,
con valores de T-scores de entre 0,3-0,8 mas que en pacientes control sin DM (14). En la
mayoria de los estudios, la DMO ha sido mayor en espina lumbar, cadera y radio. Sin embargo,
datos de tres estudios prospectivos observacionales en adultos mayores de 73 afios con DM2
sugieren que, para una edad y T-score determinados, el riesgo de fractura en estos pacientes es

mayor que en individuos sin DM (93).

En Espafia son muy escasos los estudios que han evaluado la masa 6sea en pacientes diabéticos.
Se ha descrito un incremento del 8% en la DMO de calcaneo medida por DEXA en mujeres con
DM2 pero no en varones (119). En un estudio posterior realizado en mujeres postmenopausicas
mayores de 65 afios con obesidad, la DM2 se asoci6 a un incremento de la DMO a nivel lumbar
sin diferencias a nivel femoral ni de calcaneo (120). Las discrepancias en los resultados de
diversos trabajos pueden deberse a diferencias metodoldgicas con inclusion de pacientes con

duracion, gravedad y tratamiento de la enfermedad muy variables.

Un mecanismo importante que explica el aumento del riesgo de fracturas en la DM2 es la
predisposicion a las caidas en relacion con las complicaciones micro y macrovasculares
asociadas. Las alteraciones visuales, la afectacion de la propiocepcion, las hipoglucemias

desapercibidas y la nicturia conllevan a un mayor riesgo de caidas en la poblacién diabética de
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edad avanzada. Asi mismo, los efectos de la DM sobre las fracturas se reducen cuando se
controlan las complicaciones asociadas a los traumas, como la retinopatia, los accidentes

cerebrovasculares, la neuropatia periférica y la fuerza muscular (121).

Pacientes con DM1 y DM2 tienen un riesgo mayor de sufrir fracturas en la mayoria de las
localizaciones esqueléticas. Dos grandes metaanalisis que evaluaron estudios con 1,3 millones
de participantes, concluyeron con una odds ratio de 6,3-6,9 para las fracturas de cadera en
pacientes con DM 1y de 1,4-1,7 en los pacientes con DM2, asociado generalmente a una mayor
duracion de la enfermedad y el uso de insulina y/o antidiabéticos orales (122). La mayoria de
estudios de cohortes prospectivos publicados encuentran que a pesar de una mayor DMO, los

pacientes con DM2 tienen un mayor riesgo de fractura osteoporotica.

En el mayor estudio de DMO y fracturas en DM2, el Rotterdam Study, llevado a cabo con 6,655
hombres y mujeres de mas de 55 afios, concluye que aunque los sujetos con DM2 tuvieron una
DMO mas alta, tuvieron un riesgo elevado de fracturas no vertebrales: riesgo (HR) 1,33 (1,00-

1,77), probablemente debido a complicaciones a largo plazo asociadas a la DM (123).

1.3.5 MRO en pacientes diabéticos

Los estudios histomorfométricos en la diabetes han mostrado un bajo reclutamiento de
osteoblastos junto a una disminucién de las tasas de depdsito mineral sin defectos en la
mineralizacion. La evaluacion de los MRO en pacientes diabéticos, en general demuestran
niveles séricos disminuidos de OC (102). En un metaanalisis de veintidos articulos concluyen
que los marcadores 6seos OC y CTX fueron significativamente menores entre los pacientes
diabéticos que entre los no diabéticos, sin embargo con los otros marcadores no hubo

diferencias significativas (124).

Otro estudio que compara los MRO entre DM1 y DM2 concluye que PINP, OC y RANKL
fueron menores en pacientes con DM2 en comparacion con DM1, y la OPG fue mayor en DM2.

El CTXy la esclerostina fueron similares entre los dos grupos de pacientes (125).
Una reciente revision sistematica y metaanalisis que incluyeron 66 estudios concluyeron que los

marcadores tanto de formacion 6sea como de resorcion 6sea disminuyen en los pacientes con

diabetes. Esto sugiere que la DM es un estado de bajo remodelado 6seo, que a su vez puede
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conducir a un hueso mas fragil. Los niveles alterados de esclerostina y osteoprotegerina pueden

ser responsables de esto (126).
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La osteoporosis y la DM son dos enfermedades de alta prevalencia que se asocian a un aumento
del riesgo de fracturas por fragilidad, y con un sustancial impacto sobre la morbilidad y
mortalidad de la poblacion general. Aunque diversos estudios observacionales han investigado
la asociacion entre ambas, el mecanismo por el que la DM favorece la aparicion de fracturas no
se encuentra adecuadamente establecido. Los mecanismos exactos de la fragilidad dsea en la
DM pueden diferir, al menos en parte, entre la DM1 y la DM2, no obstante, en ambas
enfermedades se altera el proceso dindmico de remodelado 6seo y sus vias de regulaciéon, lo que

conlleva a una resistencia 6sea reducida y un aumento del riesgo de fracturas.

En Espafia son muy escasos los estudios que han evaluado la masa dsea y el riesgo de fractura
en pacientes diabéticos. Pocos estudios valoran la evolucién temporal de la pérdida de masa
6sea en la diabetes, ya que se centran principalmente en evaluar el status 6seo de los pacientes

en un Gnico momento temporal y tipo de DM, principalmente en la DM2.

Considerando los aspectos resefiados anteriormente, en el presente trabajo pretendemos estudiar
si la enfermedad 6sea es una complicacién de la DM, si la inflamacion tiene algun papel en el
desarrollo de la enfermedad Osea y si las manifestaciones y mecanismos de estas

complicaciones son diferentes entre los dos principales tipos de diabetes.

La hipétesis del presente estudio es que la determinacién de los MRO y de inflamacion, pueden
ayudarnos a mejorar la precision diagnostica aportada por la densitometria 6sea, gold estandar
como método diagnéstico de osteoporosis, y ademas de esto y dada la importancia del
componente genético en el desarrollo de la patologia Gsea, pretendemos estudiar diversos
aspectos de la genética relacionados con el metabolismo 0seo en pacientes diabéticos,
estudiando diversos polimorfismos en los genes VDR, ESR1, RANKL e IL-6, que afectan al
metabolismo 6seo y que podrian modular la respuesta del hueso en la DM.

2.2  Objetivos

El objetivo general del estudio es evaluar el estado dseo del paciente diabético y evaluar la

posible pérdida de masa 6sea a lo largo del estudio junto con la evaluacion de la presencia de
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diversos polimorfismos en los genes implicados en la remodelacién 6sea. Para ello se plantean

los siguientes objetivos especificos:
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Anadlisis descriptivo de las caracteristicas clinicas de los pacientes en el momento del

reclutamiento.

Determinar los valores de DMO mediante DEXA en el momento basal y a los 12 meses

y calcular el riesgo de fractura mediante el algoritmo FRAX® en la poblacion diabética.

Medir las concentraciones de pardmetros bioquimicos para evaluar el metabolismo
fosfocélcico, la funcion renal y el metabolismo lipidico e hidrocarbonado, asi como los
MRO vy de inflamacién en el momento basal, a los 6 y a los 12 meses del inicio del

estudio.

Determinar la frecuencia genotipica de los SNPs de los genes VDR, ESR1, OPG,
RANKL e IL-6 en los diferentes grupos de diabéticos y compararla entre si y con las
descritas en la poblacién general, asi como estudiar las correlaciones existentes con las

manifestaciones clinicas, bioquimicas y densitométricas en estos pacientes.

Estudiar la combinacion méas adecuada de los marcadores de remodelado 6seo, de
inflamacidon y de los SNPs con las variables clinicas para el diagnéstico y seguimiento
de la patologia 6sea en el paciente diabético.
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3 MATERIALY METODOS

3.1 Poblacion y disefio del estudio

La presente tesis doctoral comprende un estudio longitudinal prospectivo de un afio de duracion
en 165 pacientes en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia. La
poblacion fueron pacientes diabéticos que acudieron a la consulta de la Unidad de Diabetes del
Servicio de Endocrinologia y Nutricion. A continuacion, se definen las caracteristicas
principales de la poblacion de estudio, los criterios de inclusion y exclusion de los pacientes, los

diferentes grupos de estudio y el disefio del mismo.

3.1.1 Criterios de inclusion

Se seleccionaron los pacientes en funcién de los siguientes criterios de inclusion:

o Paciente diagnosticado de DM (tipo 1 6 2)
e Raza caucésica

o Edad (comprendida entre 18 y 70 afios)

3.1.2 Criterios de exclusion

¢ Edad mayor de 70 afios 0 menor de 18.
e Pacientes con enfermedades oncoldgicas.
e Diabetes secundaria a otras patologias.

¢ Antecedentes de tratamiento antirresortivo que pudiera afectar al metabolismo 6seo.

3.1.3 Grupos de estudio
Este grupo se dividié en dos, en funcion el tipo de DM.

o Diabéticos tipo 1

e Diabéticos tipo 2
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El reclutamiento de los participantes se hizo de forma consecutiva, comenzando en noviembre
de 2012 y finalizando en febrero de 2013. La recogida final de datos del estudio se cerrd en

febrero de 2014 transcurrido un afio del reclutamiento de los Gltimos pacientes.

3.1.4 Disefno del estudio

Ambos grupos de pacientes fueron valorados al inicio del estudio, a los 6 meses y transcurrido

un afio (Figura 16):

e Al inicio, una vez informados y dado su consentimiento, se procedid a la recogida de
datos clinicos que se realiz6 mediante una entrevista clinica y un cuestionario. En el
momento del reclutamiento se realizd la primera densitometria dsea para valorar el
estado 6seo del paciente diabético y el calculo de riesgo de fractura con el FRAX®,
junto con la determinacion de los MRO, de inflamacién, y de los SNPs

o A los 6 meses, se realiz6 una nueva consulta y una nueva analitica para determinar la
evolucion.

e Transcurridos doce meses se volvio a citar a los pacientes y se realizd una nueva

densitometria 6sea y una nueva determinacion de MRO y de inflamacion.

En todas las visitas se realiz6 una extraccion de sangre venosa para evaluar el metabolismo
fosfocélcico y la funcion renal, marcadores de remodelado déseo y de inflamacion. También se
ha realizado el genotipado de los polimorfismos en 95 de los pacientes (47 con DM1 y 48 con
DM2).

«Cuestionario Clinico

*FRAX ®

*DMO

=Analitica, MRO v de inflamacion
+*Polimorfismos

= Analitica, MRO v de inflamacion

= Analitica, MRO v de inflamacion.
*DMO

Figura 16: Disefio del estudio en pacientes con DM1y DM2.
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El reclutamiento de los pacientes y la recogida de los datos clinicos fueron llevados a cabo en
las consultas externas de la Unidad de Diabetes del Servicio de Endocrinologia y Nutricion del

Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

La obtencion de las muestras de sangre se realizo en los Centros de Salud del Area | Murcia-
Oeste cuyo hospital de referencia es el Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, desde donde
fueron enviados al Servicio de Analisis Clinicos para su procesamiento. Se obtuvieron muestras
de suero (sin anticoagulante), de plasma (anticoagulado con citrato sddico), de sangre total
(anticoagulada con acido etilendiaminotetracético tripotaisco (EDTA-K3)) y de orina al inicio
del estudio, a los 6 y a los 12 meses tras el comienzo del mismo. Las muestras se recogieron tras

un ayuno de 12 horas, entre las 8 y las 10 de la mafiana (para evitar la variacion circadiana).

3.1.5 Confidencialidad y principio éticos

El protocolo del estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (Anexo
I). Todos los pacientes seleccionados han sido informados de forma detallada sobre el estudio,
procedimientos, asi como los potenciales riesgos y beneficios, y necesariamente firmaron el

consentimiento informado para su participacion (Anexo Il).

El almacenamiento de los datos se realiz6 de forma codificada. S6lo los miembros del equipo
investigador (facultativos del servicio de Analisis Clinicos y Endocrinologia) tuvieron acceso al

almacenamiento de los datos de los voluntarios.

3.2 Estudio clinico

En el momento del reclutamiento, se procedié a la recogida de datos clinicos sobre antecedentes
personales y familiares de interés, habitos tdxicos, actividad fisica, exposicién al sol y
medicacion consumida. A continuacion se describen de manera detallada las variables recogidas

al inicio:

e Edady sexo del paciente.
e Tipo de DM (tipo 1y tipo 2) y afios de evolucion.
e Metadiabetes:

0 Nefropatia
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(o}

Retinopatia

Neuropatia

Cardiopatia isquémica

Accidente cerebrovascular (ACV)

Enfermedad arterial periférica (EAP)

Antropometria:

(o}

(o}

(o}

(o}

Talla (cm)
Peso (kg)
indice de masa corporal (IMC)

Cifras de tension arterial sist6lica y diastdlica (TAS y TAD)

Comorbilidades: Se recogieron aquellos trastornos asociados a la DM como son

hipertension arterial (HTA), la dislipemia y la obesidad.

(0]

(0]

La HTA se define como TAS > 140 mmHg y/o TAD > 90mmHg.

La dislipemia, segun los criterios Adult Tratmen Panel Il (127) se define como
concentraciones de colesterol total > 200 mg/dl, y/o de cHDL <40 mg/dl, y/o
colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) > 100 mg/dl, y/o de
triglicéridos > 150 mg/dl, o pacientes que estaban con alguna terapia hipolipemiante
en el momento de la inclusion en el estudio.

La obesidad definida por la OMS cuando el IMC (cociente entre la estatura y el

peso de un individuo al cuadrado) es igual o superior a 30 kg/mz2.

Se registro el estatus menstrual de pre/post menopausia y fecha de Gltima regla.

Exposicion al sol: se valor6 la exposicion al sol de los pacientes catalogandolos en 3 grupos

segun fuese:

(0]

(0}

(0}

Muy baja: practicamente no expuesto.
Suficiente: al menos 15 minutos diarios en zonas fotoexpuestas como cara, brazos y
piernas.

Alta: en caso de una hora diaria 0 mas de exposicidn al sol.

Habitos tdxicos: se registraron los diversos habitos toxicos del paciente como el tabaco, el

consumo de alcohol y de café.

(0]

Tabaco: se clasifico a los pacientes segun su situacion de fumador, ex fumador o no
fumador.

Consumo de alcohol: catalogando a los pacientes segln su situacion de consumidor
habitual, antiguo consumidor o0 no consumidor de alcohol. Se anot6 la cantidad de
alcohol diaria consumida como unidades de bebida estandar (UBE) para calcular
posteriormente el consumo del alcohol en gramos/dia mediante la siguiente



equivalencia: una UBE (diez gramos de alcohol) es igual a un vaso de vino, una
cerveza o media copa de destilados.
o Café: se registr6 también el consumo de café anotando el numero de tazas diarias.
e Actividad fisica:
0 Sedentaria: inactiva la mayor parte del tiempo.
o Ligera: algin ejercicio suave cuatro veces por semana.
0 Moderada: algun ejercicio vigoroso tres veces por semana.
o Alta: algln ejercicio vigoroso cuatro 0 mas veces por semana.
e Fracturas previas y tipo de hueso (cadera, vertebral u otras localizaciones).
e Antecedentes de padres con fractura.
e Diagnostico de artritis reumatoide.
e Tratamiento con corticoides, actualmente o 3 meses antes.
e Tratamiento de la diabetes: se recogi6 informacion sobre el tratamiento habitual seguido por
el paciente de forma cronica para el tratamiento de su patologia (insulina, metformina,
glitazonas, secretagogos, inhibidores de la DPP-4 y analogos del receptor de GLP-1). Se

descartd la utilizacion de otros medicamentos que pudieran afectar al metabolismo 6seo.

3.3 Estudio densitométrico

La determinacion de la DMO se realizé mediante DEXA al inicio del estudio y 1 afio mas tarde.
Se midi6 la DMO en g/cm? a nivel de la columna lumbar y fémur proximal (cuello, trocanter,
zona intertrocantérea y tridngulo de Ward). En la medicion de la DMO en la region lumbar se
incluy6 la region comprendida de L1 a L4, situando al paciente alineado con el eje de la mesa

de exploracion. Asimismo se realiz6 la determinacion del T-score en ambas localizaciones.
Previamente a su realizacion se descartd la existencia de cualquier contraindicacion como el

embarazo, la realizacion de alguna exploracion que utilice contraste en las dos semanas previas,

gue pudiera alterar los resultados de la prueba.

3.4 Estudio de riesgo de fracturas a 10 afios

Al inicio del estudio, y con la informacidn obtenida en la entrevista clinica, se calculd el riesgo
de fractura a 10 afios, de forma agrupada en las principales localizaciones (vertebra, cadera,

hamero y antebrazo) y de forma especifica en cadera, utilizando el cuestionario FRAX®.
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3.5  Estudio bioguimico

3.5.1 Obtencion de muestras

Todas las muestras sanguineas para el estudio fueron obtenidas mediante puncién venosa
antecubital y tras 12 horas de ayuno y un periodo de reposo de 20 minutos. La extraccion se

llevo a cabo por personal de enfermeria cualificado.

La sangre se recogié en tubos de vacio vacutainer con diferentes aditivos. Se obtuvieron
muestras de suero, recogidas en tubo seco de 10 ml con silicona, plasma (tubo con citrato de
sodio) rellenandolo de tal manera que contuviese nueve partes de sangre y una de

anticoagulante, y sangre total (EDTA-K3).

Las muestra de sangre total se procesaron sin centrifugar y previa agitacion. Las muestras de
plasma, y de suero, tras la retraccion del coagulo, se centrifugaron durante 20 minutos a 3500
rpm y a 4°C. Las muestras de suero se procesaron, alicuotaron y se congelaron guardando tres
alicuotas a -80°C el mismo dia de su extraccion, para su posterior procesamiento (menos de 2
meses), evitando asi la degradacion de los marcadores de remodelado 6seo y de inflamacion. A
las muestras de sangre total, tras la determinacion de la hemoglobina glicosilada (HbALc) y un
hemograma de control, se les realizd la extraccion de &cido desoxirribonucleico (ADN),
conservando el mismo a -20°C hasta la posterior determinacion de los polimorfismos

estudiados.

Se recogid la segunda orina de la mafana en un recipiente sin conservante. Estas muestras

fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos, procesadas y posteriormente congeladas.

Las muestras han sido sometidas a un solo ciclo de congelacion-descongelacion previo a la
determinacion de los marcadores. Todas las técnicas empleadas para su determinacion estaban
correctamente calibradas y controladas antes de la descongelacion de los sueros para asegurar la
calidad de los resultados.

La determinacion de los MRO y de inflamacion se realiz6 en series de 30-40 muestras, no
demorando su determinacion en mas de 2 meses para evitar la pérdida o degradacion de los
mismos. Los resultados de todas las muestras analizadas han sido introducidos en una base de

datos creada expresamente para el procesamiento de los mismos.
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3.5.2 Parametros de estudio y técnicas analiticas

3.5.2.1 Parametros bioquimicos del metabolismo fosfocélcico

Calcio (suero y orina)

Faésforo (suero y orina)
PTH (suero)
25-OH vitamina D (suero)

Calcio en suero (Ca) y en orina (CaO): utilizamos para su determinacion cuantitativa un
método espectrofotométrico en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®). Bajo
condiciones alcalinas, los iones de calcio reaccionan con la o-cresolftaleina complexona (o-
CPC) formando un complejo de color violeta. La adicion de 8-hidroxiquinolina previene
interferencias debido al magnesio y al hierro. La intensidad cromatica del complejo formado es
directamente proporcional a la concentracion de calcio y se mide por fotometria a una longitud
de onda (sub/princ) 376/340 nm.

¢ Limite de deteccién: 0,4 mg/dl para suero y 0,6 mg/dl para orina.

e Intervalo de medicidn: Suero/plasma (0,4-20,0 mg/dl) y orina (0,6-30 mg/dl orina).

e Valores de referencia (poblacién adulta): suero/plasma (8.6-10.2 mg/dl) y orina (6,8-
21,3 mg/dl).

Fosforo en suero (P) y en orina (PO): Utilizamos un test in vitro para la determinacién
cuantitativa del fésforo en suero y orina en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche
Diagnostics®). El fosforo inorganico se determina a partir de la formacion de fosfomolibdato de
amonio con posterior reduccion a azul de molibdeno. ElI método se basa en la reaccion del
fosfato con molibdato de amonio para formar fosfomolibdato de amonio sin reduccion. La
adicion de un acelerador permite obtener una reaccién mas rapida, mientras que la aplicacion de
un blanco de muestra proporciona resultados mas precisos. En presencia de acido sulfurico, el
fosfato inorganico forma un complejo de fosfomolibdato de amonio con el molibdato de amonio
que se expresa con la formula (NH,)3[POsM00s);,]. La concentracion del fosfomolibdato
formado es directamente proporcional a la concentracién de fosfato inorganico y se mide

fotométricamente a una longitud de onda (sub/princ) 700/340 nm.

e Limite de deteccion: suero/plasma (0,31 mg/dl) y orina (3,4 mg/dl)
¢ Intervalo de mediciéon: suero/plasma(0,31-20,0 mg/dl) y orina (3,4-285 mg/dl)
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o Valores de referencia (poblacion adulta): suero/plasma (2,5-4,5 mg/dl); orina (40-136
mg/dl)

Hormona paratiroidea en suero (PTH): la determinacion cuantitativa de la hormona
paratiroidea humana C-terminal en suero, se lleva a cabo por radioinmunoensayo (RIA) con el
C-terminal PTH RIA Kit de Diasorin®. El RIA para PTH C-terminal es un procedimiento de
desequilibrio que utiliza la adicién de un trazador retardado para aumentar la sensibilidad. El
anticuerpo es producido contra la PTH vacuna intacta y es reactivo a la secuencia 65-84 de la
PTH humana. En este RIA, la muestra y el primer anticuerpo se combinan e incuban durante 16-
24 horas (opcién A) o 4 horas (opcién B) a 2-8°C. Después se agrega el trazador, seguido de una
segunda incubacion durante 16-24 horas a 2-8°C. La separacion se logra mediante el uso de un
anticuerpo doble pre-precipitado que se acelera con una solucion de polietilenglicol 6.000 al
25% [p/v] (PEG). Este anticuerpo se afiade como un solo reactivo con una incubacion posterior
de dos horas. El calculo de resultados se realiza a través de una curva de calibracion que
relaciona el grado de unién con las concentraciones logaritmicas indicadas en los calibradores

empleados.

e Limite de deteccion: 0,1 pg/mi
¢ Rango de referencia (en adultos): 15-65 pg/ml

25-OH vitamina D en suero: se ha determinado la concentracion de Vitamina D total en suero
mediante el kit Liaison® 25-OH Vitamin D total de Diasorin®, que emplea la tecnologia
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) para la determinacién cuantitativa de la
25-hidroxi-vitamina D (25-OH-D). Un anticuerpo especifico para la vitamina D recubre las
particulas magnéticas (fase sélida) y la vitamina D es conjugada con un derivado de isoluminol.
Durante la fase de incubacion, la 25-OH-D se disocia de su proteina de unién y compite por los
sitios de unidn del anticuerpo con la vitamina D marcada. Tras la fase de incubacion, el material
no unido se elimina mediante un ciclo de lavado. A continuacion, se afiaden los reactivos Starter
gue inducen una reaccion de quimioluminiscencia instantdnea. La sefial luminosa, que un
fotomultiplicador mide en unidades relativas de luz (RLU), es inversamente proporcional a la

concentracion de 25-OH-D presente en la muestra.

o Limite de deteccidn: 4,0 ng/ml
¢ Intervalo de medicién: 4,0 - 150 ng/ml
e Valores de referencia (poblacion adulta): deficiencia (0-10 ng/ml), insuficiencia (10-30

ng/ml), suficiencia (30-100 ng/ml), toxicidad (>100 ng/ml)
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3.5.2.2 Parametros bioquimicos de la funcién renal

e Creatinina (suero y orina)
o Urea (suero)

¢ Microalbuminuria

Creatinina en suero (Crea) y en orina (CreaO): Para la determinacion cuantitativa de la
creatinina en suero y orina se utiliza un método espectrofotométrico en un autoanalizador
Cobas 8000 (Roche Diagnostics®), basado en el método de Jaffé. En una solucion alcalina, la
creatinina forma un complejo amarillo-anaranjado con el picrato. La tasa de formacion de
colorante es proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra. La prueba emplea la
determinacion del blanco para minimizar la interferencia por bilirrubina. Para corregir las
reacciones inespecificas por cromégenos no-creatinina en suero y plasma, como las proteinas y

cetonas, los resultados para suero o plasma se corrigen en -0.3 mg/dl.

e Limite de deteccion: 0,17 mg/dl

¢ Intervalo de medicién: suero/plasma (0,17-24,9 mg/dl) y orina (4,2-622 mg/dl)

e Valores de referencia (poblacion adulta): suero/plasma: mujeres (0.50-0.90 mg/dl),
hombres (0.70-1.20 mg/dl); orina reciente: mujeres (28-217 mg/dl), hombres (39-259
mg/dI)

Urea en suero: Utilizamos un método enzimatico con ureasa y glutamato deshidrogenasa, para
la determinacion cuantitativa de la urea en suero en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche
Diagnostics®). La urea presente en la muestra es hidrolizada por la ureasa a amonio y
carbonato. En una segunda reaccidn, el 2-oxoglutarato reacciona con amonio en presencia de la
glutamato deshidrogenasa (GLDH) y la coenzima NADH para producir L-glutamato. En esta
reaccion, por cada mol de urea hidrolizada se oxidan dos moles de NADH a NAD+. La
velocidad con que la concentracion de NADH disminuye es directamente proporcional a la
concentracion de urea en la muestra y se mide fotométricamente a una longitud de onda
(sub/princ) 700/340 nm.

e Limite de deteccion: suero/plasma (3,0 mg/dl)

e Intervalo de medicion: suero/plasma (3,0-240 mg/dl)

o Valores de referencia (poblacion adulta). suero/plasma (16,6-48,5 mg/dl)
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Microalbuminuria (Mau): Se usa un prueba inmunoturbidimétrica para la determinacion
cuantitativa de la albimina en orina en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®).
Los anticuerpos anti-albimina del reactivo reaccionan con el antigeno de la muestra formando
un complejo antigeno-anticuerpo que se mide turbidimétricamente despueés de la aglutinacion.

e Limite de deteccion: orina (0,3 mg/dl)

e Intervalo de medicion: orina (0,3-40 mg/dl)

o Valores de referencia: orina (segunda orina de la mafiana) Adultos: < 20 mg de

albimina/g de creatinina

3.5.2.3 Parametros bioquimicos del metabolismo glucidico

e Glucosa (suero)

* Hemoglobina glicosilada (HbA1c) (sangre total)

Glucosa en suero: utilizamos un método enzimatico de referencia empleando hexoquinasa por
radiacion ultravioleta para la determinacién cuantitativa de la glucosa en suero en
autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®). La hexoquinasa cataliza la fosforilacién de
la glucosa a glucosa-6-fosfato por ATP. En una segunda reaccidon la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa oxida la glucosa-6-fosfato en presencia de NADP a gluconato-6-fosfato. La
velocidad de formacion de NADPH durante la reaccion, es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa y se determina fotométricamente a una longitud de onda (sub/princ)
700/340 nm.

e Limite de deteccién: 2 mg/di
e Intervalo de medicién: 2-750 mg/dl

e Valores de referencia: en ayunas 74-106 mg/dI

Hemoglobina glicosilada (HbAlc) en sangre total: La determinacion de HbAlc en sangre
total se lleva a cabo mediante HPLC (Cromatografia liquida de alta resolucion) por intercambio
iGnico (cationico), técnica de referencia para NGSP en un HPLC-723G8 de TOSOH®. Este
método usa una columna para eluir las diferentes fracciones de la hemoglobina de la muestra (6
fracciones en total), previamente diluida con una solucién hemolitica, a distintos tiempos
dependiendo de su carga eléctrica, debido a las interacciones ionicas de éstas con el material de

la columna. Se utiliza para ello un gradiente escalonado que genera tres tampones de elucién
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con diferentes fuerzas iénicas. Se mide la absorbancia a 415 nm, con un filtro adicional a 690

nm que corrige la absorbancia de fondo.

¢ Intervalo de medicion: 4,1-16,8 %

e Valores de referencia: 4,3 - 6,3 %

3.5.2.4 Parametros hormonales

o Tirotropina (TSH) (suero)
o Tirotoxina libre (T4L) (suero)

Tirotropina en suero (TSH): Para la determinacion cuantitativa de la TSH en suero utilizamos
un inmunoensayo ECLIA en un inmunoanalizador Cobas E602 (Roche Diagnostics®). Es una
técnica tipo sandwich con una duracién total de 18 minutos. En una primera incubacion, 50 pl
de muestra, un anticuerpo monoclonal biotinilado anti-TSH y un anticuerpo monoclonal
especifico anti-TSH marcado con quelato de rutenio forman un complejo sandwich. Después de
incorporar las microparticulas recubiertas de estreptavidina, el complejo formado se fija a la
fase sélida por interaccion entre la biotina y la estreptavidina. La mezcla de reaccion es
trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la
superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con
ProCell/ProCell M. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccién
guimioluminiscente cuya emisién de luz se mide con un fotomultiplicador. Los resultados se
obtienen mediante una curva de calibracion generada por el sistema a partir de una calibracion a

2 puntos y una curva master incluida en el cédigo de barras del reactivo.

e Limite de deteccion: 0,005 pUT/ml
e Intervalo de medicion: 0,005-100 pUT/ml
e Valores de referencia: 0,270-4,20 nUl/ml

Tirotoxina libre en suero (T4L): para la determinacion cuantitativa in vitro de T4AL en suero se
utiliza un inmunoensayo ECLIA en un inmunoanalizador Cobas E602 (Roche Diagnostics®).
Mediante el principio de competicién, se incuba la muestra (15 pL) con un anticuerpo
especifico anti-T4 marcado con quelato de rutenio. Tras la incorporacion de T4 marcada con
biotina y de microparticulas recubiertas de estreptavidina, los puntos de fijacién adn libres del

anticuerpo marcado se ocupan formandose un complejo anticuerpo-hapteno. EI complejo total
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se fija a la fase solida por la interaccion entre la biotina y la estreptavidina. La mezcla de
reaccion es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan
a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con
ProCell/ProCell M. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccién
quimioluminiscente cuya emision de luz se mide con un fotomultiplicador. Los resultados se
obtienen mediante una curva de calibracion generada por el sistema a partir de una calibracion a

2 puntos y una curva master incluida en el codigo de barras del reactivo.
e Limite de deteccion: 0,5 pmol/I

e Intervalo de medicién: 0,3-100 pmol/Il

o Valores de referencia: Eutiroideos: 12-22 pmol/l (0,93-1,7 ng/dl)

3.5.2.,5 Parametros bioquimicos del metabolismo lipidico

Triglicéridos (suero)

Colesterol (suero)
cHDL (suero)
cLDL (suero)

Triglicéridos en suero: Se utiliza un método enzimatico colorimétrico para la determinacién
cuantitativa de triglicéridos en suero en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche Diagnostics®).
El presente método se basa en el trabajo de Wahlefeld empleando una lipasa lipoproteica
obtenida de microrganismos para hidrolizar completa y rapidamente triglicéridos a glicerol, con
la oxidacion subsiguiente a dihidroxiacetonafosfato y peréxido de hidrégeno. El peréxido de
hidrégeno formado reacciona bajo la accion catalitica de la peroxidasa con la 4-aminofenazona
y 4-clorofenol para formar un colorante rojo en una reaccion de punto final segin Trinder. La
intensidad cromatica del colorante rojo formado es directamente proporcional a la concentracion
de triglicéridos y puede medirse fotométricamente a una longitud de onda (sub/princ) 700/505
nm.

e Limite de deteccion: 8,85 mg/dl

¢ Intervalo de medicién: 8,85-885 mg/dl

o Valores de referencia: < 200 mg/dl
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Colesterol en suero: determinacion mediante método enzimatico colorimétrico para la
determinacion cuantitativa del colesterol en suero en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche
Diagnostics®).Los ésteres de colesterol se desdoblan por la accion de la colesterol esterasa a
colesterol libre y acidos grasos. La colesterol oxidasa cataliza entonces la oxidacion de
colesterol a colest-4-en-3-ona y peréxido de hidrégeno. En presencia de peroxidasa, el peréxido
de hidrogeno formado produce la union oxidativa del fenol y la 4-aminofenazona para formar
un colorante rojo de quinona-imina. La intensidad cromatica del colorante formado es
directamente proporcional a la concentracion de colesterol. Se determina midiendo el aumento

de la absorbancia a una longitud de onda (sub/princ) 700/505 nm.

e Limite de deteccién: 3,86 mg/dl
e Intervalo de medicién: 3,86-800 mg/dl

o Valores de referencia: < 200 mg/dI

cHDL en suero: Determinacidn cuantitativa mediante un test colorimétrico enzimatico
homogéneo, de la concentracién del cHDL en suero en un autoanalizador Cobas 8000 (Roche
Diagnostics®). En presencia de iones de magnesio, el sulfato de dextrano forma complejos
hidrosolubles, selectivamente con LDL, VLDL y quilomicrones resistentes contra las enzimas
modificadas con PEG. La concentracion del cHDL se determina enziméaticamente mediante la
colesterol esterasa y colesterol oxidasa acopladas con PEG a los grupos aminicos
(aproximadamente 40 %). La colesterol esterasa provoca el desdoblamiento de los ésteres de
colesterol a colesterol libre y &cidos grasos.

En presencia de oxigeno, el colesterol es oxidado por la colesterol oxidasa a A’-colestenona y
peréxido de hidroégeno. Bajo la accion catalitica de la peroxidasa, el peréxido de hidrégeno
formado reacciona con 4-aminoantipirina y N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo)-3,5-dimetoxianilina
sodica para formar un colorante purplreo azul. La intensidad del colorante es directamente
proporcional a la concentracion de colesterol que se mide fotométricamente a una longitud de
onda (sub/princ) 700/600 nm.

e Limite de deteccién: 3 mg/dl
e Intervalo de medicion: 3-120 mg/dI

e Valores de referencia: mujeres (> 65 mg/dl), hombres (> 55 mg/dl)
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cLDL en suero: El cLDL-colesterol es un pardmetro calculado a partir de la formula de

Friedewald:

cLDL (mg/dl)= Colesterol total - cHDL — VLDL

Siendo a su vez el colesterol VLDL= triglicéridos/5. Si los triglicéridos tienen un valor superior

a 400 mg/dl no se puede emplear la formula de Friedewald.

e Valores de referencia en poblacion adulta: 50-200 mg/dl

3.5.2.6 Parametros bioquimicos de inflamacién

e Interleuquina 6 (I1L-6) (suero)

Interleucina 6 en suero (IL-6): para la determinacion cuantitativa in vitro de la IL-6 en suero
se utiliza un inmunoensayo ECLIA, en un autoanalizador Cobas E411 (Roche Diagnostics®).
Es una técnica tipo sandwich con una primera incubacion de 30 pl de muestra con un anticuerpo
monoclonal biotinilado especifico anti-IL-6. Tras afiadir un anticuerpo monoclonal especifico
anti-IL-6 marcado con quelato de rutenio (Quelato Tris (2-2’-bipiridina) rutenio (11)]
(Rubpy)?*3) y microparticulas recubiertas de estreptavidina, los anticuerpos forman con el
antigeno de la muestra un complejo sandwich. La mezcla de reaccidn es trasladada a la célula de
lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los
elementos no fijados se eliminan posteriormente con el reactivo ProCell. Al aplicar una
corriente eléctrica definida se produce una reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz se
mide directamente con un fotomultiplicador. Los resultados se obtienen mediante una curva de
calibracion generada por el sistema a partir de una calibracion a 2 puntos y una curva master

incluida en el c6digo de barras del reactivo.
e Limite de deteccién: 1,5 pg/ml

e Intervalo de medicion: 1,5-5000 pg/ml

o Valores de referencia: < 7 pg/ml.
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3.5.2.7 Parametros bioquimicos de remodelado éseo

a) Marcadores de formacion

o Osteocalcina (OC) (suero)

o Propéptido aminoterminal del procolageno tipo 1 (P1NP) (suero)

Osteocalcina en suero (OC): Se utiliza un test inmunoldgico in vitro para la determinacion
cuantitativa del fragmento N-MID de la OC en suero. Este inmunoensayo ECLIA se realiza en
un autoanalizador Cobas E411 (Roche Diagnostics®). El test Elecsys N-MID Osteocalcin
emplea dos anticuerpos monoclonales dirigidos especificamente contra los epitopos del
fragmento N-MID y del fragmento N-terminal, detectando con ello tanto el fragmento N-MID
estable como la osteocalcina (ain) intacta. El test no depende del inestable fragmento C-
terminal (aminoacidos 43-49) de la molécula de osteocalcina y garantiza asi resultados de
medicién constantes. Es una técnica tipo sandwich con una primera incubacion: 20 pL de
muestra, un anticuerpo biotinilado monoclonal especifico anti-osteocalcina N-MID y un
anticuerpo especifico monoclonal anti-osteocalcina N-MID marcado con quelato de rutenio
([Quelato Tris (2-2’-bipiridina) rutenio (11)] (Rubpy)2+3) que forman un complejo sandwich.
Después de incorporar las microparticulas recubiertas de estreptavidina, el complejo formado se
fija a la fase solida por interaccion entre la biotina y la estreptavidina. La mezcla de reaccion es
trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la
superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con
ProCell/ProCell M. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccion
quimioluminiscente cuya emision de luz se mide con un fotomultiplicador. Los resultados se
obtienen mediante una curva de calibracion generada por el sistema a partir de una calibracién a

2 puntos y una curva master incluida en el cddigo de barras del reactivo.

e Limite de deteccion: < 0,500 ng/ml

e Intervalo de medicién: 0,500-300 ng/ml

Valores de referencia:
e Mujeres:
0 Premenopausia (> 20 afios): 11-43 ng/ml
0 Postmenopausia: 15-46 ng/ml

0 Pacientes con osteoporosis: 13-48 ng/ml

73



e Hombres:
0 18- 29 afios: 24-70 ng/ml
0 51-70 afios: 14-42 ng/ml
0 > 70 afios: 14-46 ng/ml

Propéptido aminoterminal del procolageno tipo 1 en suero (P1NP): la determinacion del
PINP en suero se realiza mediante el test total PINP, un inmunoensayo ECLIA en un
autoanalizador Cobas E411 (Roche Diagnostics®). El test Elecsys PINP detecta tanto la
estructura trimérica como la monomérica, por lo tanto se considera un analisis del P1NP total.
Para ellos se incubaron 20 pl de muestra y un anticuerpo biotinilado monoclonal especifico anti-
P1INP. Después de incorporar un anticuerpo monoclonal anti-PLNP marcado con quelato de
rutenio, se forma un complejo tipo sandwich que se fija a la fase sélida por interaccion entre la
biotina y la estreptavidina. La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de lectura donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados
se eliminan posteriormente con ProCell/ProCell M. Al aplicar una corriente eléctrica definida se
produce una reaccion quimioluminiscente cuya emisiébn de luz se mide con un
fotomultiplicador. Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion generada por el
sistema a partir de una calibracion a 2 puntos y una curva master incluida en el cddigo de barras

del reactivo.

o Limite de deteccién: 5ng/mi

¢ Intervalo de medicién: 5-1200 ng/ml

Valores de referencia:
e Mujeres:
0 Premenopausia (> 20 afios): 4,5 - 55,7 ng/ml
0 Postmenopausia: 19,6 - 61,2 ng/ml
e Hombres: 11,4 - 80,6 ng/ml

b) Marcadores de resorcion

Beta-CrossLaps (B-CTX): para la determinacion cuantitativa de los productos de degradacion
del colageno de tipo | en suero se utiliza un test inmunolégico ECLIA en un autoanalizador
Cobas E411 (Roche Diagnostics®). EI test Elecsys B-CTX/serum estd destinado
especificamente para determinar los fragmentos reticulados isomerizados de colageno de tipo |

independientemente de la naturaleza de la reticulacion (pirroles, piridinolinas, etc.). La
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especificidad del test esta garantizada por la aplicacién de dos anticuerpos monoclonales que
reconocen los octapéptidos lineares B-8AA (EKAHD-B-GGR). El test Elecsys B-CTX/serum
cuantifica asi todos los fragmentos de la degradacién del colageno de tipo | que contienen el
octapéptido B-8AA isomerizado (B-CTX) por partida doble. Es una técnica sandwich con una
primera incubacién de 50 pl de muestra y un anticuerpo biotinilado monoclonal anti- B-CTX
que se incuban, liberandose de los componentes séricos el antigeno de la muestra. Tras afadir
un anticuerpo especifico monoclonal anti- -CTX marcado con quelato de rutenio se forma un
complejo sandwich que, con el auxilio de microparticulas recubiertas de estreptavidina, se fija a
la fase s6lida por la interaccion de la biotina y la estreptavidina. La mezcla de reaccion es
trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan a la
superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con
ProCell/ProCell M. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una reaccién
guimioluminiscente cuya emisién de luz se mide con un fotomultiplicador. Los resultados se
obtienen mediante una curva de calibracion generada por el sistema a partir de una calibracién a

2 puntos y una curva master incluida en el cédigo de barras del reactivo.

e Limite de deteccion: 0,01 ng/ml

¢ Intervalo de medicién: 0,010-6,00 ng/ml

Valores de referencia:
o Mujeres:
0 Premenopausia (> 20 afios): 0 - 0,30 ng/ml
0 Postmenopausia 0 - 0,56 ng/ml
e Hombres: 0 - 0,30 ng/ml

3.6  Estudio genético

El diagnostico molecular diferencial de los SNPs con mayor vinculacion con la pérdida de masa
Osea y riesgo de fractura, se llevd a cabo con un sistema de reaccién en cadena de la polimerasa

a tiempo real (QPCR) en un termociclador LightCycler 2.0® (Roche Diagnostics®).

El ADN gendmico se extrae de sangre venosa total (EDTA-K3) con el kit de extraccion de
CLART®MetaBone (GENOMICA) y se almacena a -20°C hasta su analisis definitivo.
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Los genes estudiados en el presente estudio son: el VDR, el ESR1, gen de la OPG, gen del
RANKL y gen de la IL-6. Estos genes pueden presentar mutaciones puntuales o SNPs

localizados en posiciones especificas del gen, responsables de los sintomas de estos trastornos.

La prevalencia en la poblacion sana de los diferentes polimorfismos estudiados ha sido obtenida
del proyecto GENOMOS 1000 (128).

3.6.1 Obtencion de muestras

Las muestras de sangre total, recogidas en tubos con EDTA-K3, necesarias para la posterior

extraccion de ADN, se recogieron tras haber realizado un hemograma de control.

3.6.2 Extracciony purificacion de ADN genoémico

Para la extraccion y purificacion de ADN gendmico, se utilizé un método de extraccion manual
en columna con el kit de Extraccién y Purificacion CLART®MetaBone (GENOMICA) con el
siguiente flujo de trabajo (Figura 17).

1. A 200 pl de sangre total le anadimos 25 pl de Proteinasa K. Posteriormente afiadimos 200 pl
de Solucion B3. Mezclamos en vortex durante 20 segundos e incubamos a 70°C durante 30
min.

2. Afadimos 210 pl de etanol 96% a cada muestra y agitamos en vortex inmediatamente.

3. Preparamos una columna de purificacion por muestra y la colocamos en un tubo de recogida
de 2 ml. Anadimos la muestra y centrifugamos durante 1 minuto a 12.000 rpm.
Descartamos el fluido filtrado. Afiadimos 500 ul de la Solucion BW a la columna.
Centrifugar a 12000 rpm durante 1 minuto. Descartamos el fluido filtrado. Afiadimos 600 pl
de Solucién B5 a la columna. Centrifugamos a 12000 rpm durante 1 min. Descartamos el
fluido filtrado. Reinsertamos la columna en el tubo de recogida. Centrifugamos a
12.000 rpm durante 1 minuto para eliminar cualquier resto de la Solucién B5.

4. Colocamos la columna en un tubo limpio de microcentrifuga de 1,5 ml. Afiadimos 60 pl de
la Solucién BE (previamente calentada a 70°C) sobre el filtro sin tocarlo. Incubamos esta
solucion caliente en la columna a temperatura ambiente durante 3 minutos. Centrifugamos a
12.000 rpm. durante 1 minuto. Recuperamos el filtrado que contiene el ADN

(aproximadamente 60 ul) en el tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.
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5. Cuantificamos el ADN extraido. Verificamos que el ADN extraido fuera de concentracion y
pureza adecuada. Esto se lleva a cabo mediante espectrofotometria en un NanoDrop® ND-
1000 (Thermo Scientific) siguiendo los siguientes criterios:

e Para valorar la concentracion, se determiné a una absorbancia de 260 nm, a la que
absorben los &cidos nucleicos, indicando una buena reproducibilidad con valores
comprendidos entre 0,1-0,5.

e Se determind la relacion A260/A280 nm con la finalidad de obtener la calidad del
ADN extraido. Valores comprendidos entre 1,7 y 2,0 indican que no hay

contaminacién con proteinas.

BLOOD SAMPLE

CELL LYSIS

DNA BINDING

e
H WASH

Figura 17: Extraccion y purificacion de ADN genémico.

Estas muestras se almacenaron a -20 °C hasta su posterior procesamiento.

3.6.3 Fundamento de la técnica gPCR

La gPCR es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa convencional, utilizada para
amplificar y simultdneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la amplificacion del
ADN.

El sistema de LightCycler® HybProbe se basa en el principio de Transferencia de Energia de
Resonancia Fluorescente (FRET), que consiste en que un fluor6foro dador, que es excitado por
una fuente de luz LED, transfiere su energia a un fluoréforo aceptor sélo cuando éste se

encuentra situado en proximidad directa con el primero.
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Se afladen a la mezcla de reaccién dos sondas de hibridacion FRET oligonucleotidicas
especificas de la secuencia, marcadas con diferentes fluoréforos (donante y aceptor), ademas de
cebadores de PCR. Las sondas de hibridacion FRET (HybProbe) consisten en un par de sondas
de oligonucle6tidos, una marcada con fluoresceina en su extremo 3"terminal (donante o
reporter) y la otra marcada en su extremo 5°con LC Red 640 (aceptor o quencher). Estas
sondas estan disefiadas para que hibriden muy cerca una de la otra (ente 1 y 5 nucleétidos en
“cabeza-cola”), deben localizarse en la misma cadena, situadas en la mitad del amplificado o
cerca de la mitad, pero sin solapar con los primers de la cadena complementaria. El fluor6foro
donante (fluoresceina) es excitado por la fuente de luz LED y la energia emitida por el colorante
donante excita al colorante aceptor unido a la segunda sonda HybProbe, que emite luz

fluorescente a una longitud de onda diferente. La luz LED no excita al fluor6foro aceptor.

Dicha FRET no se produce cuando los dos fluorocromos estan distantes, causa que se genera
cuando se produce la hidrolisis de la sonda debido la actividad 5'-3' exonucleasa de la ADN
polimerasa que avanza amplificando la hebra molde. Por lo tanto cuando el reporter se libera,
emite fluorescencia y esta sefial es proporcional a la cantidad de producto amplificado. Esto
permite monitorizar el cambio del patrén de fluorescencia y deducir el nivel de amplificacion
del gen, ya que LightCycler® tiene cuatro canales de deteccion optimizados, a 610nm, a 640
nm, a 670nm y a 705nm. Por lo tanto, la caracteristica fundamental de la qPCR es que a partir
de la fluorescencia emitida por el fluoréforo durante la reaccion de la ADN polimerasa, se
puede medir la cantidad de ADN sintetizado por la ésta en cada ciclo, ya que la emision de la

fluorescencia producida es proporcional a la cantidad de producto formado (Figura 18).

A medida que se van produciendo méas amplificaciones durante la gPCR, la fluorescencia va
aumentando. El equipo permite visualizar en cada momento el aumento de fluorescencia,
indicativo del crecimiento exponencial de los productos de la reaccion. El ciclo a partir del cual
se produce un incremento de fluorescencia significativo con respecto a la sefial base, se

denomina Cp (crossing point) (Figura 19).
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Figura 19: Curva de fluorescencia de la gPCR. La flecha indica el Cp, ciclo umbral a partir del cual la
gPCR pasa a fase exponencial y comienza a aumentar de forma significativa la fluorescencia (129).



3.6.4 Protocolo de amplificacion por gPCR

La reaccion de amplificacion, gPCR, se realiza en un Termociclador LightCycler® con una
FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics®). Para ello se usan dos oligonucleétidos
sintéticos (cebadores o primers) de unas 20 bases complementarias a la zona que se quiere

amplificar. Las secuencias utilizadas para el disefio de los primers en los polimorfismos fueron:

e SNP Bsml del VDR (rs1544410):
GTTCCTGGGGCCACAGACAGGCCTGC [A/G] CATTCCAATACTCAGGTCTGCTC
e SNP Apal del VDR (rs7975232):
GAAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGC [A/C] CCTCACTGCTCAATCCCACCACCCC
e SNP Taqgl del VDR (rs731236):
CCTGGGGTGCAGGACGCCGCGCTGAT [C/T] GAGGCCATCCAGGACCGCCTGTCCA
e SNP Fokl del VDR (rs2228570):
TGGCCTGCTTGCTGTTCTTACAGGGA [C/T] GGAGGCAATGGCGGCCAGCACTTCC
e SNP Pvull del ESR1 (rs2234693):
TTCATCTGTTCCAAATGTCCCAGC [C/T]GTTTTATGCTTTGTCTCTGTTTCCC
e SNP Xbal del ESR1 (rs9340799):
TTTCCCAGAGACCCTGAGTGTGGTCT [A/G] GAGTTGGGATGAGCATTGGTCTCTA
e SNP 1181 G/C de la OPG (rs 2073618):
GGTTTCCGGGGACCACAATGAACAA [C/IG] TTGCTGTGCTGCGCGCTCGTGGTAA
e SNP 163 A/G de la OPG (rs 3102735):
CTCTAGGGTTCGCTGTCTCCCCCAT [A/G] AATTCCCTGGTCTAGAAGTTAGACT
e SNP 245 C/T de la OPG (rs 3134070):
GGTCTTTCCACTAGCCTCAAGCTAT [C/T] GACAGAAGTTTGGCACTTTGCTCTA
e SNP A/G del RANKL (rs 2277438):
TTGTTGGGGACATAAAGACTCTTGC [A/G] AGTATGAATTTTTTGTTCTTAAGTC
e SNP 174 G/C del gen IL-6 (rs1800795):
CACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC [C/G] ATGCTAAAGGACGTCACATTGCACA

En el sistema LightCycler® (Figura 20A), la reaccién transcurre en capilares de vidrio de 20 pl
de capacidad (Figura 20B).
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Figura 20: Termociclador LightCycler 2.0® (A), capilares de reaccion (B).

Para la realizacion del ensayo, preparamos la mezcla de reaccion, que contiene los elementos
necesarios para llevar a cabo la reaccién de qPCR (primers especificos, sondas FRET,
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs), tampon de reaccién con MgCl, y agua), en las
cantidades indicadas en la Figura 21. A esta mezcla se le afiade la enzima responsable de la
amplificacion, la FastSart ADN Master (Taq polimerasa) y el ADN problema, ajustando la
cantidad en funcién de su concentracion con el objetivo de obtener una concentracion

aproximada de 50 ng de ADN en los 20 pl de mezcla.

Preparation of the reaction mix:

20 pl reaction mixture

H,0 4.4 -10.4 ul

Reagent Mix 1.0 pl

FastStart DNA Master'" 2.0 pl

MgCl, (25 mM) 1.6 pl

DNA 1.0 - 5.0 pl (~ 50 ng)
Final MgCl, conc.: 3.0 mM

®LightCycler” FastStart DNA Master HybProbe

Figura 21: Composicion de la mezcla de reaccion utilizada.

Para evitar amplificaciones inespecificas, y durante la preparacion del ensayo, todos los
reactivos se mantienen en un termobloque a 4°C, evitando asi que los cebadores entren en
contacto con la muestra de ADN hasta el momento de iniciar la reaccion. Una caracteristica
especial de esta técnica es que la ADN Polimerasa, FastStart Tag, que es una ADN polimerasa
modificada quimicamente, esté inactiva a temperatura ambiente y se activa a altas temperaturas,
por ello la gPCR comienza con una etapa de preincubacion a 95°C durante 5-10 minutos. Tras
tapar los capilares, se centrifugan a 3000 rpm durante 15 segundos, para concentrar la mezcla de
reaccion en el fondo del capilar y se colocan en el LightCycler® para iniciar el programa de

gPCR disefiado para cada transcrito.
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El programa de gPCR es comUn para todos los SNPs y consta de cuatro etapas distintas (Figura
22):

e Activacion enzimatica a 95°C de la polimerasa FastStart Tag.

e Amplificacion del producto. Incluye las siguientes fases, que se repiten durante 45
ciclos:

o Desnaturalizacion del ADN a 95°C, 10s. De esta manera conseguimos romper
los puentes de hidrégeno entre las bases y separar las dos hebras.

o0 Annealing o hibridacidn de los primers a 60°C, 10s. Los cebadores se unen a las
secuencias de los extremos del fragmento a amplificar. Con los primers usados,
la T2 Optima de annealing fue de 60°C en todos los casos.

0 Extension de los primers por la Taq polimerasa que va a incorporar dNTPs al
extremo 3". Se realiza a 72°C, 15s.

e Melting (temperatura de melting, Tm, o de fusién). En ella se establece un gradiente de
temperaturas. En primer lugar, se produce un calentamiento rapido a 95°C seguido de
un enfriamiento hasta los 40°C. A partir de este momento se genera un calentamiento
lento, a una velocidad de 0,2°C/seg, hasta alcanzar 85°C. En esta fase se va a producir la
separacion de las hebras de la doble hélice. La Tm representa la temperatura a la cual el
50% de la sonda se ha disociado de su ADN complementario. La Tm determina la
especificidad de la qPCR ya que depende de la longitud del segmento, de la fuerza
i6nica y de la cantidad de bases G y C que contiene.

e Enfriamiento rapido a 40°C.

Programming LightCycler® 1.x / 2.0 Instruments:

Program: Denaturation Cycling Melting Cooling
Parameter

Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate [°C/s] 20.0 20.0 200 200 | 200 20.0 0.2 20.0
Acquisition Mode None None Single None | None None | Continu. None

Figura 22: Programa utilizado con LightCycler 2.0®.
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3.6.5

Lectura e interpretacion de los resultados

La fluorescencia emitida por cada producto amplificado se midié en cuatro canales de

deteccion, cuyas longitudes de onda fueron 610 nm, 640 nm, 670 nm y 705 nm. Después del

programa de amplificacion de PCR en tiempo real y el proceso de disociacion de sondas, se

genera automaticamente un informe de curvas de fusion que permite diferenciar el genotipo del

ADN analizado en funcidn de la temperatura a la que se desnaturaliza el producto amplificado

(Tm) (Tabla 10). Las sondas se unen en funcién del genotipo de la muestra, el cual se visualiza

a través de las curvas de fusion especificas para cada alelo (Figura 23).

Tabla 10: Temperatura melting de los diferentes alelos de los polimorfismos estudiados

POLIMORFISMO TM1 (Alelo) TM2 (Alelo)
Bsml (rs 1544410) 58,55 - alelo A 66,3 - alelo G
Apal (rs 7975232) 58,54 -alelo T 67,68 - alelo C
Taql (rs 731236) 62,76 - alelo C 69,89 - alelo A
Fokl (rs 2228570) 57,51 -alelo C 63,82-alelo T
Pvull (rs 2234693) 54,66 - alelo T 63,76- alelo C
Xbal (rs 9340799) 52,41 - alelo G 58,14- alelo A
1181 G/C OPG (rs 2073618) 59,10 - alelo C 63,60- alelo G
163 A/G OPG (rs 3102735) 55,01 -alelo T 63,25- alelo C
245 T/G OPG (rs3134070) 55,01 -alelo T 63,25- alelo C
RANKL A/G (rs 2277438) 52,85 -alelo A 61,08- alelo G
174 G/C IL-6 (rs 1800795) 57,39 - alelo C 64,22- alelo G
TM: temperatura melting (°C)
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Figura 23: Interpretacion de resultados de curvas melting.
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En la Figura 23 el gréfico de la izquierda representa la fluorescencia frente a la temperatura,
correspondiente a la reaccion de disociacion (post-amplificacion) y el grafico de la derecha
representa la derivada de la fluorescencia frente a la temperatura con su pico de disociacion
correspondiente a la Tm. La barra vertical representa la Tm. En este ejemplo, la curva roja
representa al alelo C con una Tm= 57.51°C y la curva verde al alelo T con una Tm= 63.82 °C.
La curva negra pertenece a un sujeto heterocigoto con los dos picos a las dos Tm, la del alelo C

y ladel alelo T.

3.7 Estudio estadistico

Para realizar el andlisis estadistico, los resultados se procesaron mediante el programa
estadistico SPSS para Windows, version 15.0 (Chicago, Illinois, USA).

Se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov a todas las variables estudiadas, para comprobar
que las variables seguian una distribucion normal, en el caso de no mostrar una distribucion
normal se realizaron transformaciones logaritmicas en las que se constatd esta distribucion. La
estadistica empleada fue paramétrica, excepto en los casos en los que no se constatd esta

distribucion normal que se emplearon test no paramétricos.

El andlisis estadistico descriptivo para cada variable consisti6 en el calculo de medidas de
centralizacion y dispersion en el caso de variables de tipo cuantitativo, media y desviacion
estandar para variables con distribucion normal y mediana y rango intercuartilico para las que
no que no mostraron una distribucién normal, y distribucién de frecuencias en % en el caso de

variables de tipo cualitativo.

Las comparaciones entre los dos subgrupos de DM de los parametros bioquimicos se realizaron
mediante el test t Student, 0 mediante el test U-Mann-Whitney si las variables no seguian una
distribucion normal. Las variables cualitativas fueron comparadas mediante test de Chi-

cuadrado con test exacto de Fisher, en caso de ser relevante.
Para estudiar si ha habido diferencias entre las medidas basales y anuales de los diferentes

marcadores bioguimicos en pacientes diabéticos tipo 1 y por otro lado, en los tipo 2, se ha

aplicado el test de la T de Student para datos apareados.

84



Para las comparaciones entre los diferentes puntos temporales se aplicé el ANOVA de medidas
repetidas. En el estudio de las correlaciones se ha utilizado el coeficiente de correlacion de

Pearson o Spearman, segun siguieran o no, una distribucion normal.

Para el analisis de los polimorfismos se ha calculado el equilibrio Hardy-Weinberg mediante el
test de Chi-cuadrado. La comparacion entre la prevalencia de los diferentes SNPs estudiados en
nuestra muestra y la poblacién sana ha sido realizada mediante el test Chi-cuadrado. La relacion

entre los diferentes polimorfismos y la DMO basal ha sido calculada mediante el ANOVA.

Ademas, se realiz6 un analisis de regresion logistica binaria, tomando como variables
dependientes el diagndéstico de osteopenia, y como covariables diversos biomarcadores asi como
factores clinicos. Se realiz6 un andlisis multivariado de regresién logistica, donde se incluyeron,
de entre todas las variables con una p<0,15 en el analisis univariado, aquellas que presentaron
un mejor nivel de significacion y se consideraron clinicamente importantes para el modelo,
obteniendo el modelo mas reducido posible que explicase los datos, sin compromiso del
rendimiento diagnéstico. Asi mismo se calcul6 el indice de discriminacién integrado (IDI) para

cada modelo y se calcul6 la Odds Ratio y su intervalo de confianza.

El IDI se define como la diferencia de las medias de las probabilidades del evento (en nuestro
caso, patologia dsea), estimadas por los diferentes modelos en los pacientes que hacen el evento
(pacientes que tienen patologia 6sea), menos la misma diferencia en aquellos que no hacen el
evento (pacientes sin patologia 6sea). El IDI representa lo que mejora en promedio el nuevo
modelo en cuanto a la prediccion de més verdaderos eventos, descontando lo que empeora por
la prediccion de falsos eventos (130).

El nivel de significacion estadistica utilizado en los contrastes de hipotesis fue de p<0,05.
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4 RESULTADOS

El andlisis de los resultados se realizé de forma independiente en los dos grupos de estudio, el
grupo compuesto por pacientes con DM1 y el grupo de pacientes con DM2 y posteriormente se
intercompararon ambos grupos. Los resultados se abordaron de manera especifica para cada uno

de los objetivos planteados.

4.1 Objetivo 1: Andlisis descriptivo de las caracteristicas clinicas de los pacientes en el

momento del reclutamiento

4.1.1 Caracteristicas generales de los pacientes

Se realizé un estudio prospectivo en una poblacion formada por 165 pacientes diagnosticados de
DM que acuden a consulta para el seguimiento de rutina de su patologia en el Servicio de
Endocrinologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia). Del total de
los pacientes estudiados, 53 presentaban DM1 (28 hombres y 25 mujeres) y 112 DM2 (72

hombres y 40 mujeres).

No se encuentran diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la distribucién de sexo
entre ambos grupos de DM. En la Tabla 11 y Figura 24 se muestran los datos correspondientes a
la edad y los afios de evolucion en ambos tipos de DM. Se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en ambas caracteristicas entre los dos grupos (p<0,001).

Tabla 11: Edad y afios de evolucion de los pacientes

Mediana Percentil 25 - percentil 75
VARIABLE DM1 DM2 P
(n=53) (n=112) DM1 DM2
Edad (afios) 41 60 31-48 51-66 <0,001
Afios de evolucion 16 12 12-28 7-18 <0,001

Los datos se expresan como n (ndmero de casos), y mediana y rango intercuartilico.
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Figura 24: Distribucién de edad y afios de evolucién en DM1y DM2.

4.1.2 Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada

Se analizaron los datos clinicos recogidos mediante el cuestionario que todos los pacientes

rellenaron en la primera visita médica.

En la Tabla 12 se describe la distribucion de frecuencias de estos datos. En la Figura 25 se
muestran las frecuencias de aquellas caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada que
presentan diferencias estadisticamente significativas entre los dos tipos de DM como son la
presencia de obesidad (p<0,001), de cardiopatia isquémica (p=0,010), de HTA (p<0,001) y de
dislipemia (p<0,001), excluyendo de esta representacion las diferencias en el tratamiento de los

pacientes.
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Tabla 12: Caracteristicas clinicas de los dos grupos de poblacién a estudio. Los datos se expresan como

porcentaje.

CARACTERISTICAS CLINICAS

Frecuencia (%)

p
DM1 DM2

Presencia de obesidad 15,1 75,9 p<0,001
Bajo peso 3.8 0,0
Normopeso 47,2 6,3
Sobrepeso 34,0 17,9

. . p<0,001
Obesidad tipo 1 13,2 41,1
Obesidad tipo 2 0,0 24,1
Obesidad tipo 3 1,9 10,7
Microangiopatia 5,7 5,4 n.s.
Nefropatia 26,4 24,1 n.s.
Retinopatia 30,2 26,8 n.s.
Accidente cerebrovascular 0,0 0,9 n.s.
Neuropatia 18,9 14,3 n.s.
Cardiopatia isquémica 0,0 11,6 0,010
Enfermedad arterial periférica 3,8 3,6 n.s.
HTA 9,4 59,8 p<0,001
Dislipemia 18,9 75,0 p<0,001
Tabaquismo 30,2 25,0 n.s.
Exposicién al sol muy baja 2,3 8,6 n.s.
Exposicion al sol suficiente 25 31,2 n.s.
Exposicion al sol alta 72,7 60,2 n.s.
Consumo alcohol 0,0 0,9 n.s.
Actividad fisica sedentaria 15,9 30,2
Actividad fisica ligera 59,1 48,1 ns
Actividad fisica moderada 18,2 17,9 ~
Actividad fisica alta 6,8 3,8
Fracturas previas 20,8 30,4 n.s.
Consumo corticoides 57 4,5 n.s.
Padres con fractura 13,2 12,5 n.s.
Acrtritis reumatoide 19 3,6 n.s.

n.s.: no significativo (p>0,05).
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RESULTADOS

Obesidad DM1 Obesidad DM2
p<0,001
Cardiopatia DM1 Cardiopatia DM2
p=0,010
HTA DM1 HTA DM2

p<0,001

Dislipemia DM1 Dislipemia DM2
p<0,001

Figura 25: Distribucion en % de las variables clinicas con diferencias estadisticamente significativas
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4.2 Obijetivo 2: Determinar los valores de DMO mediante DEXA en el momento basal y
a los 12 meses y calcular el riesgo de fractura mediante el algoritmo FRAX® en la

poblacion diabética

4.2.1 Pruebas densitométricas para evaluar la DMO de los pacientes

Se evalu6é mediante DEXA la DMO de los pacientes en el momento del reclutamiento y a los 12
meses, encontrandose diferencias estadisticamente significativas en la medida de la DMO en
cadera entre los pacientes con DM1 y con DM2 tanto en la determinacion basal como en la
anual, y con tendencia a la significacion en DMO lumbar, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre la medida basal y la anual en cada uno de los grupos estudiados.
No se observan diferencias estadisticamente significativas entre los valores de DMO en funcién

del sexo, ni en DM1 ni en DM2. Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 13.

Tabla 13: Valores de DMO por DEXA en los dos grupos de poblacion a estudio expresados como T-

score.
i DM 1 DM 2
DENSIDAD MINERAL OSEA p
Media DE Media DE
T-score cadera basal 0,61 1,23 0,01 1,48 0,032
T-score lumbar basal 0,60 1,52 1,04 1,83 n.s.
T-score cadera anual 0,59 1,28 -0,15 1,32 0,036
T-score lumbar anual 0,39 1,60 0.97 1,83 n.s.

DE: desviacion estandar. n.s.: no significativo (p>0.05).

Cuando se aplicaron los criterios de la OMS para el diagnostico de osteopenia y osteoporosis
basados en el T-score, el 22,5% de los pacientes con DM1 tenian osteopenia en el momento del
reclutamiento y el 77.5% tenian una DMO normal. En cuanto a los DM2 el 23,7% se
diagnosticd con osteopenia, frente al 72% de los normales, encontrandose presencia de

osteoporosis en DM2 en el 4,3% de los pacientes estudiados.

En la Tabla 14 se muestran los datos obtenidos de la comparacién de la poblacion de ambos
tipos de diabetes clasificados segin presentaran o no osteopenia. No se observan diferencias
significativas entre las caracteristicas clinicas de la poblacion entre los pacientes osteopénicos y

con DMO normal.
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Tabla 14: Caracteristicas de la poblacién diabética dividida en dos grupos segun el criterio

densitométrico de osteopenia

B % DM1 % DM2
VARIABLES CLINICAS - -
Normal | Osteopenia p Normal | Osteopenia p
. No 69,0 31,0 56,0 44,0
Obesidad Si 100,0 0,0 NS 774 22,6 n.s.
Bajo peso 0,0 0,0 0,0 0,0
Normopeso 63,2 36,8 40,0 60,0
Tioo obesidad Sobrepeso 81,8 18,2 ns 66,7 33,3 ns
P Tipo 1 100,0 0,0 S 786 21,4 S
Tipo 2 - - 60,0 40,0
Tipo 3 100,0 0,0 87,5 12,5
Microangiopatia No 71,0 29,0 n.s 69,9% 30,1% n.s
glop Si 100,0 0,0 S 80,0 20,0 S
Nefropatia No 79,2 20,8 s 69,5 30,5 ns
P Si 60,0 40,0 e 73,7 26,3 e
Retinopatia No 750 25,0 n.s 64,9 351 n.s
P Si 70,0 30,0 e 85,7 14,3 e
Accidente No 73,5 26,5 s 70,1 29,9 ns
cerebrovascular Si 0,0 0,0 - 100,0 100,0 -
Neuropatia No 75,0 25,0 ns 68,7 31,3 s
P Si 66,7 33,3 e 81,8 18,2 -
Cardiopatia No 73,5 26,5 s 73,1 26,9 ns
isquémica Si 0,0 0,0 - 54,5 455 -
Enfermedad No 72,7 27,3 s 70,7 29,3 ns
arterial periférica Si 100,0 0,0 " 66,7 33,3 "
No 74,2 25,8 76,7 23,3
HTA Si 66.7 333 NS | 667 333 ns.
Dislinemia No 74,1 25,9 s 72,2 27,8 ns
P Si 71,4 28,6 S 1 700 30,0 S
Tabaquismo No 63,6 36,4 ns 68,3 31,7 s
g Si 91,7 8,3 e 77,8 22,2 e
Muy baja - - 100,0 0,0
Exposicion al sol Suficiente 85,7 14,3 n.s. 62,5 37,5 n.s.
Alta 66,7 33,3 64,7 35,3
No 73,5 26,5 70,5 29,5
Consumo alcohol Si i i n.s. i i n.s.
Sedentaria 100,0 0,0 65,2 34,8
. .. Ligera 65,0 35,0 n.s. 71,4 28,6 n.s.
Actividad fisica |\ ierada 66.7 33.3 76.9 231
Alta 50,0 50,0 0,0 100,0
Fracturas previas No 750 25,0 n.s 76,5 23,5 n.s
P Si 62,5 37,5 e 54,2 45,8 e
Consumo No 69,0 31,0 s 68,3 31,7 n.s
corticoides Si 100,0 0,0 e 100,0 0,0 -
No 73,1 26,9 66,1 33,9
Padres con fractura Si 600 400 n.s. 800 200 n.s.
. . No 71,9 28,1 68,9 31,1
Aurtritis reumatoide Si i ) n.s. 100.0 0.0 n.s.

n.s.: no significativo (p>0.05).

94




Se estudié el grado de asociacion entre las variables clinicas y los valores de DMO por DEXA,
expresados como T-score, utilizando para ello el coeficiente de correlacién de Spearman. Se
observa una correlacion significativa y positiva con el peso y la presencia de obesidad,
demostrando una mayor DMO lumbar en pacientes obesos en ambos tipos de DM (DM1.:
r=0,646 y p=0,002, DM2: r=0,306 y p=0,005) (Figura 26).
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Figura 26: Distribucion de la DMO lumbar en funcién del tipo de obesidad en cada tipo de DM.
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4.2.2 Estudio del riesgo de fractura mediante el algoritmo FRAX®

Se calculé la probabilidad a 10 afios de una fractura de cadera y de una fractura osteopordtica en
otra localizacion (vertebral, cadera, antebrazo o fractura del himero proximal), teniendo en
cuenta doce factores de riesgo: edad, sexo, IMC, fractura previa, padres con fractura de cadera,
fumador actual, tratamiento con glucocorticoides en los ultimos tres meses, artritis reumatoide y
presencia de osteoporosis secundaria, junto con los datos de DMO del cuello del fémur. Se
observan diferencias significativas entre los dos tipos de DM, siendo mayor la probabilidad de
fractura en la DM2 (Tabla 15).

Tabla 15: Valores de riesgo de fractura evaluados con el algoritmo FRAX® en los dos grupos de
poblacién a estudio expresados como %.

DM1 DM2

RIESGO DE : ) : i
FRACTURA (%) | Mediana Per;g”t" Per‘;g”“' Mediana Pergg”t" Per?gnt"

Riesgo fractura 3,50 2,60 5,73 5,30 3,20 840 | 0,002
osteoporotlca

Riesgo fractura de 0,20 0.10 0,38 0,50 0,10 1,20 0,001
cadera

Los datos se expresan como mediana y rango intercuartilico. Se consideran estadisticamente
significativos valores de p inferiores a 0,05.

No se observan diferencias estadisticamente significativas entre el riesgo de fractura entre

diferentes sexos, tanto el grupo total como en cada grupo en particular.

4.3 Objetivo 3: Medir las concentraciones de parametros bioquimicos para evaluar el
metabolismo fosfocalcico, la funcién renal y el metabolismo lipidico e
hidrocarbonado, asi como los MRO y de inflamacién en el momento basal, a los 6 y

a los 12 meses del inicio del estudio

4.3.1 Parametros bioquimicos del metabolismo fosfocélcico, funcion renal, metabolismo

glucidico, hormonas y metabolismo lipidico

Se determinaron los parametros bioguimicos del metabolismo fosfocalcico, funcion renal,
metabolismo glucidico, hormonas y metabolismo lipidico en el momento de basal, a los 6 y a

los 12 meses del inicio del estudio.
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4.3.1.1 Metabolismo fosfocalcico

Se determinaron las concentraciones de calcio (en suero y orina), fésforo (en suero y orina),
PTH y vitamina D. A continuacion se muestran estos resultados en la Tabla 16. Se realizé el
andlisis de ANOVA para medidas repetidas en cada uno de los grupos de pacientes estudiados
sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas en la evolucion de los marcadores en

funcion del paso del tiempo.

Tabla 16: Estudio del metabolismo fosfocalcico en el momento basal, a los 6 meses y al afio de comenzar
el estudio, en ambos tipos de diabetes y comparacion entre dichos grupos

DM 1 DM 2
PARAMETRO _ _ | Mvedi _ , D
Media DS Min Max. a DS Min Max.
_ basal 965 | 039 | 89 | 108 | 964 | 042 | 77 | 106 | ns.
Calcio | o oces | 957 | 038 | 88 | 104 | 966 | 05 | 88 12 n.s.
(mg/dl)

1 afio 9,58 0,41 8,8 10,7 | 956 | 044 8,1 10,7 n.s.

Calcio basal 1456 | 9,69 1 485 | 16,93 | 12,26 | 05 | 757 n.s.
Orina 6 meses 14,52 7,94 3,5 30,7 14 10,69 0,5 40,1 n.s.
(mg/dl) 1 afio 14,76 | 932 | 16 | 37,1 | 1562 | 10,28 | 19 | 489 n.s.

basal 3,88 0,8 0,7 5,2 3,74 | 0,77 2,2 9,5 n.s.
6 meses 3,89 0,63 2,3 5,7 361 | 0,63 1,3 54 0,019
1 afio 3,88 0,91 1 6,2 3,62 | 0,68 2,2 6,8 n.s.

Fosforo
(mg/dl)

E6sforo basal 8354 | 3911 | 75 | 1915|6521 | 3851 | 75 | 2046 | 0,006
Orina 6meses | 94,33 | 47,39 | 225 | 2182 | 63,35 | 37,22 | 9,9 | 209,9 | <0,001
(mg/dI) 1 afio 86,05 | 48,7 | 195 | 2357 | 59,56 | 33,63 | 3,4 | 189,8 | 0,013

basal 25,52 8,4 12 46 31,17 | 18,15 9 124 n.s.

(pPgT/;'D 6meses | 239 | 624 | 12 36 |3373| 20 11 | 153 | 0005
lafio | 2404 | 1301 | 10 71 | 3161 | 2428 | 4 151 | ns.
- basal 2171 | 700 | 56 | 377 | 1905 | 674 | 52 | 366 | 0029
vitamina | o oo | 1913 | 681 | 48 | 209 | 1834 | 657 | 49 | 406 | ns.
D (ng/ml)

1 afio 22,15 5,94 7,9 32,7 | 19,46 | 6,65 3,5 37,7 | 0,064

n.s.: no significativo (p>0.05).

Se compararon los valores de estos marcadores en funcion del tipo de DM. En general no se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes en los tres puntos
temporales, salvo en la determinacion del fosforo en orina, siendo estos valores menores en el
grupo de DM2.

En cuanto a las determinaciones de PTH, s6lo se observan diferencias significativas en la

segunda determinacion, a los 6 meses de comenzar el estudio, sin embargo, se obtienen valores
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maés elevados de PTH en la DM2 con tendencia a la significacion. En la DM1 no existe la
presencia de hiperparatiroidismo, sin embargo el 6% de los pacientes con DM2 tienen

hiperparatiroidismo, aunque estos datos no muestran una diferencia significativa.

En cuanto a los valores de vitamina D son significativamente menores en la determinacion basal

y anual en la DM2 y con tendencia a la significacion en la determinacion a los 6 meses.

En el estudio de correlaciones, mediante el coeficiente de correlacion de Spearman, merece la

pena destacar la correlacion negativa entre la obesidad y la vitamina D (r=-0,237, p=0,003).

4.3.1.2 Parametros bioguimicos de la funcién renal

Tras la determinacion de los parametros de funcion renal, resultados mostrados en la Tabla 17,y
el posterior analisis de ANOVA para medidas repetidas en cada uno de los grupos de pacientes
estudiados, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la evolucién de los

marcadores en funcion del paso del tiempo.

Tabla 17: Estudio de los parametros de la funcidn renal en el momento basal, a los 6 meses y al afio de
comenzar el estudio, en ambos tipos de diabetes y comparacion entre dichos grupos.

) DM 1 DM 2
PARAMETRO p
Media DS Min Max. | Media DS Min | Max.

basal 0,81 017 | 044 | 141 | 093 | 041 | 047 | 414 | 0016

(rﬁé‘;gl) 6meses | 08 014 | 053 | 1,09 | 093 | 032 | 046 | 2,81 | 0,004
1 afio 08 014 | 055 | 117 | 097 | 057 | 04 | 538 | 0010
basal | 121,42 | 5641 | 243 | 268,6 | 103,32 | 53.45 | 27,3 | 308,7 | 0,050

((;:373) 6meses | 1216 | 5536 | 354 | 2478 | 984 | 5316 | 12,2 |297,6 | 0,023

1 afio 119,31 | 45,48 358 | 2473 | 98,22 47,1 32,9 | 259,1| 0,030

Mau/Cre | basal 30,93 | 67,14 4 | 3063 | 59,79 |140,02| 1,9 |9245] 0,038
a0 6meses | 66,04 | 217,02 | 43 | 8199 | 746 |15424| 3,3 | 9448 | 0,019
(mg/dI) 1 afio 49,3 | 141,95 3 521,3 | 88,32 |156,41| 3,7 |581,7 | 0,041

basal 33,7 7,2 18 56 41,31 | 20,29 12 157 | 0,003
6 meses 34,07 9,12 17 58 39,49 | 16,48 18 152 | 0,038
1 afio 36,67 17,16 22 132 41,26 | 20,55 15 160 n.s.

Urea
(mg/dl)

n.s.: no significativo (p>0.05).

Tras comparar estos valores en funcion del tipo de DM, se observaron diferencias significativas

entre ambos grupos de pacientes en los tres puntos temporales en practicamente todos los
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parametros estudiados, salvo en la comparacién de los valores de urea en la determinacién anual
(Figura 27).

En el estudio de correlaciones, mediante el coeficiente de correlacion de Spearman, merece la
pena destacar la correlacién positiva entre la creatinina y la edad (r= 0,274, p=0,001) y la

correlacion negativa con el sexo (r=-0,489, p<0,001)
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Figura 27: Representacion grafica de los diferentes valores de creatinina y urea en funcion del tipo de
diabetes y del momento temporal.

4.3.1.3 Parametros bioguimicos del metabolismo glucidico

Cuando se evaluaron los parametros bioquimicos del metabolismo glucidico, resultados

mostrados en la Tabla 18.

En el posterior anélisis de ANOVA para medidas repetidas en cada uno de los grupos de
pacientes estudiados, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
evolucion de los marcadores en funcion del paso del tiempo en ninguno de los grupos
estudiados. Sin embargo, tras comparar estos valores en funcion del tipo de DM, se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes en la determinacion de HbAlc, pero

no en la determinacién de glucosa en ayunas.
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Tabla 18: Estudio de los parametros del metabolismo glucidico en el momento basal, a los 6 meses y al
afio de comenzar el estudio, en ambos tipos de diabetes y comparacion entre dichos grupos

) DM 1 DM 2
PARAMETRO D
Media DS Min Méx. | Media DS Min Maéx.
bage | Pesal | 814 | 112 | 55 | 114 [ 776 | 128 | 56 14 ns.
o) 6meses | 7,92 | 124 | 47 11 | 738 | 127 | 46 | 119 | 0022
° lafo | 814 | 147 | 53 11 | 748 | 13 54 | 131 | 0010
basal |16034| 819 | 52 361 |14499 | 3928 | 67 304 | ns.
%”g‘jg?;" 6 meses | 151,32 | 73559 | 22 330 | 141,13 | 4954 | 55 385 | ns.
lafo |15741| 842 | 31 414 | 14809 | 4477 | 68 283 | nas.

n.s.: no significativo (p>0.05).

4.3.1.4 Parametros hormonales

Se determinaron las concentraciones de TSH Y T4L en ambos grupos de estudio, en los tres
puntos temporales del mismo. A continuacion se muestran estos resultados en la Tabla 19. Se
realiz6 el analisis de ANOVA para medidas repetidas en cada uno de los grupos de pacientes
estudiados sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas en la evolucion de los

marcadores en funcion del paso del tiempo.

Se compararon los valores de estos marcadores en funcion del tipo de DM, sin observarse

diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes en los tres puntos temporales.

Tabla 19: Estudio de los parametros hormonales en el momento basal, a los 6 meses y al afio de
comenzar el estudio, en ambos tipos de diabetes y comparacion entre dichos grupos

) DM 1 DM 2
PARAMETRO p
Media DS Min Max. | Media DS Min Max.
TSH basal 2,82 2,31 0,02 11,62 2,6 1,65 0,03 | 10,49 n.s.
6 meses | 2,64 2,37 0,15 1529 | 2,64 1,52 0,09 8,66 n.s.
(nUI/ml) -
1 afio 3,23 5,23 0,09 33,43 | 2,79 1,98 0,13 | 12,05 n.s.
TaL basal 1,18 0,19 0,84 1,69 1,19 0,18 0,79 2,01 n.s.
na/dl 6 meses | 1,18 0,19 0,84 1,8 1,19 0,18 0,8 1,71 n.s.
(ngfdI) 1 afio 1,2 0,22 0,76 1,67 1,24 0,19 0,89 1,95 n.s.

n.s.: no significativo (p>0.05).
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4.3.1.5 Parametros bioquimicos del metabolismo lipidico

Tras la determinacion de los parametros del metabolismo lipidico, resultados mostrados en la
Tabla 20, y el posterior analisis de ANOVA para medidas repetidas en cada uno de los grupos
de pacientes estudiados, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la

evolucion de los marcadores en funcion del paso del tiempo.

Al comparar estos valores en funcion del tipo de DM, se observaron diferencias significativas
entre ambos grupos de pacientes en los tres puntos temporales en la determinacion de colesterol,
triglicéridos, cHDL y cLDL (Figura 28).

En el estudio de correlaciones, mediante el coeficiente de correlacién de Spearman, merece la
pena destacar la correlacion negativa con la edad y el colesterol (r=-0,275, p=0,001), el cHDL
(r= -0,309, p<0,001) y el cLDL(r= -0,258, p=0,002) y la correlaciéon positiva con los
triglicéridos (r= 0,447, p<0,001). Ademas los triglicéridos correlacionan positivamente con la
presencia de fracturas previas (r= 0,276, p=0,001) y de forma negativa con la vitamina D (r= -
0,354, p<0,001). EI cHDL correlaciona positivamente con la vitamina D (r= 0,365, p<0,001) y

el cLDL correlaciona positivamente con el T-score en cadera (r= 0,330, p=0,002).

Tabla 20: Estudio de los parametros de metabolismo lipidico en el momento basal, a los 6 meses y al
afio de comenzar el estudio, en ambos tipos de diabetes y comparacion entre dichos grupos.

i DM 1 DM 2
PARAMETRO p
Media | DS Min | Méax. | Media DS Min | Max.
Colesterol basal 190,43 | 35,25 | 126 312 | 172,47 | 32,08 | 111 292 0,001
(mg/dl) 6 meses | 181,45 | 29,28 | 130 236 | 165,43 | 32,87 91 259 0,007
g lafio | 186,84 | 30,46 | 120 255 | 158,77 | 25,66 | 105 262 | <0,001
s basal 85,25 | 44,27 35 214 | 152,12 | 79,05 37 461 | <0,001
Triglicéridos

(mg/dl) 6meses | 91,5 | 60,49 32 284 | 165,84 | 90,58 35 532 | <0,001
g 1 afio 97,98 | 63,54 33 285 | 153,87 | 83,52 27 442 | <0,001
cHDL basal 64,87 | 16,98 35 119 48,71 | 13,35 6 86 <0,001
(mg/dl) 6 meses | 64,11 | 18,77 31 105 46,38 | 11,91 28 90 <0,001
g 1 afio 64,65 | 16,35 31 94 49,12 | 14,67 27 96 <0,001
cLDL basal 108,96 | 26,22 60 172 92,57 | 27,93 37 196 | <0,001
(mg/dl) 6meses | 99,2 | 22,84 46 157 85,95 26,5 28 152 0,005
g 1 afio 99,14 | 26,41 43 161 79,39 | 21,14 | 41 150 | <0,001

Se consideran estadisticamente significativos valores de p inferiores a 0,05.
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Figura 28: Representacion grafica de los diferentes valores de colesterol, triglicéridos, cHDL y cLDL en
funcién del tipo de diabetes y del momento temporal.

4.3.2 Parametros bioguimicos de remodelado dseo

Se estudiaron los niveles de MRO en ambos grupos de estudio, Tabla 21. No se objetivaron
diferencias estadisticamente significativas en la evolucion de los marcadores en funcion del

paso del tiempo en ninguno de los dos grupos estudiados.
En el andlisis comparativo de los marcadores de remodelado ¢seo entre ambos grupos de DM,
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de OC (p<0,001) y

PINP (p<0,001), siendo ambos menores en la DM2 (Figura 29).

No se observan diferencias estadisticamente significativas comparando los MRO en funcién del

sexo, en ninguno de los grupos estudiados.
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Tabla 21: Estudio de los parametros bioquimicos de remodelado 6seo en el momento basal, a los 6
meses y al afio de comenzar el estudio, en ambos tipos de diabetes y comparacion entre dichos grupos

) DM 1 DM 2

PARAMETRO D
Media DS Min Méax. | Media| DS Min Max.

oc Basal | 17,65 | 7,29 | 582 | 3414 | 1273 | 623 | 519 | 50,74 | <0,001

6meses | 17,00 | 656 | 75 | 3818 | 12,30 | 6,29 | 4,36 | 52,27 | <0001

(ug/) laio | 1647 | 632 | 565 | 339 | 1228 | 6,09 | 1,93 | 37,73 | <0,001
B.CTX Basal | 031 | 019 | 0,06 | 097 | 026 | 018 | 008 | 152 | ns.
ol 6meses | 032 | 021 | 0,06 | 092 | 025 | 014 | 0,05 | 086 | ns.
g laio | 030 | 017 | 0,06 | 092 | 027 | 024 | 009 | 219 | ns.

PINP Basal | 55,17 | 37,25 | 16,66 | 2447 | 3752 | 17.72 | 1538 | 131 | <0001

6 meses | 50,21 | 31,19 | 14,26 | 188,8 | 35,28 | 17,69 | 514 | 1265 | 0,001

(ug/l) lao | 47,92 | 2896 | 17,690 | 178 | 3597 | 23,34 | 11,88 | 224.4 | 0,001

n.s.: no significativo (p>0.05).
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Figura 29: Representacion grafica de los diferentes valores de OC y P1NP en funcidn del tipo de
diabetes y del momento temporal.

Para estudiar la asociacion de los MRO con el resto de variables continuas se realiz6 un estudio
de correlaciones, utilizando para ello el coeficiente de correlacion de Spearman, incluyendo las
caracteristicas clinicas, los valores de DMO vy el resto de parametros bioquimicos. Debido a lo

extenso de los datos, se muestran solo las correlaciones significativas.

Se observd correlacion entre la OC y la edad (r= -0,220, p= 0,009), el tipo de DM (r=0,348,
p<0.001), HTA (r= -0,317, p<0,001), dislipemia (r= -0,350, p<0,001), obesidad (r= -0, 481,
p<0,001), fracturas previas (r= -0,238, p=0,005), T-score cadera (r= -0,212, p=0.031), T-score
lumbar (r=-0,475, p<0,001), B-CTX (r= 0,741, p<0,001), P1INP (r= 0,744, p<0,001), IL-6 (r= -
0,327, p<0,001), glucosa (r= -0,286, p<0,001), triglicéridos (r= -0,341, p<0,001) y cHDL (r= -
0,315, p<0,001) (Figura 30).
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Figura 30: Correlacion lineal simple entre OC con diversas covariables.
Se observo correlacion entre el B-CTX y la edad (r=-0,165, p= 0,040), HTA (r= -0,205,

p=0,011), obesidad (r= -0, 162, p=0.044), T-score lumbar (r= -0,440, p=0,001), creatinina
(r=0,266, p=0,001), OC (r= 0,741, p<0,001) y PINP (r= 0,719, p<0,001) (Figura 31).
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Figura 31: Correlacion lineal simple entre el f-CTX con el resto de MRO.

Se observa correlacion entre el PINP y la edad (r= -0,237, p= 0,003), tipo de diabetes (r=-
0,282, p<0.001), HTA (r= -0,372, p<0,001), dislipemia (r= -0,266, p<0,001), obesidad (r= -0,
275, p=0,002), T-score lumbar (r= -0,267, p=0,009), PTH (r= 0,280, p=0,008), OC (r= 0,744,
p<0,001), B-CTX (r= 0,719, p<0,001), y cHDL (r=-0,246, p=0,002).

4.3.2.1 Capacidad de los marcadores de remodelado 6seo para detectar patologia dsea.

Para determinar la capacidad de los marcadores de remodelado 6seo como predictores de
patologia dsea, ya sea osteopenia u osteoporosis, frente a la densitometria, se utilizaron curvas
ROC, calculando el area bajo la curva (AUC) y estudiando la sensibilidad y especificidad

diagnosticas para cada marcador de remodelado 6seo analizado (Figura 32).
MRO
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— 0OC: AUC= 0,670 (0,571-0,760) p= 0,007
—— PINP: AUC= 0.601 (0,494- 0,700); p=0,1442
— R-CTX: AUC=0,575 (0,470-0,675); p= 0,258

Figura 32: Curva ROC para OC, PINP y p-CTX en el diagndstico de patologia 6sea (osteopenia u
osteoporosis) en toda la poblacion al inicio del estudio.
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También se estudio al capacidad de los marcadores de remodelado 6seo para el diagnéstico de
patologia Osea en los dos grupos de estudio por separado. Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 22.

Tabla 22: Capacidad de los marcadores de remodela 6seo para el diagnéstico de patologia 6sea en DM1

y DM2
POBLACION MRO AUC IC p
ocC 0,747 0,560 - 0,885 0,028
DM1 PINP 0,628 0,440 - 0,791 n.s.
B-CTX 0,565 0,376 - 0,741 n.s.
ocC 0,697 0,572 - 0,803 0,007
DM?2 PINP 0,638 0,510 - 0,754 n.s.
B-CTX 0,648 0,521 - 0,762 n.s.

AUC: area bajo la curva; IC: intervalo de confianza; n.s.: no significativo (p>0,05)

Asi mismo, en la Tabla 23, se muestran los puntos de corte de mayor sensibilidad y
especificidad para cada MRO calculado mediante el indice de Youden. También se recoge el
valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VVP) en cada punto de corte y en cada grupo de
poblacién estudiada. Se obtuvo un elevado VPN especialmente para la OC, lo que sugiere que

es un marcador que puede tener un papel muy importante como prueba de cribado.

Tabla 23: Puntos de corte con mayor sensibilidad y especificidad para detectar patologia ésea en la
poblacion diabética

POBLACION | MRO P‘ér(‘)tr‘iede S (%) E (%) VPP (%) | VPN (%)
ocC 17,05 46,67 83,56 45,9 84,0
TOTAL PINP 38,17 57,69 64,71 38,5 80,0
B-CTX 0,139 89,29 28,99 33,8 87,0
ocC 20,54 66,67 86,36 66,7 86,4
DM1 PINP 71,57 44,44 95,65 80,0 81,5
B-CTX 0,204 50,00 73,91 40,0 81,0
ocC 12,88 65,00 78,72 56,5 84,1
DM2 PINP 40,96 44,44 85,11 53,3 80,0
B-CTX 0,341 35,00 93,48 70,0 76,8

S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo

4.3.3 Parametros bioguimicos de inflamacién

Para el estudio de los parametros de inflamacion, se determinaron los niveles de IL-6 en ambos
grupos de estudio, en los diferentes puntos temporales, Tabla 24. Tras el analisis de ANOVA

para medidas repetidas en cada uno de los grupos de pacientes estudiados, se encontraron
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diferencias estadisticamente significativas en la evolucion de la IL-6 a lo largo del tiempo de

estudio (basal, 6 meses y 1 afio) en DM 1 (p=0,030) y en DM 2 (p= 0,002).

Tras comparar estos valores en funcion del tipo de DM, se observaron diferencias significativas

en los tres puntos temporales entre los dos tipos de DM (Figura 33).

Tabla 24: Determinacién de los valores de IL-6 en el momento basal, a los 6 meses y al afio de comenzar
el estudio, en ambos tipos de diabetes y comparacidn entre dichos grupos

DM 1 DM 2
PARAMETRO Mediana Percentil | Percentil Mediana Percentil | Percentil P
25 75 25 75
Basal 1,48 1,48 1,50 1,93 1,50 3,98 <0,001
(InLg_/(IS) 6meses | 1,49 1,49 2,47 2,43 1,50 428 | 0007
1 afio 1,50 1,50 3,26 3,11 1,97 4,82 <0,001

Se consideran estadisticamente significativos valores de p inferiores a 0,05.

10}

IL-6

W IL-6 basal
W IL-6 6 meses
W IL-61afo

1 2

Tipo de diabetes

Figura 33: Representacion grafica de los diferentes valores de IL-6 en funcion del tipo de diabetes y del
momento temporal.

Se observa correlacion entre la IL-6 y la edad (r= 0,421, p<0,001), HTA (r= 0,229, p=0,007),
dislipemia (r= 0,319, p<0,001), obesidad (r= 0,393, p<0,001), T-score cadera (r= -0,246,
p=0,016), calcio en orina (r=-0,379, p<0,001), fosforo en orina (r=-0,309, p=0,003), creatinina
en orina (r= -0,251, p=0,002), vitamina D (r= -0,289, p=0,005), OC (r= -0,327, p<0,001),

triglicéridos (r= 0,428, p<0,001) y cHDL (r=-0,311, p<0,001) (Figura 34).
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Figura 34: Correlacion lineal simple entre la IL-6 con la OC, el IMC, la DMO en caderay la
vitamina D.

Objetivo 4: Determinar la frecuencia genotipica de los SNPs de los genes VDR,
ESR1, OPG, RANKL e IL-6 en los diferentes grupos de diabéticos y compararla

entre si y con las descritas en la poblacion general, asi como estudiar las

clinicas, y

correlaciones existentes con las manifestaciones bioguimicas

densitométricas en estos pacientes

Prevalencia de los polimorfismos en la poblacion estudiada y comparacion con la

poblacion control

Se analizé la prevalencia de los polimorfismos en todos los participantes. Las frecuencias de los

alelos no se desviaron del equilibrio de Hardy-Weinberg. La distribucion de las frecuencias

alélicas de todos los SNPs estudiados fue similar en el grupo de DM1 y de DM2, quedando

reflejadas en la Tabla 25. Sélo se observan diferencias significativas en la distribucion

genotipica en el SNP de la IL-6.
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Tabla 25: Prevalencia de los polimorfismos en la poblacién total y en cada uno de los grupos estudiados

TOTAL DM1 DM2

POLIMORFISMO Alelo R/A % % % p
A/A 19,5 16,7 21,6

Bsml (rs 1544410) AIG 48,3 50 47,1 n.s.
G/G 32,2 33,3 314
A/A 26,4 21,1 30,2

Apal (rs 7975232) AIC 51,6 57,9 47,2 n.s.
C/C 22 21,1 22,6
T/T 34,4 35,9 333

Tagl (rs 731236) T/IC 48,9 51,3 47,1 n.s.
C/C 16,7 12,8 19,6
c/C 51,1 47,5 54

Fokl (rs 2228570) CIT 41,1 42,5 40 n.s.
T/T 7.8 10 6
T/T 25 22,2 26,9

Pvull (rs 2234693) T/IC 54,5 55,6 53,8 n.s.
c/C 20,5 22,2 19,2
A/A 36,3 31,4 40

Xbal (rs 9340799) AIG 50 57,1 44,4 n.s.
G/G 13,8 11,4 15,6
G/G 25,6 25,7 25,5

1181 G/C OPG (rs 2073618) G/IC 53,7 51,4 55,3 n.s.
c/C 20,7 22,9 19,1
A/A 75,6 81,6 70,8

163 A/G OPG (rs 3102735) A/G 22,1 13,2 29,2 n.s.
G/G 2,3 5,3 0,0
T/T 91,3 96,9 87,5

245 T/G OPG (rs3134070) T/G 8,8 31 12,5 n.s.
G/G 0,0 0,0 0,0
A/A 72,1 63,6 77,4

RANKL A/G (rs 2277438) A/G 25,6 30,3 22,6 n.s.
G/G 2,3 6,1 0,0
G/IG 43,8 34,4 50

174 G/C IL-6 (rs 1800795) G/IC 47,5 50 45,8 0.049
C/C 8,8 15,6 4,2

n.s.: no significativo (p>0,05). R (alelo de referencia)/ A (alelo alternativo).

Las comparaciones entre las prevalencias genotipicas y alélicas de los diferentes SNPs
estudiados con la poblacion control se muestran en la Tabla 26 y en la Tabla 27
respectivamente. Se muestran las diferencias encontradas entre la poblacién total del estudio, y
de ambos grupos, con la poblacion control (poblacion CEU, residentes del estado de Utah con

antepasados europeos) de la base de datos del proyecto GENOMOS 1000.

Se han encontrado varios polimorfismos asociados con la DM. Uno de ellos es el polimorfismo
Apal (rs7975232) del gen del VDR, donde el genotipo AC es mas frecuente en pacientes con
DML1 que en la poblacion control (p=0,042) y el genotipo AA es menos frecuente en pacientes

con DMZ2 que en la poblacién control (p=0,031).
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RESULTADOS

El otro polimorfismo asociado con la DM es el 174 G/C del gen de la IL-6, donde el genotipo

GG es mas frecuente en nuestra poblacion total y el CC menos frecuente que los hallados en la
poblacion control (p=0,002 y p<0,001 respectivamente). Comparado entre los diferentes grupos
de estudios, el genotipo CC es menos frecuente en nuestra poblacion con DM1 (p=0,043). En
nuestra poblacion con DM2, el genotipo GG es mas frecuente y el CC menos frecuente
(p=0,001 y p<0,001 respectivamente) que en la poblacion control (Figura 35).

POBLACION DE REFERENCIA CEU POBLACION ESTUDIO TOTAL

POBLACION DM1 POBLACION DM2

Figura 35: Representacion gréafica de las diferentes frecuencias genotipicas del polimorfismo 174 G/C
del gen de la IL-6 entre la poblacién total y los diferentes grupos estudiados.

Por otro lado los anélisis de frecuencias alélicas entre poblaciones mostraron que en referencia
al polimorfismo Xbal (rs9340799) del gen ESR1, el alelo A es menos frecuente y el alelo G mas
frecuente en nuestra poblacion total que en la poblacion control (p=0,047). Ademas, en los
pacientes con DM1, existe menor frecuencia del alelo A y una mayor frecuencia del alelo G del

polimorfismo rs2277438 del gen RANKL, que en la poblacién control (p=0,034).
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Tabla 26: Comparacién de las frecuencias genatipicas entre los diferentes grupos de estudio y la
frecuencia genotipica poblacional

SNP Alelo CEU Poblacion total DM1 DM?2
R/A FG FG p FG p FG p
Bsml A/A 23,5 19,5 n.s. 16,7 n.s. 21,6 n.s.
(rs 1544410) AlG 41,6 48,3 n.s. 50,0 n.s. 471 n.s.
GIG 34,9 32,2 n.s. 33,3 n.s. 31,4 n.s.
Apal A/A 37,2 26,4 n.s. 21,1 n.s. 30,2 0,031
(s 7975232) A/C 39,8 51,6 0,069 57,9 0,042 47,2 n.s.
C/C 23,0 22,0 n.s. 21,1 n.s. 22,6 n.s.
Tag| TIT 34,6 34,4 n.s. 35,9 n.s. 33,3 n.s.
(s 731236) T/IC 43,3 48,9 n.s. 51,3 n.s. 471 n.s.
C/C 22,1 16,7 n.s. 12,8 n.s. 19,6 n.s.
Eokl Cc/C 46,7 51,1 n.s. 47,5 n.s. 54,0 n.s.
(s 2228570) CIT 45,5 41,1 n.s. 42,5 n.s. 40,0 n.s.
T/T 7,8 7,8 n.s. 10,0 n.s. 6,0 n.s.
, , n.s. , n.s. , n.s.
(52234693) | i | 150 20,5 n.s. 222 n.s. 19,2 n.s.
Xbal A/A 48,1 36,3 0,066 31,4 0,053 40,0 n.s.
(s 9340799) A/G 42,6 50,0 n.s. 57,1 n.s. 444 n.s.
GIG 9,3 13,8 n.s. 11,4 n.s. 15,6 n.s.
GIG 18,4 25,6 n.s. 25,7 n.s. 25,5 n.s.
1%212%26?;)6 G/C 53,3 53,7 n.s. 51,4 n.s. 55,3 n.s.
C/C 28,3 20,7 n.s. 22,9 n.s. 19,1 n.s.
A/A 75,0 75,6 n.s. 81,6 n.s. 70,8 n.s.
1(?§§/$%Z§5 AlG 22,3 22,1 n.s. 13,2 n.s. 29,2 n.s.
GIG 2,7 2,3 n.s. 5,3 n.s. 0,0 n.s.
TIT 88,6 91,3 n.s. 96,9 n.s. 87,5 n.s.
2(4;23-;/3640073)6 TIG 10,6 8,8 n.s. 3,1 n.s. 12,5 n.s.
GIG 0,8 0,0 n.s. 0,0 n.s. 0,0 n.s.

A/A o? 72,1 - 63,6 - 77,4 -

RANKL A/G AIG &? 25,6 - 30,3 - 22,6 -
(s 2277438) | g 2 23 - 6,1 - 0,0 -
GIG 24,7 43,8 0,002 34,4 n.s. 50,0 0,001
1(:;11%6%7';; G/C 43,3 47,5 n.s. 50,0 n.s. 45,8 n.s.
C/C 31,8 8,8 <0,001 15,6 0,043 4,2 <0,001

FG: frecuencia genotipica; n.s.: no significativo (p>0,05); R(alelo de referencia)/A(alelo alternativo).

¢?: Desconocido
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Tabla 27: Comparacién de las frecuencias alélicas entre los diferentes grupos de estudio y la frecuencia
alélica poblacional.

CEU Poblacion total DM1 DM?2
POLIMORFISMO | Alelo

FA FA p FA p FA p
Bsml A 44,2 46,5 n.s. 45,7 n.s. 47,0 n.s.
(rs 1544410) G 55,8 53,5 n.s. 54,3 n.s. 53,0 n.s.
Apal A 57,1 51,4 n.s. 50,0 n.s. 52,6 n.s.
(rs 7975232) C 42,9 48,6 n.s. 50,0 n.s. 47,5 n.s.
Tagql T 56,2 54,9 n.s. 58,3 n.s. 54,9 n.s.
(rs 731236) C 43,8 45,1 n.s. 41,6 n.s. 45,1 n.s.
Fokl C 69,4 65,4 n.s. 63,2 n.s. 63,2 n.s.
(rs 2228570) T 30,6 34,7 n.s. 36,8 n.s. 36,8 n.s.
Pwull T 59,3 51,5 n.s. 50,0 n.s. 52,5 n.s.
(rs 2234693) C 40,7 48,5 n.s. 50,0 n.s. 47,5 n.s.
Xbal A 69,4 57,1 0,047 55,6 n.s. 58,4 n.s.
(rs 9340799) G 30,6 42,9 0,047 44,4 n.s. 41,6 n.s.
1181 G/C OPG G 449 51,6 n.s. 50,9 n.s. 52,1 n.s.
(rs 2073618) C 55,1 48,4 n.s. 49,1 n.s. 48,0 n.s.
163 A/G OPG A 86,2 80,0 n.s. 83,7 n.s. 74,4 n.s.
(rs 3102735) G 13,8 20,0 n.s. 16,3 n.s. 22,6 n.s.
245 T/G OPG T 93,8 92,0 n.s. 97,0 n.s. 88,9 n.s.
(rs3134070) G 6,2 8,0 n.s. 3,0 n.s. 11,1 n.s.
RANKL A/G A 84,0 75,2 n.s. 69,2 0,034 79,7 n.s.
(rs 2277438) G 16,0 24,8 n.s. 30,7 0,034 20,3 n.s.
174 G/C IL-6 G 53,6 58,6 n.s. 52,6 n.s. 63,2 n.s.
(rs 1800795) C 46,4 41,4 n.s. 47,4 n.s. 36,8 n.s.

FA: frecuencia alélica; n.s.: no significativo (p>0,05).

4.4.2  Asociacion de los polimorfismos estudiados y la DMO

Se estudié en toda la poblacién la distribucion genotipica de los polimorfismos segin la
presencia 0 no, de patologia désea, atendiéndonos a la clasificacion densitométrica (T-Score
inferior o igual a -1,0 DE). La Tabla 28 muestra los resultados obtenidos, en los que no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de comparacion en

toda la poblacién de estudio.
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Tabla 28: Prevalencia de polimorfismos en toda la poblacion segln fueran sanos o con patologia 6sea

PATOLOGIA
POLIMORFISMO Alelo R/A NORMAL (%) OSEA (%) p

AIG 45,6 55,6

Bsml (rs 1544410) A/IA 19,3 27,8 n.s.
G/IG 35,1 16,7
A/A 27,6 28,6

Apal (rs 7975232) AIC 51,7 52,4 n.s.
CIC 20,7 19,0
T/T 36,8 23,8

Tagl (rs 731236) TIC 474 52,4 n.s.
C/IC 15,8 23,8
c/IC 46,4 54,5

Fokl (rs 2228570) CIT 46,4 45,5 n.s.
TIT 7,1 0,0
TIT 29,6 17,4

Pvull (rs 2234693) T/IC 48,1 69,6 n.s.
CIC 22,2 13,0
A/A 34,0 40,0

Xbal (rs 9340799) AIG 46,0 55,0 n.s.
G/IG 20,0 5,0
G/IG 23,5 40,0

1181 G/C OPG (rs2073618) G/IC 52,9 50,0 n.s.
CIC 23,5 10,0
A/A 70,4 86,4

163 A/G OPG (rs 3102735) AIG 27,8 9,1 n.s.
GIG 1,9 45
TIT 90,2 88,9

245 T/G OPG (rs3134070) TIG 9,8 11,1 n.s.
GIG 0,0 0,0
A/A 75,9 75,0

RANKL A/G (rs 2277438) AIG 22,2 20,0 n.s.
GIG 1,9 5,0
GIG 42,0 45,0

174 G/C IL-6 (rs 1800795) G/IC 54,0 45,0 n.s.
CIC 4,0 10,0

n.s.: no significativo (p>0,05). R (alelo de referencia)/ A (alelo alternativo).

Para valorar la relacion entre los diferentes polimorfismos estudiados y la DMO al comienzo del
estudio, se ha realizado un andlisis de la varianza mediante tres modelos de herencia: el modelo
aditivo, el modelo dominante (tomando el alelo de referencia como alelo dominante) y el

modelo recesivo (tomando el alelo de referencia como alelo recesivo) (Tabla 29 y Tabla 30).
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Tabla 29: Polimorfismos en DM1 y asociacién con la DMO

Alelo T-score cadera basal T-score lumbar basal T-score cadera basal T-score lumbar basal
" RIA_|Media| DE | p |Media| DE | P | gomname | P | recsswo | P | domnante | P | recesivo | P
Bl WG | 0as | 122 | ns | 020 | 154 | ns | MATNC | o | MR ARG | AR

(rs 1544410) G/G 0217 0262 0:77 1:18 GIG AIG+GIG GIG AIG+G/G
Apal %é 8% iﬁ) n.s 8%2 12(7) n.s AIATAIC n.s AIA n.s AIATAIC n.s AA n.s
(rs 7975232) C/C 0:35 0:67 ~ 0105 1:50 ~ CiC - A/C+C/C - c/iC ~ AIC+C/C ~
Tl | | ose | 22 | ns |03 | 1as | ns | VT | ng | T g | TTTC |l 1T

(rs 731236) c/C 0265 1:26 0:74 1:94 CiC T/C+C/C C/C T/C+CIC
P | G7 | ok | ;| ns | oS0 | Les | ms | CCUTC | ne | LCC | | CoiC | ce |
(rs 2228570) T 0258 1:56 ~ 2:02 0249 " TIT - TIC+TIT " TIT ~ T/IC+TIT ~
Puull yg gﬁ (1)28 n.s. %E(J)% igi n.s. TIT+TIC n.s. i n.s. JARSLS n.s. i n.s.

(rs 2234693) c/C 0:86 1:15 1,,36 1:55 CIC T/C+C/C C/C T/C+CIC
X0al | NG | ods | 118 | ns | 03 | 1es | ns | NAWNG | o | AR ARG | AR

(rs 9340799) G/G 0232 0262 0:87 0275 GIG AIG+GIG GIG AIG+GIG
usieicors | S€ | 018 08 028 05 Giereic | GIG .| efererc | GIG .
(rs 2073618) c/C 0:99 0164 ~ 0:35 1:37 ~ CiC - GIC+C+C - c/iC | CIG+C+C ~
163 A/G OPG %g 823 égg n.s. 2‘211 égg n.s. AIGHAIA n.s. AIA n.s. AIGHAIA n.s. AIA n.s.

(rs 3102735) c/c _0”35 1:58 _1’,12 1:94 GIG AIG+GIG GIG AIG+GIG
245 T/G OPG I//g 833 1,?5 n.s. 823 1,?7 n.s. TG n.s. i n.s. TG n.s. i n.s.

(rs3134070) G/G O:OO 0,00 0:00 0,00 CiC T/G+CIC C/C T/G+C/C
RANKLAIG | 26 | 075 | 134 | ns | 0do | 160 | ns | ARG | o | MR | ARG || AR

GIG 0,98 0,88 -0,06 | 1,59

aGiciLe | SC | 238 1 080 1 ) 088 S | Glereic | g | GG .| efererc | GIG .
(rs 1800795) c/c _0’,29 0:83 e 0219 0:91 h C/iC ! C/G+C/C h CIiC e C/G+C/C e

DE: desviacion tipica; n.s.: no significativo (p>0,05). R (alelo de referencia)/ A (alelo alternativo).




Tabla 30: Polimorfismos en DM2 y asociacién con la DMO

T-score cadera basal T-score lumbar basal T-score cadera basal T-score lumbar basal
S o | p [wean] o | o | e, | p | Memh | o | e |, | Mowh [
AA | 017 | L1 08l | 178
eorsaaiy | MG | 02| 100 | ns | 047 | 186 | ns | MGEE s | Bl | ns | MEET 0o | W85 | s
AIA | 040 | 144 084 | 1,62
Gororezey | AC |05 | 102 | ns | 0d2 | 141 oo | AGEE fns | Bl s | MEEE oo |\ ERe | ns
TT | -0,10 | 1,06 177 | 165
I A R e R B A L R L
Foki o | o0r | 129 | ns | oge | 138 | ne | CCrOm || o || ceem |l ce |
(rs 2228570) A U o I Il Il B T S| o | M T S o S
Pvull $;g :8132 2,gj n.s. g,gé 113(7) n.s. TIT+TIC n.s. T n.s. TIT+TIC n.s. T n.s.
(rs 2234693) ge | o2s | 180 oo | Teo cic TIC+CIC cic TIC+CIC
Xbal Wo | 015 | 192 | ns | 120 | 200 | ns | AAWG | | AA | haaaG || AA |
(rs 9340799) oo | oos | e oo | 154 GIG AIG+G/G GIG AIG+G/G
1181 G/C OPG gﬁg '8’25? i'ég . é’% igg o | cerec | GIG .| eerere | GIG .
(rs 2073618) oo | om0 | om | ™| 0 | o | ™ c/c S| gicecc | M cic S| gicscsc | M
163 A/G OPG Zé :g,gg 11121[81 n.s. 8,3421 i,;g n.s. AIATAIG n.s. AIA n.s. AIATAIG n.s. AIA n.s.
(rs 3102735) Al I 000 | 5o GIG AIG+G/G GIG AIG+G/G
usTisope | ol | OO0 0 0 | 2% | s | TR e | T || e || T
(rs3134070) e | 000 | 000 000 | oo cIc T/G+C/C cIc TIG+C/C
RANKL A/G Zé -(()),]:}97 i,ég n.s. g,gi ;-,2[81 n.s. AIA+AIG n.s. AIA n.s. AIA+AIG n.s. AIA n.s.
(rs 2277438) oo | o1 | vl GIG AIG+G/G GIG AIG+GIG
174 G/C IL-6 gﬁg :8’8‘7‘ igg . g’ig 1'3‘1‘ o | crerec | GIG .| elererc | GIG .
(rs 1800795) oo | 070 | osa | ™ | oor | 200 | ™ cIc S| eicscic | ™S cIc S| gicscic | NS

DE: desviacion tipica; n.s.: no significativo (p>0,05). R (alelo de referencia)/ A (alelo alternativo).




En la DM1 se ha encontrado un polimorfismo relacionado con la DMO (Tabla 29). Este
polimorfismo es el 174 G/ delC gen de la IL-6. EI modelo dominante (G/G+C/G) se ha
relacionado el alelo G con una mayor DMO a nivel de cadera al inicio del estudio (p=0,039)
(Figura 36).
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Figura 36: DMO en cadera en funcion de la distribucion alélica del SNP 174 G/C de la IL-6 (rs1800795)
en la DM1.

En la DM2 se han encontrado varios polimorfismos relacionados con la DMO (Tabla 30). Estos
polimorfismos son el Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) y el Taql (rs731236) del gen del
VDR. En el modelo dominante, se relacionado el alelo A del Bsml y el alelo A del Apal con
una menor DMO a nivel lumbar al inicio del estudio (p=0,048 y p=0,003 respectivamente). En
el modelo recesivo se ha relacionado el alelo C del Tagl con una menor DMO a nivel de lumbar
al inicio del estudio (p=0,031) (Figura 37, Figura 38 y Figura 39).
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Figura 37: DMO lumbar en funcion de la distribucion alélica del SNP Bsml (rs1544410) del gen del
VDR en la DM2.
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Figura 38: DMO lumbar en funcion de la distribucion alélica del SNP Apal (rs7975232) del gen del VDR
en la DM2.
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Figura 39: DMO lumbar en funcién de la distribucién alélica del SNP Taql (rs731236) del gen del VDR
en la DM2.

4.4.3 Asociacion entre los polimorfismos genéticos y las distintas caracteristicas clinicas

y los diferentes parametros bioquimicos de la poblacién

Se estudid la existencia de asociaciones entre los polimorfismos genéticos y las diferentes
caracteristicas clinicas de la poblacion, asi como la asociacion de dichos polimorfismos con los
pardmetros bioquimicos. Debido a la gran cantidad de datos obtenidos, se mostraran solo los

resultados referentes a MRO e inflamacién, asi como PTH y Vitamina D.
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4.4.3.1 Polimorfismos en el gen del VDR

e Polimorfismo Bsml (rs1544410) del gen VDR.

En este polimorfismo no se encuentra ninguna asociacion significativa con las caracteristicas

clinicas, ni en la poblacién total ni en cada grupo de DM por separado.

Los resultados de la asociacion con los parametros bioguimicos se muestran en la Tabla 31.

0 Asociacion en pacientes con DM1: Este polimorfismo muestra asociacién con los

valores OC, siendo mayores en aquellos pacientes con genotipo AG. Se observa

asociacion entre el polimorfismo y los valores de B-CTX, mostrando valores mas

elevados en los pacientes con presencia del alelo G. También observamos una

asociacion entre la presencia del alelo A y mayores valores de Vitamina D y menores de
PTH.
0 Asociacion en pacientes con DM2: Se observa asociacion entre la presencia del alelo
G y valores mas elevados de B-CTX, PANP y PTH.

Tabla 31: Comparacion entre los distintos genotipos del Bsml del VDR y los diferentes marcadores
bioguimicos en ambos tipos de DM.

Bsml (rs 1544410)

DM1 DM?2
Parametro | R/A - -
Media+DE| p MD MR | Media + DE p MD MR
oc AA |1232+326 10,83 + 4,97
A/G 18,88 +6,79| 0,050 n.s. n.s. 11,87 £6,72 n.s. n.s. n.s.
e | e/ | 149+695 13,59 + 5,66
pcTx | AA |019011 0,19 + 0,07
wall AIG |039+022| ns. | ns | 0044 | 0294029 | 0034 | ns. | 0,031
g GIG | 03+0,21 0,26 +0,15
o | AA PL7BE1L07 29,36 + 9,32
(ug/) A/G 9,46 +41,72| n.s. n.s. ns. [33,33+£11,33| n.s. n.s. 0,049
GIG k3,61+20,29 38,61 + 18,68
L6 AIA | 1664044 232+148
A/G | 1,72+0,62 n.s. n.s. n.s. 4,66 +5,73 n.s. n.s. n.s.
g/l | o/c | 1,93+1,03 3,93 + 3,00
Vitaming | A |2413£474 16,77 + 4,21
D (ng/ml) AIG |23,86+£5,22| 0,003 | 0,001 n.s. 17,5+ 4,88 n.s. n.s. n.s.
g G/G 16,39+ 7,41 17,92 + 6,03
bTH AIA |21,43+395 26,69 + 13,37
(ogmi) | A/C 232666 | 0019 | 0006 | ns. [39.48£3069) 0033 | 0,009 | ns.
P9 G/G |2933+5,15 32,88 + 13,94

MD: Modelo dominante; MR: Modelo recesivo, DE: desviacion estandar; R (alelo de referencia)/ A (alelo
alternativo).n.s.: no significativo (p>0,05).
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e Polimorfismo Apal (rs7975232) del gen VDR.

En este polimorfismo se encuentra una asociacion significativa entre la DM1 y la presencia de

fracturas previas (p=0,001), asi como entre la DM1 y la presencia del alelo C y la presencia de
nefropatia (p=0,019).

Los resultados de la asociacion con los pardmetros bioquimicos se muestran en la Tabla 32.

O Asociacion en pacientes con DM1: Este polimorfismo muestra asociacion entre el

alelo C y mayores valores de OC y PTH. Se observan menores valores de IL-6 en

pacientes con presencia del alelo A.

0 Asociacion en pacientes con DM2: Se observa asociacion entre la presencia del alelo

C y valores mas elevados de OC. Los pacientes con genotipo CA presentan valores mas
elevados de PTH.

Tabla 32: Comparacidn entre los distintos genotipos del Apal del VDR y los diferentes marcadores
bioquimicos en ambos tipos de DM.

Apal (rs7975232)

DM1 DM2
Parametro | R/A - -
Media tDE p MD MR | Media tDE p MD MR
oc A/A | 10,87 + 4,39 9,75+ 3,75
AIC | 16,16+899 | 0,009 | ns. | 0,008 |14,63+9,34 | ns. | ns. | 0033
(ug/) cic | 13,00+5,63 1155+53
orx | AA | 025016 0,19 + 0,09
B(u 1 A/C 0,32 +0,25 n.s. n.s. n.s. 0,31 +0,29 n.s. n.s. n.s.
g cic | 025+0,16 0,25+ 0,16
B1NP AIA | 39+20,96 30,53 + 8,95
(ug/) A/IC |47,84+36,82| n.s. n.s. ns. |]3698+16,55| n.s. n.s. n.s.
g c/c 37,59 + 16,77 36,65 + 16,76
L6 AA | 274+ 164 3,18+ 1,84
(o) AIC | 289+446 | ns. | 0030 | ns. | 399+586 | NS | 0,052 | ns.
g cic | 3,76 +2,79 4,84 +3,05
Vitamina | A/A | 18,06£4,96 16,74 + 4,51
D (ng/ml) A/C | 19,52 + 6,39 n.s. n.s. n.s. 17 + 4,86 n.s. n.s. n.s.
g c/ic | 19,34 £7,51 19,27+65
oTH AIA | 23,24 + 8,24 22,93 +9,04
(ogmi) | A/C [3405£2457| 0040 | ns. | 0013 |417£3037 | 0021 | ns. | 0,005
Y c/c |3318+12,88 36,55 + 14,64

MD: Modelo dominante; MR: Modelo recesivo, DE: desviacion estandar; R (alelo de referencia)/ A (alelo
alternativo).n.s.: no significativo (p>0,05).
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e Polimorfismo Taql (rs731236) del gen VDR.

En este polimorfismo no se encuentra ninguna asociacion significativa con las caracteristicas

clinicas, ni en la poblacidn total ni en cada grupo de DM por separado.

Los resultados de la asociacion con los pardmetros bioquimicos se muestran en la Tabla 33.

0 Asociacion en pacientes con DM1: Este polimorfismo muestra asociacion entre el

alelo C y mayores valores de Vitamina D y menores de PTH.

0 Asociacion en pacientes con DM2: No se observa ninguna asociacion significativa.

Tabla 33: Comparacidn entre los distintos genotipos del Taql del VDR y los diferentes marcadores

bioguimicos en ambos tipos de DM

Taql (rs731236)

DM1 DM2
Parametro | R/A
Media £DE p MD MR | Media zDE p MD MR
ocC T/T | 15,87 + 7,56 15,33 + 10,19
T/C | 19,19+ 7,34 n.s. n.s. n.s. 11,65+ 3,72 n.s. n.s. n.s.
(ua/l) | cic 116,74 + 10,88 10,16 + 4,72
B-CTX T/T | 0,28+0,19 0,28 + 0,16
(u /I) T/C | 0,38+0,22 n.s. n.s. n.s. 0,27 +£0,29 n.s. n.s. n.s.
9 cic | 0,22+0,13 0,19 + 0,08
PINP T/T |49,83 + 28,63 38,4 +19,74
(u /I) T/C 161,96 +49,93| n.s. n.s. n.s. 34,36 +11,61| n.s. n.s. n.s.
9 CIC 49,66 + 34,62 30,55 + 9,57
IL-6 T/T | 1,87 +0,96 3,98+2,92
(ng/l) T/C 1,71+0,6 n.s. n.s. n.s. 458 +5,78 n.s. n.s. n.s.
9 C/C | 1,75+0,56 2,33+1,18
Vitamina T/T | 14,17+ 7,36 17,35+ 5,75
D (ng/ml) TIC | 21,21+ 4,84 | 0,008 n.s. 0,002 | 19,38 +£7,29 n.s. n.s. n.s.
g ciC | 22,33+2,82 14,98 + 3,96
PTH T/T | 27,82 +5,78 39,94 +£32,11
(pg/ml) T/C | 23,38 + 6,47 n.s. n.s. 0,034 | 34,5+18,92 n.s. n.s. n.s.
P9 cic | 205 +4,51 24,91 + 9,68

MD: Modelo dominante; MR: Modelo recesivo, DE: desviacion estandar; R (alelo de referencia)/ A
(alelo alternativo).n.s.: no significativo (p>0,05).
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e Polimorfismo Fokl (rs2228570) del gen VDR.

En este polimorfismo se encuentra una asociacion significativa entre la DM1 y la presencia de

padres con fractura (p=0,002).

Los resultados de la asociacion con los pardmetros bioquimicos se muestran en la Tabla 34.

0 Asociacion en pacientes con DM1: Este polimorfismo muestra asociacion entre el

alelo T y menores valores de OC y B-CTX. Se asocia el genotipo CT con mayores

valores de IL-6.

0 Asociacion en pacientes con DM2: Se observa asociacion entre la presencia del alelo T
y menores valores de B-CTX, PLNP e IL-6.

Tabla 34 Comparacion entre los distintos genotipos del Fokl del VDR y los diferentes marcadores
bioquimicos en ambos tipos de diabetes

Fokl (rs2228570)

DM1 DM2
Parametro |R/A
Media + DE p MD MR Media + DE p MD MR
ocC C/C] 20,08 +8,12 14,16 + 9,48
C/T|] 15,15+5,84 | 0,043 n.s. 0,020 | 10,07 + 3,64 n.s. n.s. n.s.
ua/l) 17| 11,49+226 12,85 + 0,85
B-CTX C/C] 0,45+0,29 0,26 + 0,13
(ug/l) C/T| 0,22+0,11 0,030 n.s. 0,008 0,2 +0,08 n.s. n.s. 0,041
Y T/T|] 0,17 +0,05 0,16 + 0,05
PINP C/C| 62,1+43,79 37,52 + 13,76
(ug/l) CIT| 44,27 £ 23,51 n.s. n.s. n.s. 28,26 £ 8,91 n.s. n.s. 0,014
Y T/T| 36,56 +12,75 32,42 + 4,99
IL-6 c/C 15+0 9,7 £19,58
(ng/l) C/IT] 211+£1,01 0,034 n.s. 0,037 | 4,25+5,28 0,043 n.s. 0,016
Y TT| 15+0 275+ 1,43
Vitamina C/C] 20,67 +6,32 17,55+ 4,91
D (ng/ml) CIT| 22,61+6,19 n.s. n.s. n.s. 18,12 £ 5,65 n.s. n.s. n.s.
g T/T| 20,2+12,16 19,77 £ 2,18
PTH C/IC| 24,11+10,2 35,15+ 21,79
(pg/ml) C/IT| 25,69%75 n.s. n.s. n.s. 26,53 + 15,66 n.s. n.s. n.s.
P9 TT| 27,75+525 25 + 15,62

MD: Modelo dominante; MR: Modelo recesivo, DE:

alternativo).n.s.: no significativo (p>0,05).

desviacion estandar; R (alelo de referencia)/ A (alelo
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4.4.3.2 Polimorfismos en el gen del ESR1

e Polimorfismo Pvull (rs2234693) del gen del ESR1

En este polimorfismo se encuentra una asociaciéon significativa entre la DM1 y el IMC
(p=0,038).

Los resultados de la asociacion con los parametros bioquimicos se muestran en la Tabla 35.

0 Asociacion en pacientes con DM1: Este polimorfismo muestra asociacion entre el
genotipo TC y mayores valores de OC. Se asocia el alelo T con menores valores de IL-
6.

0 Asociacion en pacientes con DM2: Se observa asociacion entre la presencia del alelo T
con menores valores de B-CTX. Se asocia el alelo C con mayores valores de IL-6 y con

menores valores de Vitamina D.

Tabla 35: Comparacion entre los distintos genotipos del Pvull del ESR1 y los diferentes marcadores
bioquimicos en ambos tipos de diabetes

Pvull (rs2234693)
DM1 DM2
Parametro | R/A
Media+DE p MD MR Media + DE p MD MR
oc T/T | 14,21 +7,03 11,21 + 2,96
T/C | 20,67 +7,91 |0,036| n.s. n.s. 13,89 + 9,52 n.s. n.s. n.s.
(uall) | cic | 13,68 +4,21 11,14 + 3,65
B-CTX T/T | 0,27+0,16 0,23 + 0,08
(ug/) TIC 0,3+0,22 n.s. n.s. n.s. 0,22+0,1 n.s. 0,032 n.s.
9 cic | 0,28+0,13 0,44 % 0,63
PINP T/T | 47,83 +29,6 30,01 + 10,88
(ug/) T/IC 66 +49 n.s. n.s. n.s. 37,8x17,71 n.s. n.s. n.s.
9 C/C |37,95+10,41 31,27 +12,48
IL-6 T/T | 2,09+157 2,52 +0,96
(ng/l) TIC| 261+£216 | ns. | 0,044 | ns. ]10,35+19,73 | 0,012 n.s. 0,004
9 C/IC | 3,82+1,76 5,76 + 6,08
Vitamina TIT | 22,4+7,82 20,65+ 4,6
D (ng/ml) T/IC | 21,46 +7,81 | ns. n.s. n.s. 15,34+ 4,34 | 0,003 n.s. 0,010
g c/c | 19,89 5,23 19,21 +5,45
PTH TIT | 21,13+7,12 23,31+7,83
m T/C | 28,05+8,87 | n.s. n.s. ns. |33,15+23,01| ns. n.s. n.s.
(P/ml) | ¢/ | 232587 32,4+ 13,96
MD: Modelo dominante; MR: Modelo recesivo, DE: desviacion estandar; R (alelo de referencia)/ A
(alelo alternativo).n.s.: no significativo (p>0,05).
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e Polimorfismo Xbal (rs9340799) del gen del ESR1

En este polimorfismo se encuentra una asociacion significativa entre la DM (poblacion total)

con la presencia de dislipemia (p=0,043), siendo el alelo A el que muestra un perfil lipidico mas

desfavorable.

Los resultados de la asociacion con los pardmetros bioquimicos se muestran en la Tabla 36.

O Asociacion en pacientes con DM1: Este polimorfismo muestra asociacion entre el

genotipo AG y mayores valores de IL-6. Se asocia el alelo A con mayores valores de
TSH.

0 Asociacion en pacientes con DM2: Se observa asociacion entre la presencia del alelo

A con menores valores de B-CTX.

Tabla 36: Comparacién entre los distintos genotipos del Xball del ESR1 y los diferentes marcadores

bioquimicos en ambos tipos de diabetes

Xbal (rs 9340799)

DM1 DM2
Parametro | R/A - -
Media tDE p MD MR | Media +tDE p MD MR
oc A/A | 16,03 +7,44 14,01 £ 9,23
(u /I) A/G| 1898+7,9 n.s. n.s. n.s. 11,9+5,78 n.s. n.s. n.s.
9 GIG | 15,9+9,19 10,76 + 3,83
B-CTX A/A]l 0,29+0,14 0,22 + 0,09
(ug/l) A/G| 0,27+0,21 n.s. n.s. n.s. 0,24 +0,11 n.s. 0,037 n.s.
Y GIG | 037+0,18 0,45 + 0,67
PINP A/A | 48,84 + 26,72 35,43 + 15,78
(u /I) A/G |59,45+ 48,29 | n.s. n.s. ns. |36,44+1587| n.s. n.s. n.s.
9 GI/G | 57,74 + 39,86 30,6 + 13,29
IL-6 A/A| 1,68+0,61 3,63+2,6
(ng/l) A/G| 1,89+0,87 | 0,011 n.s. n.s. 3,36 £ 2,57 n.s. n.s. n.s.
9 G/G| 1,53+0,07 5,56 + 9,17
Vitamina | A/A | 21,98 £ 6,44 18,86 + 5,26
D A/G|21,21+7,39 n.s. n.s. n.s. 15,78 £ 5,09 n.s. n.s. n.s.
(ng/ml) | G/G | 21,02 + 6,52 18,55 + 4,23
PTH A/A | 23,25+ 7,06 33,33 +£20,92
(pg/ml) A/G | 26,18 +9,31 n.s. n.s. ns. 29,82+19,08| n.s. n.s. n.s.
P9 GIG| 25+10,2 30,11 + 14,6

MD: Modelo dominante; MR: Modelo recesivo, DE: desviacion estandar; R (alelo de referencia)/ A

(alelo alternativo).n.s.: no significativo (p>0,05).
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4.4.3.3 Polimorfismos en el gen de la OPG

e Polimorfismo 1181 G/C (rs2073618) del gen de la OPG

En este polimorfismo se encuentra relacionado con la presencia de retinopatia, tanto la
poblacién total estudiada (p=0,025), como en la DM2 en particular (p=0,043). En cuanto a la
asociacion estudiada por frecuencia alélica, se observa asociacion entre el alelo C de dicho
polimorfismo y la retinopatia, en la poblacion total (p=0,005) y en la DM1 en particular
(p=0,044).

Los resultados de la asociacion con los parametros bioquimicos se muestran en la Tabla 37.
0 Asociacion en pacientes con DM1: En este polimorfismo se asocia el alelo C con
mayores valores de IL-6 y el genotipo CC con mayores valores de PLNP.

0 Asociacion en pacientes con DM2: No se observa ninguna asociacion significativa.

Tabla 37: Comparacion entre los distintos genotipos del rs2073618 de la OPG y los diferentes
marcadores bioquimicos en ambos tipos de diabetes

1181 G/C OPG (rs 2073618)

DM1 DM2
Parametro | R/A - -
Media £DE p MD MR Media £DE p MD MR
G/IG | 18,32 +5,76 10,67 + 4,75
OC (ug/l) | G/IC | 16,2+845 | ns. n.s. n.s. 13,44£9,06 | ns. n.s. n.s.
Cc/IC | 17,71+ 7,87 13,42 + 6,06
B-CTX G/G| 0,36 +0,13 0,36 + 0,42
(ug/l) G/IC | 0,26+0,17 n.s. n.s. n.s. 0,25+0,13 n.s. n.s. n.s.
9 C/C | 0,36 +0,27 0,24+0,12
P1INP GI/G | 54,56 + 14,86 31,91 +£ 10,56
(ug/l) G/C | 34,98 + 16,32 | 0,036 n.s. n.s. 34,65+ 15,64 | n.s. n.s. n.s.
9 C/C | 66,32 +58,11 38,31 + 13,46
IL-6 GIG 15+0 13,44 + 29,07
na/l G/IC| 2,43+1,74 | 0,010 | 0,006 0,039 6,19 £ 6,05 n.s. n.s. n.s.
(g | cic | 4112252 4,87 + 5,99
Vitamina G/IG| 21,32+55 17,24 + 4,88
D (ng/ml) G/C | 21,47 8,64 | n.s. n.s. n.s. 17,75+ 459 | n.s. n.s. n.s.
g C/IC | 21,86 +4,19 16,21 +5,44
PTH GIG | 23,22+8,94 25,42 + 10,87
(pg/ml) G/IC | 24,41 +7,86 n.s. 0,071 n.s. 34,81+£2158 | n.s. n.s. n.s.
P9 c/c | 30,38 + 9,59 2538 + 21,57

MD: Modelo dominante; MR: Modelo recesivo, DE: desviacion estandar; R (alelo de referencia)/ A (alelo
alternativo).n.s.: no significativo (p>0,05).
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e Polimorfismo 163 A/G (rs3102735) del gen de la OPG

Este polimorfismo se encuentra relacionado con la presencia de fracturas previas, asi como con
los antecedentes de padres con fractura. En cuanto a la asociacion de este polimorfismo con la
presencia de fracturas previas, se observa una relacion significativa en el caso de la poblacion
total (p=0,021) y en el caso de la DM1 (p=0,005), siendo en este caso la presencia del alelo A el
gue se asocia con una mayor prevalencia de fracturas previas (p=0,032). En cuanto a la
asociacion de este polimorfismo con los antecedentes de padres con fractura, se observa una
relacion significativa en el caso de la poblacion total (p=0,038), siendo en este caso la presencia
del alelo G el que se asocia con una mayor prevalencia de antecedentes de padres con fractura
(p=0,026) asi como en la DM1 en particular (p<0,001), siendo en este caso el alelo A el

relacionado (p=0,003).

No se observa ninguna asociacion significativa entre este polimorfismo y los marcadores

estudiados en ambos tipos de DM.

e Polimorfismo 245 T/G (rs3134070) del gen de la OPG

En este polimorfismo se encuentra relacionado con la presencia de fracturas previas (p=0,046) y

con y la presencia de microangiopatia (p=0,037) en la poblacién total estudiada.

En el caso del grupo de pacientes DM1 en particular encontramos asociacion entre dicho

polimorfismo con la obesidad (p=0,001) y la presencia de microangiopatia (p<0,001).

No se observa ninguna asociacion significativa entre este polimorfismo y los marcadores

estudiados en ambos tipos de DM.

4.4.3.4 Polimorfismos en el gen del RANKL

EL polimorfismo rs2277438 (A/G) del gen RANKL se asocia con la presencia de ACV, tanto
en la poblacion total de estudio (p<0,001) como en el caso de la DM2 en particular (p=0,018)

siendo la presencia del alelo A la que se asocia a una mayor prevalencia de ACV.

Sin embargo, no se observa ninguna asociacion significativa entre este polimorfismo y los

marcadores estudiados en ambos tipos de DM.
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4.4.3.5 Polimorfismos en el gen de la IL-6

Este polimorfismo 174 G/C (rs1800795) se relaciona con la presencia de antecedentes de padres
con fractura en el caso de la DM1 (p=0,046), siendo en particular la presencia del alelo C el que
hace posible esta asociacién. También se encuentra una asociacion en dicho grupo de pacientes
de este polimorfismo con el IMC (p=0,020). En el caso de pacientes con DM2, hemos

encontrado asociacion de este polimorfismo con la presencia de ACV (p=0,001).

Los resultados de la asociacion con los parametros bioquimicos se muestran en la Tabla 38.
0 Asociacion en pacientes con DM1: En este polimorfismo se asocia el alelo C con
menores valores de IL-6.
0 Asociacion en pacientes con DM2: Se encuentra asociacion entre el alelo G y menores

valores de Vitamina D. El alelo C se asocia a menores valores de PTH.

Tabla 38: Comparacién entre los distintos genotipos del rs1800795 del gen de la IL-6 y los diferentes
marcadores bioquimicos en ambos tipos de diabetes

174 G/C IL-6 (rs1800795)

DM1 DM2
Parametro | R/A
Media + DE p MD MR Media +DE p MD MR
o GIG | 16,4381 13,69 + 8,77
G/C | 17,97+ 7,78 n.s. n.s. n.s. 12,32 £ 6,03 n.s. n.s. n.s.
W) | crc [ 1893+838 10,97 + 4,26
pcTX | G/G| 034025 0,29 + 0,29
(u /I) G/C| 0,32+0,18 n.s. n.s. n.s. 0,26 +0,14 n.s. n.s. n.s.
9 cic| 032402 021+0,11
pinp | G/G | 60,23 +58,28 34,78 + 14,85
ua/l G/C | 51,28+ 25,4 n.s. n.s. n.s. 37,36 £16,03 | n.s. n.s. n.s.
(ug/l) | c/c | 58,56 +37.75 28,94 + 15,5
s |G/G| 46664 43+404
(n /I) G/C| 1,86+0,74 n.s. n.s. 0,040 3,96 + 4,09 n.s. n.s. n.s.
Y cic| 1,77+055 324+179
Vitamina | G/ | 17.1£6,83 16,99 + 6,19
D (ng/ml) G/C | 20,34 +5,11 n.s. n.s. n.s. 17,27 +£4,53 | 0,011 | 0,003 n.s.
g c/c | 17,93 £9,03 26,98 + 11,3
ory | G/C | 2722£476 42,38 + 29,34
(pg/ml) G/IC | 22,73+7,11 n.s. n.s. n.s. 30,5 £ 16,96 n.s. n.s. 0,020
P9 c/c | 25,14 + 6,09 20 + 10,49

MD: Modelo dominante; MR: Modelo recesivo, DE:

alternativo).n.s.: no significativo (p>0,05).

desviacién estandar; R (alelo de referencia)/ A (alelo
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45 Objetivo 5: Estudiar la combinacion méas adecuada de los marcadores de
remodelado 6seo, de inflamacion y de los SNPs con las variables clinicas para el

diagnostico y seguimiento de la patologia dsea en el paciente diabético

Para elaborar un modelo que predijese la probabilidad o riesgo de que un paciente presente
patologia 0sea, se realiz un analisis de regresion logistica binaria, tomando como referencia la

Odds Ratio ajustada, con un intervalo de confianza del 95%.

El analisis de regresion logistica se llevo a cabo para el diagnostico de patologia 6sea como
variable dependiente, eligiendo varios factores clinicos como covariables asi como marcadores

bioquimicos y polimorfismos, elaborando cuatro modelos posibles.

Para cada modelo, con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion
logistica, se calculd la ecuacién de regresion logistica que define la probabilidad de clasificacion
en paciente con patologia dsea:

Logit(p)= o+ B,*(variable,) + B, *(variable,) + ... +p,*(variable,)

Siendo Logit (p)=Ln [p/(1-p)], y donde p es la probabilidad de que un individuo presente la
caracteristica evaluada, es decir, la probabilidad de que un paciente se clasifique en el grupo de

paciente con patologia dsea.

La formula puede expresarse también de la siguiente manera, definiendo la probabilidad de que

un paciente se clasifique en el grupo de patologia 6sea:

. 1
Probabilidad = may]

Posteriormente, se evaluaron y compararon los cuatro modelos mediante el IDI, mediante el

modelo que describié Pencina y cols. (130).

45.1 Modelo con variables clinicas

Se realiz6 un analisis univariado de las variables clinicas, incluyendo la edad, el tipo de
diabetes, el sexo, los afios de evolucién, el IMC, la presencia de HTA, dislipemia,
microangiopatia, nefropatia, retinopatia, ACV, neuropatia, cardiopatia, EAP, obesidad, fracturas

previas y antecedentes de padres con fractura.
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Se eliminaron del modelo diez variables clinicas (sexo, microangiopatia, nefropatia, retinopatia,
ACV, neuropatia, EAP, obesidad y padres con fractura), puesto que se comprobd que no
mejoraban el rendimiento diagnéstico. Seguidamente, se realizé un analisis multivariado de
regresion logistica, donde se incluyeron las variables con una p<0,15 en el andlisis univariado:
la edad, el tipo de diabetes, los afios de evolucién, la HTA, la dislipemia, la presencia de
cardiopatia y de fracturas previas. En el analisis multivariado, se confirmé que fueron factores
predictores de patologia 6sea, de forma independiente (p<0,05), la edad y la presencia de

fracturas previas. Los detalles del analisis se sefialan en la Tabla 39.

Tabla 39: Modelo de regresion logistica univariado y multivariado para el diagnéstico de osteopenia con
variables clinicas

Variable UNIVARIADO MULTIVARIADO
OR (1C95%) p OR (1C95%) p
Edad 1,10(1,04-1,17) 0,000 1,10(1,02-1,19) 0,014
Tipo de diabetes 3,82(1,07-13,60) 0,039 0,66(0,07-5,64) 0,706
Sexo 1,56(0,65-3,77) 0,314
Afios de evolucion 1,03(0,99-1,08) 0,096 1,02(0,96-1,08) 0,447
HTA 3,21(1,27-8,09) 0,013 1,57(0,48-5,0) 0,447
Dislipemia 2,630(097-7,09) 0,056 0,95(0,24-3,64) 0,940
Microangiopatia 1,66(0,19-14,16) 0,642
Nefropatia 0,77(0,29-2,06) 0,610
Retinopatia 0,56(0,19-1,64) 0,297
ACV 0,00 1,000
Neuropatia 1,09(0,33-3,61) 0,881
Cardiopatia isquémica 4,25(1,18-15,28) 0,027 2,32(0,51-10,56) 0,274
EAP 1,45(0,145-14,63) 0,748
Obesidad 0,67(0,28-1,62) 0,383
Fracturas previas 2,66(1,08-6,56) 0,033 3,05(1,05-8,84) 0,04
Padres con fractura 0,82(0,21-3,14) 0,780

OR: Odds Ratio; p significativa para univariado (p<0,150); p significativa para multivariado (p<0,05)

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion logistica se definid

la siguiente ecuacion:

Logit(p)= -7.476 + 0.098*Edad — 0.413*Tipo de diabetes + 0.024*Afios de evolucion +
0.455*HTA - 0.052*Dislipemia + 0.845*Cardiopatia + 1.116*Fracturas previas
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Las unidades de las variables incluidas en la formula son las siguientes: edad en afios, tipo de
diabetes uno para DM1 y dos para DM2, afos de evolucion en afios, y en el caso de HTA,
dislipemia, cardiopatia y fracturas previas, el valor serd de cero si esta ausente y uno en caso de

presencia.

Se establece para dicho modelo un punto de corte de 0.278, con una sensibilidad se 76%, una
especificidad de 81.19%, un VPP de 50% y un VPN de 91.3%.

45,2 Modelocon OC

Para la realizacion del modelo de regresion logistica, se han incluido las variables clinicas

incluidas en el modelo de variables clinicas y la OC ya que mostré una p significativa en el

analisis univariado de regresion logistica de cada uno de los modelos por separado (Tabla 40).

Se eliminaron del modelo como variables los valores de B-CTX y PINP puesto que se

comprobd que no mejoraban el rendimiento diagndstico.

En el analisis multivariado, se confirm6 que fueron factores predictores de patologia dsea, de

forma independiente (p<0,05), la edad y la presencia fracturas previas y la OC.

Tabla 40: Modelo de regresion logistica univariado y multivariado para el diagnéstico de osteopenia con

variables clinicas y MRO

UNIVARIADO MULTIVARIADO
Variable
OR (1C95%) p OR (1C95%) p

Edad 1,10 (1045-1,172) 0,000 1,090(1,00-1,17) 0,030
Tipo de diabetes 3,82 (1073-13,609) 0,039 0,93(0,09-9,61) 0,956
Afios de evolucion 1,038 (0993-1,085) 0,096 0,98(0,92-1,05) 0,732
HTA 3,212 (1274-8,096) 0,013 2,19(0,54-8,83) 0,270
Dislipemia 2,630 (0974-7,099) 0,056 1,40(0,33-5,94) 0,644
Cardiopatia isquémica 4,250 (1182-15,285) 0,027 2,91(0,47-18,0) 0,250
Fracturas previas 2,663 (1080-6,566) 0,033 3,80(1,20-12,0) 0,023
ocC 1,08 (1,01-1,15) 0,012 1,16(1,05-1,28) 0,003
B-CTX 2,55 (0,29-22,39) 0,396

P1INP1 1,00 (0,98-1,02) 0,772

OR: Odds Ratio; p significativa para univariado (p<0,150); p significativa para multivariado (p<0,05)
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Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion logistica se definid

la siguiente ecuacion:

Logit(p)= -9.602 + 0.087*Edad — 0.066*Tipo de diabetes - 0.012*Afos de evolucion +
0.785*HTA + 0.340*Dislipemia + 1.070*Cardiopatia + 1.336*Fracturas previas + 0.152*0C

Las unidades de las variables incluidas en la férmula son las siguientes: edad en afos, tipo de
diabetes uno para DM1 y dos para DM2, afios de evolucion en afios, en el caso de HTA,
dislipemia, cardiopatia y fracturas previas, el valor sera de cero si estd ausente y uno en caso de

presencia 'y la OC en ug/I.

Se establece para dicho modelo un punto de corte de 0.178, con una sensibilidad se 83.3%, una
especificidad de 71.9%, un VPP de 42.6% y un VPN de 94.5%.

45.3 Modelo con IL-6

Para la realizacion del modelo de regresion logistica, se han incluido las variables clinicas, la
OC Yy la IL-6 ya que mostrd una p significativa en el andlisis univariado de regresion logistica de

cada uno de los modelos por separado (Tabla 41).

En el analisis multivariado, se confirmé que fueron factores predictores de patologia 6sea, de

forma independiente (p<0,05), la edad, la presencia de fracturas previas y la OC.

Tabla 41: Modelo de regresién logistica univariado y multivariado para el diagnéstico de osteopenia con
variables clinicas, OC e IL-6.

UNIVARIADO MULTIVARIADO
Variable
OR (1C95%) p OR (1C95%) p
Edad 1,10 (1045-1,172) 0,000 1,09 (1,01-1,18) 0,026
Tipo de diabetes 3,82 (1073-13,609) 0,039 0,94 (0,09-9,62) 0,962
Afios de evolucion 1,038 (0993-1,085) 0,096 0,97 (0,91-1,05) 0,563
HTA 3,212 (1274-8,096) 0,013 2,32 (0,55-9,67) 0,247
Dislipemia 2,630 (0974-7,099) 0,056 1,44 (0,33-6,24) 0,618
Cardiopatia isquémica 4,250 (1182-15,285) 0,027 3,11 (0,45-21,2) 0,245
Fracturas previas 2,663 (1080-6,566) 0,033 3,94 (1,22-12,7) 0,021
oC 1,08 (1,01-1,15) 0,012 1,17 (1,05-1,30) 0,003
IL-6 0,94 (0,77-1,14) 0,150 0,83 (0,58-1,18) 0,304

OR: Odds Ratio; p significativa para univariado (p<0,150); p significativa para multivariado (p<0,05)
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Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion logistica se definid

la siguiente ecuacion:

Logit(p)= -9.350 + 0.090*Edad — 0.056*Tipo de diabetes - 0.021*Afos de evolucion +
0.843*HTA + 0.371*Dislipemia + 1.137*Cardiopatia + 1.373*Fracturas previas + 0.158*0OC -
0.183*IL-6

Las unidades de las variables incluidas en la férmula son las siguientes: edad en afios, tipo de
diabetes uno para DM1 y dos para DM2, afios de evolucion en afios, en el caso de HTA,
dislipemia, cardiopatia y fracturas previas, el valor sera de cero si estd ausente y uno en caso de
presencia, OC en ug/l y la IL-6 en ng/I.

Se establece para dicho modelo un punto de corte de 0.191, con una sensibilidad se 83.3%, una
especificidad de 72.9%, un VPP de 43.5% y un VPN de 94.6%.

4.5.4 Modelo con polimorfismos genéticos

Para la realizacidon del modelo de regresion logistica, se han incluido las variables clinicas, la
OC vy la IL-6 ya que mostraron una p significativa en el analisis univariado de regresion
logistica de cada uno de los modelos por separado (Tabla 42), asi como la presencia del alelo
Alelo C del polimorfismo Pvull del gen ESR1 y del alelo C del polimorfismo 1181G/C del gen
de la OPG.

Se eliminaron del modelo como variables, el resto de alelos de los diferentes polimorfismos

estudiados puesto gue se comprobd que no mejoraban el rendimiento diagnoéstico.
En el analisis multivariado, se confirmé que fueron factores predictores de patologia 6sea, de

forma independiente (p<0,05), la OC y la presencia del alelo C del polimorfismo rs2073618
1181G/C del gen de la OPG.
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Tabla 42: Modelo de regresién logistica univariado y multivariado para el diagnéstico de osteopenia con
variables clinicas, OC, IL-6 y SNPs.

UNIVARIADO MULTIVARIADO
Variable
OR (1C95%) p OR (1C95%) p
Edad 1,10(1045-1,172) 0,000 1,14(0,99-1,31) 0,066
Tipo de diabetes 3,82(1073-13,609) 0,039 0,31(0,00-10,5) 0,522
Afios de evolucion 1,038(0993-1,085) 0,096 0,95(0,83-1,07) 0,433
HTA 3,212(1274-8,096) 0,013 9,46(0,50-178,) 0,133
Dislipemia 2,630(0974-7,099) 0,056 6,36(0,34-115,) 0,211
Cardiopatia isquémica 4,250(1182-15,285) 0,027 1,03(0,02-50,4) 0,985
Fracturas previas 2,663(1080-6,566) 0,033 0,46(0,04-4,80) 0,524
ocC 1,08(1,01-1,15) 0,012 1,34(1,05-1,71) 0,016
IL-6 0,94(0,77-1,14) 0,150 0,69(0,29-1,64) 0,411
Alelo C - Pvull 5,61(0,68-46,0) 0,108 2,74(0,17-42,1) 0,469
Alelo C - 1181 OPG 0,31(0,08-1,11) 0,074 0,02(0,00-0,75) 0,035

OR: Odds Ratio; p significativa para univariado (p<0,150); p significativa para multivariado (p<0,05)

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion logistica se definid

la siguiente ecuacion:

Logit(p)= -10.848 + 0.134*Edad — 1.141*Tipo de diabetes - 0.051*Afios de evolucién +
2.248*HTA + 1.851*Dislipemia + 0.038*Cardiopatia — 0.758*Fracturas previas + 0.296*0OC —
0.360*IL-6 + 1.009*Alelo C(Pvull) — 3.910*Alelo C(1181 G/C OPG)

Las unidades de las variables incluidas en la formula son las siguientes: edad en afios, tipo de
diabetes, uno para DM1 y dos para DM2, afios de evolucién en afios, en el caso de HTA,
dislipemia, cardiopatia, fracturas previas Alelo C (Pvull) y Alelo C (1181 G/C OPG), el valor

seré de cero si estd ausente y uno en caso de presencia, OC en ug/l y la IL-6 en ng/I.

Se establece para dicho modelo un punto de corte de 0.382, con una sensibilidad se 81.82%, una
especificidad de 95.92%, un VPP de 81.8% y un VPN de 95.9%.

455 Evaluacion de los modelos

Una vez elaborados los cuatro modelos, para evaluar su validez se estudié como se ajustaban a
los datos. Para ello se evalud el grado de calibracion y de discriminacion de cada uno de los
modelos (Tabla 43).
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Para saber como se ajustan los modelos a los datos, realizamos el test de bondad de ajuste, o test
de Hosmer-Lemeshow, segun los resultados obtenidos los cuatro modelos tienen una buena

calibracion.

Se evalud la capacidad de discriminacion de los modelos predictivos mediante el célculo del
AUC, obteniendo el estadistico c. Segun los resultados obtenidos, los cuatro modelos tienen una

capacidad de discriminacion adecuada (Figura 40).

Ademas, se compar6 la utilidad de los cuatro modelos mediante la diferencia de areas y el
calculo del IDI para eventos de tipo binario. De acuerdo a los resultados obtenidos existen
diferencias significativas entre el modelo con variables clinicas y OC frente al modelo con s6lo
variables clinicas, asi como diferencias significativas entre el modelo de variables clinicas, OC,

IL6 y SNPs, frente al modelo con variables clinicas, OC e IL6.

Tabla 43: Test de Hosmer-Lemeshow, estadistico c, diferencias de areas e IDI de cada modelo propuesto

Estadistico c Diferencias de areas IDI
Modelo H-L AUC Valor Valor
(1C95%) P (1C95%) P (1C95%) P
Modelo con 0,744
variables clinicas | %092 (0,615-0,848) 0,012 i i i i
Modelo con
. L 0,794 0,0501 0,079
varlable(s)ccllnlcas y | 0,810 (0,670-0,888) 0,002 (-0,044-0,145) 0,299 (-0,00-0,159) 0,050
Modelo con
. e 0,799 0,005 0,011
variables ctinicas, - 0981 1 0 676-0,892) | ©0% | (0,035-0,047) | @7% |(-0,014-0,037)| 0%
Modelo con
. phe 0,937 0,137 0,184
vanabes ;' s | 0859 1 (0,843.0,983) | 29 | (0a75-0257) | %9* | (0005-0363) | %0

H-L: Hosmer-Lemeshow; AUC: area bajo la curva, IC: intervalo de confianza
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Figura 40: Curva ROC de los cuatro modelos de regresion logistica.
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5 DISCUSION

La osteoporosis y la DM son dos enfermedades de alta prevalencia que se asocian a un aumento
del riesgo de fracturas por fragilidad, y con un sustancial impacto sobre la morbilidad y
mortalidad de la poblacion general. La hiperglucemia ejerce tanto efectos directos sobre las
células Oseas, especialmente sobre el osteoblasto, como efectos indirectos a través de la

formacion de productos derivados de la glicacion.

El desarrollo de este proyecto de investigacion ha abordado una serie de bloques teméticos de
gran interés en la osteoporosis, concretamente centrados en la evaluacién de los MRO y de los

SNPs, que han sido la diana fundamental del estudio.

A continuacion se discutira cada uno de los objetivos de forma independiente, resaltando en

cada uno de ellos, los resultados mas relevantes.

5.1 Objetivo 1: Andlisis descriptivo de las caracteristicas clinicas de los pacientes en el

momento del reclutamiento

5.1.1 Caracteristicas generales de los pacientes

La cohorte de estudio incluida en esta tesis doctoral se reclutdé de las consultas externas del
Servicio de Endocrinologia de nuestra area de salud, donde estos pacientes acuden de manera

rutinaria para el seguimiento de su patologia.

La edad media de los pacientes con DML1 fue de 41 afios, correspondiendo el 52,8% de ellos al
sexo masculino, frente a los 60 afios de media de los pacientes con DM2, siendo el 64,2% de
ellos varones. Al comparar los dos grupos de pacientes, encontramos diferencias significativas
con respecto a la edad. Debido a esta diferencia significativa entre ambos grupos, nos
encontramos con la problemética de la conocida influencia de la edad en el desarrollo de
patologia désea. Otro de los factores de riesgo en el desarrollo de patologia dsea es el sexo, sin
embargo la distribucion de sexo en nuestro estudio es similar entre ambos grupos, sin
encontrarse diferencias significativas entre ellos. Esto se corresponde con lo observado en
estudios nacionales que demuestran gque ésta es una patologia que afecta por igual a ambos

sexos, sin diferencias de género en las tasas de prevalencia (131).
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Con respecto a los afios de evolucion, los DM1 tienen una media de 16 afios de evolucion,
frente a los 12 de los DM2 (Tabla 11). Esta diferencia también es significativa (p<0,001) siendo
mayor en DM1 debido a un inicio mas temprano que la DM2, generalmente antes de los 30
afios. La poblacion de nuestro estudio es representativa de los pacientes diabéticos de nuestro

pais.

Nuestros datos se asemejan a diversos estudios sobre DM2 en Espafia, donde se describe una
edad media de la poblacion espafiola con DM2 de 67,42 afios y una media de evolucion de la
enfermedad de 10,07 afios (132)(8). Uno de los principales estudios de DM2 en nuestro pais, el
estudio Di@bet.es, muestra que la prevalencia de DM aumentaba con la edad, con la presencia
de historia familiar de diabetes, con la obesidad (sobre todo la abdominal) y con la zona
geografica correspondiente al este de la Peninsula (Murcia y Comunidad Valenciana), donde se

localiza nuestra poblacion de estudio (8).

5.1.2 Caracteristicas clinicas de la poblacién estudiada

En cuanto a la distribucion de los pacientes en funcién de su IMC, encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos de nuestro estudio, siendo la prevalencia de

obesidad en la DM2 muy superior la encontrada los pacientes con DML1.

La distribucion en la DM1 del IMC muestra una distribucién similar a los datos publicados en la
Gltima Encuesta Nacional de Salud (2016) (133). Segun el Ministerio de Sanidad, la prevalencia
de obesidad en nuestro pais es del 16,9%, sin embargo en nuestro estudio, la prevalencia de
obesidad en DM2 es del 75,9% muy superior a la prevalencia de la poblacion espafiola asi como
superior a lo publicado en dicha encuesta en relacion con la DM2 donde refieren un 41,2 % de
sobrepeso y un 35,5% de obesidad, no obstante en estudios similares al nuestro, como el
publicado por Zubizarreta y cols. (134) muestran mayor concordancia con nuestra distribucion
de sobrepeso y obesidad (67,5%) en la DM2, al igual que el estudio de Caballero Corredor
(135) llevado a cabo en Cieza el cual demuestra un 62% de obesidad entre este colectivo.

La presencia de HTA en pacientes con DM1 de nuestro estudio fue del 9,4% frente al 59,8% en
los pacientes con DM2, datos inferiores a los publicados en el estudio Di@bet.es que muestran
que el 42,6% de la poblacion adulta espafiola mayor de 18 afios es hipertensa, siendo superior
entre los prediabéticos (67,9%) y diabéticos (79,4%). Estas diferencias encontradas pueden ser

debidas al tamafio muestral, sin embargo, otros estudios realizados en paises occidentales

138


mailto:Di@bet.es
mailto:Di@bet.es

muestran que aproximadamente el 50% de los pacientes con DM2 tienen HTA, datos
semejantes a los de nuestro estudio. Estos estudios demuestran que aquellos pacientes con
hipertension o DM2 tuvieron un riesgo de 1,5 a 2,0 veces mayor de tener ambas patologias.
Debido a esto la intervencion temprana basada en la evidencia mas reciente para prevenir

complicaciones severas, es un reto importante en este tipo de enfermedades (136).

La dislipemia es muy frecuente también entre los pacientes con DM2 de nuestro estudio. Un
75% de ellos tienen algln trastorno relacionado con el nivel de lipidos en suero. Estos datos son
similares a los hallados por Caballero Corredor en un analisis de la situacion de los diabéticos
tipo 2 en Cieza (135). En cuanto a la DM1 esta prevalencia es mucho menor y también
concuerda con estudios de prevalencia como el llevado acabo por J.Chillarén y cols. (137)

donde demuestran una prevalencia en DM1 del 17,2%.

A pesar de que los programas de educacién sanitaria en DM incluyen el dejar de fumar, la
proporcion de fumadores que se estima en nuestro estudio, 30,2% en DM1 y 25% en DMZ2, es
similar a la de la poblacion no diabética con similar edad y sexo en nuestro pais que se computa
enel 27,8% (133).

Aproximadamente el 12% de la poblacion diabética espafiola presenta cardiopatia isquémica,
cifra que aumenta hasta casi el 40% en la poblacion anciana, con una incidencia anual del 3,3%
en este subgrupo de pacientes Entre los pacientes con cardiopatia isquémica, la prevalencia de
individuos con diabetes es 2 veces superior a la de la poblacion general (138). Estos datos
concuerdan con los calculados en nuestro estudio donde el 11,6% de los diabéticos tipo 2
presentan cardiopatia.

Desde hace algunos afios se ha venido hablando de que un 15% de pacientes con DM1 y entre
un 20-40% de pacientes con DM2 presentaran afectacion renal a lo largo de la evolucion de la
enfermedad diabética, dependiendo de los numerosos factores implicados: genéticos, grado de
control de la glucemia, manejo adecuado o no de la presion arterial, dislipemia, tabaquismo,
aparicion de microalbuminuria o progresion hacia proteinuria abierta, lo que marcara la
evolucion hacia nefropatia establecida (139). Es bien conocido que la insuficiencia renal cronica
estd asociada con alteraciones en el metabolismo Gseo-mineral representando una importante
causa de morbilidad, sobre todo en su estadio final. El origen de estas alteraciones es complejo
y multifactorial, siendo una de las causas la activacion de los mecanismos homeostéticos que
mantienen las concentraciones plasmaticas de calcio y fosfato dentro de su rango fisioldgico,

produciéndose hipercalcemia, hiperfosfatemia, deficiencia de vitamina D e hiperparatiroidismo
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secundario. La importancia de estos trastornos reside en que pueden ser causa de defectos en la
mineralizacion dsea, con la consecuente pérdida de masa dsea. En nuestro estudio no se
observaron diferencias significativas en la presencia de nefropatia entre ambos grupos de
estudio (26,4% vs. 24,1%) Tabla 12), de esta manera disminuimos un factor de confusién en la

asociacion entre ambas patologias.

Hasta un 20% de los diabéticos tipo 2 presentan retinopatia diabética en el momento del
diagndstico. En el estudio del grupo GEDAPS del afio 2000, la prevalencia de retinopatia fue
del 31% y la amaurosis del 3%. Tras 20 afios de evolucidn, el 60% de los pacientes con DM2
presentaran retinopatia diabética. En Espafia, la prevalencia de retinopatia diabética en los
pacientes DM2 es del 25%, mientras que la prevalencia en los pacientes con DM1 es del 50%
(140). La prevalencia de retinopatia en nuestro estudio es del 30,2% en DM1 y del 26,8% en
DM2. Son prevalencias ligeramente inferiores a las encontradas en otros estudios nacionales,
probablemente debido a la presencia de menos afios de evolucion en nuestro estudio y a que las
diferentes metodologias empleadas para el diagndstico hacen dificil establecer comparaciones.
En las dltimas dos décadas parece apreciarse una ligera disminucion de la prevalencia general

de esta patologia.

La prevalencia de neuropatia en nuestro estudio fue del 18,9% en DM1 y del 14,3% en DM2,
sin encontrar diferencias significativas entre ambos grupos. Los datos reportados en otros
estudios a nivel nacional son algo superiores especialmente en DM2. La presentan el 12,9% de
los diabéticos tipo 1 y el 24,1% de los tipo 2. La prevalencia de polineuropatia diabética en
Espafia en DMZ2 es del 24,1%, incrementandose con la edad, siendo menor del 5% entre los 15y
19 afios y alcanzando el 29,8% entre los 70 a 74 afios (141).

Finalmente se definieron como sedentarios el 36,7% de las personas encuestadas por el
Ministerio sobre la poblacién espafiola, frente al 13,2% de los pacientes con DM1 y el 28,6% de
los pacientes con DM2, encuestados en nuestro estudio. Es posible que, el hecho de que el
gjercicio fisico practicado de manera regular sea uno de los pilares fundamentales en el plan de
tratamiento de la diabetes, haya influido en que los participantes de nuestro estudio estén mas

sensibilizados en evitar un estilo de vida sedentario.
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5.2  Objetivo 2: Determinar los valores de DMO mediante DEXA en el momento basal y
a los 12 meses y calcular el riesgo de fractura mediante el algoritmo FRAX® en la

poblacion diabética

Existen estudios que han demostrado que el cambio en el metabolismo causado por la DM

puede influir en el metabolismo 6seo de manera que la calidad y la fuerza del hueso se reduce.

Son pocos los estudios que comparan el estatus 6seo en los dos tipos principales de DM, la
mayoria de trabajos analizan el efecto de dicho trastorno en un solo grupo de DM, y ponen de
manifiesto que esta patologia conlleva un efecto adverso importante relacionado con la densidad

y calidad Osea.

5.2.1 Pruebas densitométricas para evaluar la DMO de los pacientes

Diversos estudios han demostrado que los sujetos con DM1, probablemente como resultado del
déficit de insulina, tienen una disminucién de la DMO en comparacion con los sujetos sin DM
(14). Con respecto a la asociacion entre DMO y DM2, existen contradicciones entre estudios,
sin embargo la mayoria de ellos observan un aumento de la DMO en pacientes con DM2 y

paradéjicamente un incremento del riesgo de fractura en los mismos (123).

Tras analizar los resultados obtenidos en nuestro estudio hemos comprobado que, los pacientes
con DML1 tienen unos valores medios de T-score en cadera superiores a los encontrados en
DM2, con diferencias significativas, sin embargo en cuanto a la DMO lumbar, los valores
medios de T-score en DM1 son menores a los de DM2 (Tabla 13). Cuando se aplicaron los
criterios de la OMS para el diagndstico de osteopenia y osteoporosis basados en el T-score, el
22,5% de los pacientes con DML1 y el 23,7% de los pacientes con DM2 tenian osteopenia en el
momento del reclutamiento (sin observarse diferencias significativas). Como ya se ha
comentado anteriormente existen diferencias estadisticamente significativas en relacién a la
edad entre ambas poblaciones de estudio, y a pesar de esto, y conociendo que la edad es un
factor de riesgo para el desarrollo de patologia 6sea, la DMO en columna lumbar en nuestros
pacientes con DM2 es mayor que en DML, pese a su mayor longevidad. Esto nos hace
sospechar que existe algun factor caracteristico de la DM2 que influye positivamente en la masa
Osea, ratificando esta hipotesis al comprobar que la prevalencia de osteopenia entre ambos

grupos no muestra diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.
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Muchos pacientes con DM1 no han alcanzado su pico de masa dsea cuando desarrollan su
enfermedad y una deficiencia mantenida de insulina puede comprometer su masa 6sea. La
poblacién de los estudios existentes se divide generalmente en tres tipos de pacientes, por un
lado, la mayoria de estudios evalian la DMO en nifios 0 adolescentes en crecimiento con un
inicio reciente de DML, otro grupo son adultos jovenes que han alcanzado de forma reciente el
pico de masa 6sea y el tercer grupo son pacientes de mediana edad, con diabetes de larga

duracién y en su mayoria asociados con complicaciones diabéticas (106).

Estudios en pacientes con DM1 de mediana edad, con una evolucién larga de la enfermedad y
asociados a complicaciones diabéticas, publicados hasta la fecha, como es nuestro caso,
muestran resultados heterogéneos, pero la mayoria de estudios sugieren un efecto negativo de la
DM1 sobre la DMO (142)(143).

El trabajo de Lépez-lbarra y cols. (144) llevado a cabo en una poblacion espafiola de 32
pacientes con DM1, revela valores disminuidos de DMO en la columna lumbar y el cuello
femoral, resultando que el 44% de ellos presentaba osteopenia, resultados superiores a los
hallados en nuestro estudio (22,5%). Por otro lado, en el trabajo de Mosso C. y col. (145) se
obtienen resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio, con una DMO en el rango
normal para el 80% de los sujetos, sin diferencias significativas por género.

Un estudio realizado en Estados Unidos que evalud el metabolismo 6seo por DEXA en 67
mujeres posmenopausicas con DM1 demuestra que la DMO de este grupo, comparado con
grupo control de mujeres sanas de edades similares, fue de 3-8% menor en las mujeres con
DM1(146). Para comparar nuestros datos con la poblacion sana de edades similares, lo llevamos
a cabo con el estudio llevado a cabo por Diaz-Curiel y cols. (43) que realizaron un estudio
densitométrico a 1305 mujeres espafolas con edades comprendidas entre 20 y 80 afios. Para el
mismo grupo de edad se obtuvo una prevalencia de osteopenia del 13%. La poblacién de DM1
de nuestro estudio presenta una prevalencia de osteopenia del 22,5%, es decir peor de lo que
cabria esperar para su rango de edad comparada con los datos de personas sanas, probablemente
debido, como se ha comentado anteriormente, a que la DML se desarrolla afios antes de alcanzar
el pico de masa 6sea y por lo tanto el cambio de metabolismo sufrido por la presencia de la

enfermedad, afecta al desarrollo 6seo.
Si comparamos nuestra poblacion de pacientes con DM2, con el que cabria esperar para su

rango de edad de los datos del estudio de Diaz-Curiel y cols. (43), en el que se observa una

prevalencia de osteopenia de entre el 42-50%, observamos que la presencia de osteopenia en
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nuestro grupo de DM2 es significativamente menor, con una prevalencia del 23,7%,
corroborando de esta manera la existencia de algun factor caracteristico de la DM2 que afecta a
la masa Osea. Existen ciertos factores, como la edad, el sexo, el IMC, etc. que influyen en la
masa 0sea de un individuo. En nuestro estudio no hay variacion significativa en cuanto al sexo
entre los dos grupos de diabetes, por lo que las diferencias encontradas no podrian explicarse
por este motivo, sin embargo, si existen diferencias en el caso de la edad y del IMC, siendo
ambos factores mas elevados en el caso de la DM2. Muchos autores asocian la obesidad,
caracteristica de la DM2, con una mayor DMO, probablemente debido a la carga mecénica y a
factores hormonales (147). Cuando comparamos nuestros dos grupos de estudio, y pese a la
diferencia en la edad, no existe diferencia en la presencia de osteopenia entre ellos (22,5% vs.
23,7%), ademas de presentar los pacientes con DM2, valores mayores de DMO en columna
lumbar. Esto probablemente sea debido a la diferencia significativa en la presencia de obesidad

entre ambos grupos (15,1% vs. 75,9%).

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en el estudio Rotterdam, llevado a cabo por
Liefde y col. (123). Dicho estudio es el mas amplio sobre la DMO en DM2 realizado hasta la
fecha. Este estudio incluia datos de DMO y de fracturas de 792 ancianos con DM2 (edad media
de 74 afios) y de 5.863 controles no diabéticos. Los sujetos con DM2 presentaron una mayor
DMO en la columna y el cuello femoral que los participantes no diabéticos. Los individuos con
un control inadecuado de la diabetes tuvieron los cortex 6seos mas gruesos que los sujetos sin
DM2. Estos resultados concuerdan con lo obtenido en nuestro estudio, en el que encontramos
una correlacion positiva del T-score lumbar con la obesidad (Figura 26).

Asi mismo, nuestros resultados son bastante coincidentes con los de Leidig-Brucknery cols.
(148). En este trabajo estudiaron la prevalencia de osteoporosis en 382 pacientes diabéticos, 139
con DM1 y 243 con DM2. Para ambos sexos, la DMO no fue diferente entre los grupos de
estudio, pero fue mayor en DM2 en comparacién con los controles. La prevalencia de
osteoporosis fue equivalente en los grupos de DM1 y DM2, pero menor en los pacientes tipo 2
en comparacion con los controles, igual que demostramos en nuestro estudio. La DMO se
correlacioné positivamente con el IMC y se correlacion6 negativamente con la edad, pero no se
correlaciond con los parametros especificos de la diabetes en todos los subgrupos, concluyendo
que de los valores obtenidos de este estudio se deduce una gran similitud a los obtenidos en

nuestra poblacién.

El estudio Rotterdam y al igual que otros muchos, demuestran que a pesar de una mayor DMO,

los pacientes con DM2 tenian un 47% mas de riesgo de fractura que los pacientes sin diabetes,
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por lo que la presencia de una DMO mas alta con un mayor riesgo de fractura presenta un gran
desafio en la prediccion de fractura en el paciente con DM2 y obesidad mediante el empleo del
DEXA. En el caso del paciente con DM2 se ha demostrado que esta técnica no es util, ya que el
incremento del riesgo de fractura es independiente de la DMO (149). En este sentido se ha
postulado usar el Trabecular Bone Score (TBS) como una herramienta Util para osteoporosis
secundarias. TBS es un parametro de textura extraido de estudios DEXA de columna lumbar.
Aporta informacion sobre microarquitectura ésea y establece diferencias entre estudios DEXA
con resultados similares de densidad 6sea. El estudio llevado a cabo por Dhaliwal y cols. (150)
realizado en 100 mujeres, demuestra que aquellas mujeres con DM2 presentaron una mayor
DMO y menor TBS que la poblacion sana, o el estudio retrospectivo realizado en una cohorte
canadiense de 29.407 mujeres (2.356 con DM2), donde el TBS fue predictivo de fractura (151).

El estudio de Pérez-Lopez y cols. (47) realizado recientemente en nuestro pais con 56 mujeres
postmenopausicas compara el riesgo de fractura establecido por FRAX® y tras incorporar el
parametro TBS, aumenta la probabilidad de fractura, siendo éstas diferencias estadisticamente
significativas. La evaluacion del TBS en esta poblacion requiere nuevos estudios para evaluar

longitudinalmente su relacion con la aparicion de fractura.

En cuanto a la pérdida de masa Osea, en nuestro estudio, las medias de la DMO medida en el
momento basal y al afio, muestran una tendencia a la disminucién de la masa ésea tanto a nivel
de cadera, como en columna lumbar en ambos tipos de DM, sin embargo, no se encuentran
diferencias significativas (Tabla 13). Esto puede ser debido al escaso tiempo transcurrido entre
ambas determinaciones. La mayoria de las guias y en concreto la Guia de practica Clinica sobre
osteoporosis y prevencion de fracturas por fragilidad del Sistema Nacional de Salud recomienda
un intervalo minimo de 2 afios, para el control evolutivo de la DMO en pacientes sin tratamiento
(como es nuestro caso) y un intervalo de entre 1y 2 afios para monitorizar la DMO en pacientes

tratados por osteoporosis después de iniciado el tratamiento (36).

No existen muchos estudios que comparen esta evolucién, ya que la gran mayoria, realizan una
medida puntual, es decir son estudios transversales. Hamilton y col. (152) indican en su estudio,
que después de cinco afios de seguimiento, la DMO disminuyd en los 17 pacientes con DM1 en
el cuello femoral sin cambio en la columna lumbar o antebrazo. En las 11 mujeres con DM2, la
DMO disminuy6 en todas las localizaciones, excepto en la columna vertebral. Estos datos
muestran que la tasa de desmineralizacion en el cuello femoral en hombres con DM1 es similar

al de las mujeres posmenopdusicas de DM2 mayores.
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Los resultados de estas publicaciones justifican realizar estudios en un futuro, donde en una
cohorte mayor y estableciendo un intervalo minimo de dos afios, pudiésemos evaluar la
influencia real de la DM sobre el valor de la DMO, evaluando la microarquitectura 6sea a traves
del TBS.

5.2.2 Estudio del riesgo de fractura mediante el algoritmo FRAX®

Las escalas de riesgo de fractura son herramientas cada vez mas empleadas, a la vez que
accesibles y econdmicas. EI maximo exponente es el FRAX®. El riesgo de fractura en 10 afios

segln esta herramienta, se definié: bajo (<5%), moderado (5-10%) y alto (>10%).

La estimacion del riesgo de fractura osteopdrotica obtenida mediante el FRAX® en nuestra
poblacion fue en la DM1 de 0,20% para fractura de cadera y de 3,5% para cualquier
localizacion, es decir de bajo riesgo. Para la DM2, el riesgo fue del 0,50% para fractura de
cadera y de 5,30% para cualquier localizacion, es decir, bajo riesgo para fractura de cadera e
intermedio para otras localizaciones segun la clasificacion de la NOGG (Tabla 15). Esta entidad
recomienda dar consejo a los de bajo riesgo, tratar a los del alto riesgo y reevaluar mediante
densitometria a los de riesgo intermedio (153). Por lo tanto, en nuestro grupo de estudio, los
pacientes con DM2 presentan mayor riesgo de fractura (Tabla 15). Esto puede ser debido a los
factores de riesgo que tiene en cuenta dicha herramienta como son edad (mayor en DM2), sexo
(sin diferencias), IMC (mayor en DM2), fracturas previas (sin diferencias significativas pero
con mayor prevalencia en DM2), padres con fractura de cadera (sin diferencias), fumador actual
(sin diferencias), glucocorticoides (sin diferencias), artritis reumatoide (sin diferencias),
osteoporosis secundaria (positiva para DM1 pero no para DM2) y DMO del cuello del fémur
(menor en DM2) (Tabla 12).

El estudio Rotterdam confirmé que la DM2 suponia un aumento en el riesgo de fractura no
vertebral, pese a la mayor DMO femoral y de columna lumbar. Otros estudios también reflejan,
al igual que el nuestro, que los pacientes con DM2 tienen mayor riesgo de fractura que los
pacientes con DM1 pese a una mayor DMO (123).

En nuestra poblacion, la estimacion del riesgo de fractura osteopérotica mediante el FRAX® se
asocia positivamente con la edad, con los afios de evolucion de la DM, con la presencia de
dislipemia y con los valores de IL-6. Paraddjicamente, el aumento del riesgo de fractura

osteoporética en DM, especialmente en DM2, es independiente de la DMO. Asi evidenciamos
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que aquellos pacientes de mayor edad, mas afos de evolucién de la DM, con presencia de
dislipemia y/o elevados valores de IL-6 tienen mas riesgo de fractura osteopoérotica a los 10
afios en cadera y otras localizaciones. Al igual que el nuestro, existen estudios que sugieren una
relacién entre el aumento de las concentraciones de citoquinas proinflamatorias y una

disminucion de la DMO, asi como un mayor riesgo de fractura (154).

El FRAX® tiene como principal inconveniente no valorar como item la propia DM2. Diferentes
estudios han valorado la utilidad de esta herramienta en la DM, concluyendo que no es una
herramienta valida ya que infraestima el riesgo de fractura en esta poblacién (155). Un deterioro
de la microarquitectura 6sea y una distribucion ineficiente de la masa 6sea con insuficiencia de
mecanismos de reparacion y adaptacion parecen ser factores de relevancia (156). La revision
llevada a cabo por Botella y cols. (157) ponen de manifiesto que las herramientas habituales
para la prevencién de la fractura por fragilidad, como el FRAX® y la densitometria 6sea, no han
demostrado la suficiente eficacia en esta patologia, ya que infraestiman el riesgo y por lo tanto
proponen nuevas técnicas de evaluacion 6sea, como el TBS o los MRO como alternativa de
mayor utilidad. Debido a esto, se empieza a postular que la utilizacion del FRAX® ajustado por
TBS, ofrece una estimacion mejorada del riesgo de fractura en estos pacientes (158). En el
futuro se necesitan criterios especificos de estratificacion del riesgo. El desarrollo de métodos
mejorados para evaluar las propiedades materiales del hueso para caracterizar mejor el riesgo de
fractura es también una prioridad (159).

5.3 Objetivo 3: Medir las concentraciones de parametros bioquimicos para evaluar el
metabolismo fosfocalcico, la funcién renal y el metabolismo lipidico e
hidrocarbonado, asi como los MRO y de inflamacion en el momento basal, a los 6 y
a los 12 meses del inicio del estudio

5.3.1 Parametros bioquimicos del metabolismo fosfocélcico, funcion renal, metabolismo

glucidico, hormonas y metabolismo lipidico

En cuanto a los parametros bioquimicos determinados (metabolismo fosfocalcico, funcion renal,
metabolismo glucidico, hormonas y metabolismo lipidico) no se observan diferencias a lo largo
del estudio en ninguno de los dos tipos de DM. Al comparar estos parametros entre los dos

grupos estudiados, si encontramos diversas diferencias significativas.

Al estudiar el metabolismo fosfocélcico, a pesar de que en todos los puntos estudiados, los

niveles de calcio y fésforo, tanto en suero como en orina, se encuentran dentro de los intervalos
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de normalidad (Tabla 16), encontramos diferencias significativas en los valores de fésforo en
orina entre ambos tipos de DM en todos los puntos temporales estudiados, siendo estos valores

superiores en el caso de los pacientes con DML1.

La NOF aconseja a todas las personas a tener una ingesta adecuada de calcio en la dieta (al
menos 1,200 mg al dia), incluyendo suplementos si es necesario. La ingesta adecuada de calcio
durante toda la vida es necesaria para la adquisicion del pico de masa dsea y el subsiguiente

mantenimiento de la salud 6sea (94).

Es ampliamente conocida la necesidad de vitamina D para la formacion de los huesos, asi como
para la funcién y fuerza muscular. Diversos estudios asocian la deficiencia de vitamina D con
osteopenia y riesgo de caidas (15). La NOF recomienda una ingesta de 800 a 1.000 Ul de
vitamina D por dia para adultos mayores de 50 afios. Esta ingesta ayudara a alcanzar el nivel

deseado de vitamina D en suero de 30 ng/ml o superior.

La PTH y la vitamina D son los principales reguladores de la homeostasis del calcio. En nuestro
estudio, los pacientes con DM2 tienen valores de PTH més elevados que en la DM1, existiendo
un 6% de hiperparatiroidismo. Se observa deficiencia de vitamina D en ambos tipos de DM,
encontrandose valores discretamente inferiores en la DM2. Se observa una correlacion negativa
de esta vitamina con la presencia de obesidad, es decir, pacientes obesos, presentan valores mas
bajos de vitamina D.

Estos resultados concuerdan con la bibliografia actual, como el trabajo de Olmos y cols. (160)
que ponen de manifiesto en un estudio espafiol con 1.811 personas sanas, la correlacion
negativa entre los valores de vitamina D y el IMC. También hay estudios que revelan el déficit
de vitamina D en la DM1 (145) y otros que estudian la relacion entre niveles de vitamina D y
DM2 demostrando que existe una estrecha relacién entre hipovitaminosis D y la obesidad

caracteristica de esta enfermedad (161).

En animales de experimentacion la deficiencia de vitamina D inhibe la secrecion de insulina
pancreatica, por lo que parece que es esencial en la funcidn endocrina pancreética. Los pacientes
con hipovitaminosis D tienen una disfuncion de las células 3 pancreéaticas con alteracion en la
secrecion de insulina y aumento de la resistencia a esta. El papel que desempefia la vitamina D
en la secrecion de insulina parece deberse a un efecto directo de esta hormona sobre el receptor
VDR en las células pancredticas, o indirecto a través de las proteinas fijadoras de calcio.

Ademas se ha demostrado que existe una estrecha relacion entre hipovitaminosis D y obesidad,
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como también se pone de manifiesto nuestro estudio. Una disminucién de las concentraciones
plasmaticas de la vitamina D, tanto calcidiol como calcitriol, estimula la adipogénesis, y, por
ello, el aumento de la obesidad. Por lo tanto, no esta claro si la hipovitaminosis D es origen o

consecuencia del sobrepeso (162).

En la enfermedad renal, las alteraciones Oseo-metabdlicas son secundarias a la pérdida
progresiva de masa renal y funcion renal, que conlleva una retencion de fosforo y descenso de
los niveles de calcitriol, responsables de la resistencia esquelética a la accion de la PTH. En
nuestro estudio, observamos que los pacientes con DM2 tienen la funcion renal
significativamente mas deteriorada con diferencias entre ambos grupos en los tres puntos
temporales en practicamente todos los pardmetros estudiados, salvo en la comparacion de los
valores de urea en la determinacion anual (Tabla 17). Esto puede ser debido probablemente a la
coexistencia de otros factores de riesgo como la obesidad e HTA en este grupo de pacientes. Se
observan valores superiores a los rangos de normalidad en la DM2 en la creatinina y en ambos

grupos en la microalbuminuria.

El control glucidico es peor en DM1 debido probablemente a que este tipo de DM es, en
general, mas dificil de controlar. Este mal control produce estados de hiperglucemia que afectan
al hueso a través de diferentes mediadores, activando la proliferacion y diferenciacion
osteoclastica (107), asi como la supresién de la funcién y proliferacion de los osteoblastos (14).

El estudio epidemioldgico transversal multicéntrico realizado en consultas de atencion primaria
en Espafia en 5.591 pacientes (edad media 66,7 afios; 8,8 afios de evolucion), llevado a cabo por
A. Pérez y cols. (163) muestra valores medios de HbAlc de 7,1 %, concluyendo que la
proporcién de DM2 con deficiente control en Espafia es elevada. Datos que se corresponden con
lo encontrado en nuestro estudio, donde obtuvimos unos valores medios de HbAlc de 7,5% en

este grupo de estudio.

En cuanto a la funcion tiroidea, se compararon los valores de estos marcadores en funcion del
tipo de DM, sin observarse diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes en los tres

puntos temporales, encontrandose todas las determinaciones dentro del rango de normalidad.
Al comparar los parametros del metabolismo lipidico, los pacientes con DM1 tienen mayores

valores de colesterol total, cHDL y cLDL. Los valores de triglicéridos son mayores en los

pacientes con DM2 (Figura 26).
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La presencia de dislipemia, caracteristica de esta patologia, también va a contribuir a una
disminucién en la formacion de hueso (110). En nuestro estudio, encontramos una asociacion
positiva entre los niveles el cLDL y la DMO en cadera. Al revisar lo descrito en la literatura no
existe un consenso absoluto, y en muchos casos los resultados de las publicaciones muestran

ciertas discrepancias.

El estudio llevado a cabo por Poli y cols. (164) que incluy6 a 1.303 mujeres postmenopausicas
observaron que aquellas con niveles plasmaticos de cLDL superiores a 160 mg/dl tenian mas
del doble de probabilidad de presentar osteopenia lumbar que las mujeres con niveles de cLDL
mas bajos. Estos resultados difieren de nuestros hallazgos ya que en nuestra poblacion, mayores

concentraciones de cLDL se asocian a valores mas elevados de DMO.

En otro estudio similar, de 52 mujeres postmenopausicas con sobrepeso, Orozco y cols. (165)
observaron que las pacientes con un perfil lipidico alterado, presentaron una DMO mas baja en
la columna lumbar y en el cuello femoral, asi como un mayor riesgo de osteopenia, en
comparacion con las pacientes con un perfil lipidico normal, sugiriendo una posible asociacion

de la hiperlipidemia con la osteoporosis.

Estas diferencias observadas entre diferentes estudios, pueden deberse a las caracteristicas de la
poblacion, ya que nos encontramos con la problemética de que la mayor parte de los trabajos
han estudiado esta asociacion en mujeres postmenopausicas, por lo que contamos con ciertos

factores de confusion como puede ser el estado estrogénico de las mujeres.

Sin embargo, Solomon y cols. (166), en un trabajo que incluyé a 13.592 participantes en el
estudio NHANES 111 (1988-1994), y excluyendo a los sujetos con terapia hipolipemiante, no
objetivaron ninguna relacién significativa entre los pardmetros del metabolismo lipidico y la
DMO de cadera medida con DEXA.

En un trabajo que analiz6 a 289 varones esparfioles incluidos en la cohorte de Camargo (167), se
observa una asociacién directa entre los niveles séricos de colesterol total, cLDL y la DMO en
columna lumbar y cadera. Se puso de manifiesto que los varones con hipercolesterolemia tenian
una mayor DMO, en las mediciones de cadera, respecto a los varones con normocolesterolemia,

resultados que coinciden con los hallados en nuestro estudio.
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Otro de los resultados obtenidos en nuestro estudio es la asociacion entre los niveles elevados de
triglicéridos y la presencia de fracturas. La relacion hallada en los escasos trabajos publicados al

respecto, entre las alteraciones del metabolismo lipidico y las fracturas es poco concluyente.

El estudio de Yamaguchi y cols. (168), realizado 214 mujeres postmenopausicas observa una
relacion directa entre el cHDL y la DMO en la columna lumbar y el antebrazo, y una asociacion

positiva entre los valores de triglicéridos y la fractura vertebral prevalente.

Sin embargo, en el estudio de la cohorte de Camargo no se observa ninguna asociacion entre los
lipidos séricos y las fracturas vertebrales prevalentes. No obstante los niveles séricos de
colesterol total y de cLDL fueron mas bajos en varones con fracturas no vertebrales prevalentes
(167).

5.3.2 Parametros bioquimicos de remodelado 6seo

Actualmente la osteoporosis se diagnostica en base a la DMO, pero el uso de la densitometria
como herramienta diagnostica no esta libre de limitaciones ya que presenta un elevado coste, no
estd accesible en todos los centros y ofrece Unicamente informacion cuantitativa pero no
cualitativa, siendo la osteoporosis no s6lo un problema de densidad, sino también de calidad. Es
por esto que se ha sugerido que los MRO podrian ser una herramienta Gtil de cribado inicial
econdmico y accesible sin necesidad de recurrir a la densitometria. Los MRO son sustancias que
reflejan la actividad metabdlica del tejido 6seo en un momento puntual y, por tanto, pueden ser

Gtiles en la evaluacion de los trastornos metabolicos del hueso.

Para la elaboracion de esta tesis doctoral se han determinado los niveles de OC y PINP como
marcadores de formacion y de B-CTX como marcador de resorcion, ya que estos marcadores
han sido sugeridos por la Fundacion Internacional de Osteoporosis (IOF) y por la IFCC como
los marcadores 6seos apropiados para examinar el remodelado 6seo en la préctica clinica y en

centros de investigacion (99).

Con respecto a los resultados de los MRO encontrados en nuestro estudio, se han detectado
diferencias significativas entre los dos tipos de DM en los valores OC y P1NP en todos los
puntos temporales. Observamos en la DM2 valores significativamente inferiores en los

marcadores de formacién dsea (OC y P1NP), hallando valores patolégicamente disminuidos en
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el caso de la OC, y con tendencia a la significacion en el marcador de resorcion 6sea (B-CTX),
frente a la DM1 (Tabla 21).

Llama la atencion que tanto los marcadores de formacion, como el marcador de resorcion en la
DM2 presenten valores inferiores a los encontrados en DM1. Estos resultados no reflejan un
proceso claro de formacidon o destruccion de hueso, ya que los dos tipos de marcadores
presentan la misma cinética, pero si ponen de manifiesto una disminucion objetiva del

metabolismo 6seo, durante el cual disminuyen los niveles de los dos tipos de marcadores.

Los pacientes con DML1 tienen valores mayores de B-CTX, siendo ademés valores ligeramente
patoldgicos en todos los puntos temporales, lo cual justifica una mayor resorcion 6sea que los
pacientes con DM2 y por la tanto una menor DMO. Valores disminuidos en los marcadores de
formacion, asociados a una discreta elevacion en el de resorcion, sugiere que en la DM1, existe

una formacion ésea ineficaz asociada con una resorcion dsea acelerada.

Nuestros resultados son muy concordantes con los reflejados en la mayoria de los estudios de
MRO en DM, los cuales ponen de manifiesto que la OC se encuentra reducida en este tipo de
patologia. Sin embargo, en cuanto al resto de MRO estudiados, los resultados son mas
contradictorios.

Starup-Linde y cols. (125) ponen de manifiesto en un reciente estudio, que los valores de PLNP
y OC fueron menores en pacientes con DM2 en comparacion con DM1, mientras que los
valores de B-CTX fueron similares entre los dos grupos de pacientes, demostrando que en
pacientes con DM, el aumento de la glucosa plasmatica se asocia con niveles disminuidos de -

CTX, PINPy OC.

Hussein y cols. (169) reflejan en su trabajo realizado en una poblacién de 20 pacientes con DM2
y publicado en 2017, unos resultados concordantes con los nuestros. Estos autores encuentran

valores de OC significativamente mas bajos que los controles.
Por otro lado, Abd EI Dayem y cols. (170) reflejan valores de OC hasta cuatro veces menor en
jovenes con DM1 que la poblacion control (12,2 vs. 49,4 ng/ml) en una poblacién de 47

pacientes con DM1 y 30 controles.

En el estudio de Iglesias y cols.(102) realizado en una poblacion de 74 pacientes obesos

clasificados segun su tolerancia a la glucosa, los pacientes con DM2 mostraron niveles séricos
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de OC significativamente méas bajos que los encontrados en sujetos con tolerancia normal a la
glucosa. Sin embargo, no encontraron diferencias significativas en los niveles de PINP y B-

CTX entre los grupos de estudio.

Hamilton y cols. (152) realizaron un estudio prospectivo de 5 afios de evolucion, y observaron
que existe una tendencia a mayores concentraciones séricas de B-CTX en los pacientes con

DM1 que en DM2, resultados que concuerdan con los encontrados en nuestro estudio.

Un reciente estudio transversal llevado a cabo por Laurent y cols. (171) llevado a cabo en mas
de 3.000 hombres encontré que en hombres con sindrome metabolico, la formacion 6sea y la
resorcion, segun lo estimado por B-CTX, PINP y OC, fueron menores que en hombres sin
sindrome metabolico. La asociacion entre el sindrome metabd6lico y los MRO estuvo
particularmente correlacionada con la sensibilidad a la insulina, lo que indica que los individuos

insulinorresistentes pueden tener un remodelado éseo menor que los controles sanos.

Una disminucion del recambio 6seo puede aumentar la fragilidad ésea en pacientes con DM. La
literatura reciente sugiere que la DM reduce la calidad del hueso resultando el hueso diabético
mas fragil debido a la glicacion del colageno, lo que disminuye la resistencia de los enlaces
cruzados (172).

Respecto al estudio de las correlaciones, en nuestro estudio hemos encontrado varias
asociaciones estadisticamente significativas de los MRO. Las concentraciones de OC se asocian
de forma inversa, en todos los puntos temporales, con la obesidad, la dislipemia, la DMO
lumbar, la PTH, la IL-6, la glucosa y los triglicéridos y positivamente con el cHDL. Estos datos
reflejan, una menor concentracion de OC en la DM2, que a su vez son pacientes (al contrario
gue en la DM1) obesos y con dislipemia. En la DM2 hay valores mas elevados de IL-6, que
tiene efectos positivos sobre las osteoclastogénesis, disminuyendo asi la sintesis de OC. La
correlacion inversa entre OC y DMO reflejan en el caso de la DM2, que a pesar de tener
disminuida la formacién de hueso, tienen mayores valores de DMO lumbar, igual que reflejan

estudios anteriores, probablemente debido a la mayor carga mecéanica (123).

Al igual que en nuestro estudio, estudios recientes también han demostrado que la OC esté
inversamente relacionada con los niveles de glucosa en sangre y la presencia de dislipemias. En
el trabajo de Pittas y cols. (173) se muestran unos resultados bastante coincidentes con los

nuestros. Estos autores han demostrado que la concentracion sérica de OC esta inversamente
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asociada con la glucosa en ayunas, la insulina en ayunas, a la PCR ultrasensible, la IL-6, el IMC

y la grasa corporal.

Asi mismo, en el trabajo de Kindblom y cols. (174) llevado a cabo en 857 pacientes diabéticos
comparado con 1010 controles sanos, la OC estuvo inversamente relacionada con el IMC, la

masa grasa Y la glucosa plasmatica.

Teniendo en cuenta nuestros resultados obtenidos y los diversos estudios publicados, se deduce
de manera global que los niveles de OC no solo estan relacionados con el metabolismo del
hueso, sino también con el metabolismo energético de la glucosa y las grasas. Posterior a la
sintesis de OC, la fraccion descarboxilada con menos de 3 residuos carboxilados, tiene una
menor afinidad por el hueso, por lo que esta fraccidn se encuentra en la circulacion pudiendo

ejercer su funcion endocrina sobre las células B-pancreaticas y el adipocito.

La OC estimula la proliferacion de las células B-pancredticas y aumenta la produccion de
adiponectina dando como resultado un aumento de la sensibilidad a la insulina. En conjunto,
estas acciones revelan un mecanismo de retroalimentacién positiva entre las células -
pancredticas, el tejido adiposo y el hueso. La insulina mejora de la produccién de OC, que a su
vez aumenta la produccion de insulina y la sensibilidad a la misma (174)(175)(176)(177).

Lee y cols. (178) demostraron que la OC afecta a la adiposidad y a la homeostasis de la glucosa
en ratones. Los ratones con deficiencia en OC mostraron obesidad, hiperglicemia, intolerancia a
la glucosa y resistencia a la insulina. Cuando se administr6 OC a estos ratones, disminuy6 la

glucosa y aumento el nivel de insulina en sangre.

Al evaluar las concentraciones del otro marcador de formacidn, encontramos que el P1NP
correlaciona de forma inversa, en todos los puntos temporales, con la obesidad, la dislipemia,
los datos de DMO lumbar y glucosa y positivamente con el cHDL y la PTH. Estos datos
muestran que pacientes obesos y con la presencia de dislipemia, tienen una disminucién del
metabolismo 6seo con tendencia hacia la no formacion de hueso. Existen muy pocos estudios
que evalten el PANP en poblacion diabética y que justifiquen su relacién con el metabolismo
lipidico y glucidico. Esto puede ser debido a que es un marcador relativamente nuevo lo cual

hace necesario més estudios para demostrarlo.

Con el proposito de evaluar la utilidad clinica de los MRO en el diagndstico de patologia 6sea

en nuestra poblacion realizamos un estudio de curvas ROC. Para ello tomamos como variables
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de estado la presencia de patologia 6sea, es decir valores de DMO inferiores a -1 DE expresados

como T-score.

La evaluacion del grado de la presencia de patologia 0sea (osteopenia u osteoporosis) en los
pacientes con DM es determinante a la hora de efectuar un prondéstico y tomar decisiones
terapéuticas. Concretamente, la identificacion de patologia Gsea en estos pacientes reviste
mucha importancia desde el punto de vista clinico, ya que previniéndola se reducira la

morbilidad asociada a esta patologia.

Al evaluar los MRO para la identificacion de patologia ésea encontramos que s6lo la OC aportd
un AUC significativa en ambos grupos de estudio (Tabla 22). Sin embargo, el valor del AUC no
es demasiado elevado, sin alcanzar el valor de 0,8, punto que muchas publicaciones cientificas

refieren como el valor minimo desde el punto de vista clinico.

Por otro lado, se establecié como punto de corte dptimo para cada una de las variables aquel que
aportase la mejor relacién entre sensibilidad y especificidad. Al igual que ocurri6 al valorar las
AUCs, los resultados de sensibilidad y especificidad asociados a los puntos de corte tampoco
resultaron muy satisfactorios. Esto quedd patente al evaluar el indice de Youden de cada una de
las variables. Este indice, cuyos valores oscilan entre (-1) y (1), evalta de sensibilidad y
especificidad de manera dual, y se considera mejor cuanto mas se acerque su valor a uno, y en

este caso la OC, aun aportando el mejor resultado, no alcanza el 0,5 (Tabla 23).

Por tanto, estos resultados indican que, aunque la OC ha aportado valores de AUC significativos
en la identificacion de un estado de patologia dsea, desde el punto de vista clinico, y valorando
los resultados de sensibilidad y especificidad asociados al punto de corte escogido, ninguno

MRO se considera suficientemente confiable como para ser usado de forma aislada.

5.3.3 Parametros bioquimicos de inflamacién

La IL-6 es una citoquina multifuncional que media en la respuesta inflamatoria y de estrés. Se
calcula que la tercera parte de la concentracién circulante de IL-6 proviene del tejido adiposo.
La IL-6 contribuye a la patologia y a la fisiologia de la DM a través de sus interacciones con las
vias de sefializacion de la insulina y las células PB-pancreéticas, ademas de regular el
metabolismo dseo a través de la via endocrina contribuyendo al reclutamiento y diferenciacion

de pre-osteoclastos, favoreciendo asi la progresion de la pérdida 6sea. Igualmente la IL-6 puede
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regular el metabolismo 6seo indirectamente regulando la adiponectina y la leptina liberada de

los adipocitos.

Con respecto a los resultados encontrados en nuestra poblacion de estudio, los valores de I1L-6
aumentan a lo largo del estudio, haciéndose este cambio significativo en ambos tipos de DM.
Ademas se observa, con una fuerte significacion estadistica, que los pacientes con DM2
presentan valores mas elevados que los pacientes con DM1 (Tabla 24). Debido a estos
resultados, podemos sugerir que la inflamacion juega un papel importante en la patogénesis de

la diabetes.

Los valores de IL-6 en nuestro estudio se asocian de forma positiva con la edad, la HTA, la
dislipemia, la obesidad y de forma negativa con la OC, calcio en orina, fésforo en orina,

creatinina en orina, vitamina D y cHDL (Figura 34).

Estos resultados son muy concordantes con los reflejados en la mayoria de los estudios que
incluyen poblaciones de pacientes con DM, en donde suele encontrase que concentraciones
elevadas de IL-6 se asocian con IMC elevados, con la presencia de dislipemia, con la DM2 y
con laHTA.

Malenica y cols. (179) en un reciente estudio que incluy6 a 97 mujeres con DM2 y 107 mujeres
no diabéticas, muestran un aumento significativo de la IL-6 en la poblacion femenina diabética
en comparacion con los sujetos control, encontrando una correlacion significativa con la glucosa

y con el IMC.

En el trabajo de Mohieldein y cols. (180) llevado a cabo en 60 pacientes diabéticos tipo 2 como
grupo de estudio y 60 sujetos sanos como grupo control, también muestra una correlacién entre

los valores de IL-6 y el IMC.

La correlacion negativa entre la IL-6 y la vitamina D se puede explicar debido la accién
inmunomoduladora de la vitamina D, ya que inhibe la sintesis y las acciones de las PGs pro-
inflamatorias inhibiendo la expresion de la COX-2 y por lo tanto, su deficiencia es comin en
pacientes con valores elevados de citoquinas proinflamatorias. En concordancia con nuestro
estudio, Tiwari y col. (181) ponen de manifiesto en un estudio llevado a cabo con pacientes
diabéticos la asociacion entre la deficiencia de vitamina D y las elevadas concentraciones de

citoquinas inflamatorias, asi como el estudio de de Amal y cols. (182) donde también se
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demostrd una correlacion significativa y negativa entre los niveles plasmaticos de vitamina D y

de IL-6 en pacientes con DM2.

La asociacién encontrada en nuestro trabajo entre la IL-6, la dislipemia, la obesidad y la OC
probablemente se deba a la relacion de la obesidad con un estado proinflamatorio de bajo grado
mantenido, en el que el tejido adiposo parece estar implicado y que constituye un potencial
mecanismo de pérdida 6sea y un aumento del riesgo de fracturas, ya que esta citoquina estimula
la osteoclastogénesis y la resorcion dsea (107)(117). Los hallazgos del presente estudio ponen
de manifiesto el papel de la inflamacion, mediada por la IL-6, en el desarrollo de patologia dsea,
justificada por estudios previos que asocian la presencia de esta citoquina con la presencia de
obesidad y con la OC (173)(174).

5.4 Objetivo 4: Determinar la frecuencia genotipica de los SNPs de los genes VDR,
ESR1, OPG, RANKL e IL-6 en los diferentes grupos de diabéticos y compararla
entre si y con las descritas en la poblacion general, asi como estudiar las
correlaciones existentes con las manifestaciones clinicas, bioquimicas vy

densitométricas en estos pacientes.

La osteoporosis es una enfermedad compleja, multifactorial y multigénica. Son muchos los
factores de riesgo que intervienen en el desarrollo de la enfermedad y es la combinacién de ellos
lo que determinard la severidad de la misma y la respuesta al tratamiento. Dentro de estos
factores de riesgo, se incluyen variantes génicas cuya expresiéon fenotipica dependera de la
interaccién con otros genes, de factores ambientales y como no, de la presencia de

enfermedades concomitantes.

Para estudiar la posible influencia genética en este binomio DM-hueso, se han seleccionado
diferentes polimorfismos en genes candidatos que participan de algin modo en el metabolismo
6seo-mineral. Los genes escogidos, en funcion de la revision bibliografica previa, han sido: el
gen del VDR, el gen del ERS1, el gen de la OPG, el gen del RANKL y el gen de la IL-6.

5.4.1 Prevalencia de los polimorfismos en la poblacién estudiada y comparacién con la

poblacién control

En nuestro estudio, no se encontraron diferencias significativas entre los dos tipos de DM en la

prevalencia de los diferentes genotipos estudiados, salvo en el polimorfismo 174 G/C de la IL-6
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(rs1800795) en el que si se observan diferencias significativas entre los dos grupos de DM
Tabla 25).

Para realizar la comparacion de los diferentes alelos y genotipos de los polimorfismos
estudiados, se ha utilizado, como poblacién sana de referencia, la poblacion CEU del proyecto
GENOMOS 1000. Este proyecto se llevo a cabo entre los afios 2008-2015 y tenia como objetivo
encontrar la mayoria de variantes genéticas de poblaciones estudiadas que tuvieran una
frecuencia minima del 1%. De este modo se cre6 el mayor catalogo publico a nivel mundial de

genotipos humanos de libre acceso (128).

e Polimorfismos en el gen del VDR:

La vitamina D puede modular la secrecion de insulina y también posee efectos pleiotrépicos
sobre la patogénesis de la DM. En los ultimos afios, existen diversos estudios que pretenden
aclarar la asociacion de los polimorfismos en este gen con la DM en diferentes regiones y
grupos étnicos. A través de la revision de la literatura, encontramos que los resultados al

describir el genotipo de VDR fueron discrepantes.

En nuestro estudio, no encontramos diferencias de prevalencias en los polimorfismos de este
gen entre ambos grupos de estudio, ni comparados con la poblacion control, salvo en el caso del
polimorfismo Apal (rs7975232) donde observamos una mayor asociacion del genotipo CA en
DM1 y del genotipo AA en DM2 (Tabla 26).

El anélisis de frecuencias genotipicas del Bsml obtenidas en nuestro estudio (Tabla 26) son muy
similares a las obtenidas por Ji y cols. (183) en poblacidn caucésica. Del mismo modo, otros
estudios llevados a cabo en este tipo de poblacion muestran que no hay asociacion significativa
entre el genotipo de los cuatro polimorfismos del gen del VDR estudiados con la DM
(184)(185)(186).

Al igual que en nuestro trabajo, en el estudio de casos y controles de Marti y cols. (187) en 2
poblaciones espafiolas geograficamente cercanas (Barcelona y Navarra), ponen de manifiesto
que las frecuencias de los genotipos de Bsml y Fokl no muestran ninguna diferencia
significativa entre el grupo control y los pacientes con DM1. En el caso de Fokl existe una
tendencia hacia la significacion en la poblacion de Navarra, siendo el genotipo GG menos
frecuente en el grupo de pacientes con DM1. Estos ultimos datos difieren con los hallados en

nuestro estudio donde el genotipo menos frecuente en nuestra poblacion con DM1 es el AA.
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Estudios llevados a cabo en otras etnias demuestran asociacién entre los polimorfismos del
VDR y la DM, como es el caso del estudio de Wang y cols. (188)en el que asocian el alelo A
del Bsml con un mayor riesgo de DM1 vy el alelo C del Fokl con un aumento del riesgo de
DM2.

En cuanto al polimorfismo Apal del gen VDR, en el que si hemos encontrado diferencias con la
poblacion control, la distribucion genotipica del mismo varia significativamente en distinas
poblaciones poniendo de manifiesto la importancia de la influencia de la etnia/raza en este tipo
de estudios. Las frecuencias del genotipo AA en poblacién de origen Chino fue de 7,8%, del
15,1% en Japonesas, 25% en Turcas y 50% en Hispanas. En nuestro estudio hemos observado
una frecuencia del genotipo AA del 26,4% similar a la observada por Bustamante y cols. (189)
del 22,1%.

e Polimorfismos en el gen ESR1:

En cuanto a la comparacion de la frecuencia alélica y genotipica entre los diferentes grupos de
estudio y la poblacién control en los polimorfismos del gen ESR1, los resultados obtenidos en el
presente trabajo muestran que tanto en la poblacion general como en los pacientes con DM1
existe una tendencia a la significacion de que el genotipo AA no es el de mayor prevalencia para
el polimorfismo Xbal (rs9340799), como si ocurre en la poblacion control. (Tabla 26). El hecho
de gue exista esta tendencia a la significacién es muy trascendente, ya que implicaria que la
presencia de polimorfismos en el enzima de restriccion pueden estar implicados en la
patogénesis de la DM. Sin embargo, si lo que comparamos son frecuencias alélicas, si
obervamos diferencias significativas entre nuestra poblacion total de estudio y la poblacion
control (Tabla 27). Estos resultados sugieren una asociacion del polimorfismo de este gen con la

poblacién diabética.

Estos resultados coinciden con los hallados en el trabajo de Martinez Villanueva (190) en
poblacién murciana en el que se encuentra una asociacion significativa del polimorfismo Xbal

con la presencia de DM en su grupo de estudio.

Mohammadi y cols. (191) demostraron que las frecuencias alélicas de los polimorfismos Pvull
y Xbal fueron significativamente diferentes entre los pacientes con DM2 y los sujetos control.
Demostraron que el genotipo mayoritario de Pvull es TC y de Xbal es AG, mostrando una
reduccion de la frecuencia del genotipo AA de Xbal, resultados que concuerdan con los

hallados en nuestro estudio.
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Por otro lado, existen estudios en los que no se encontrd asociacion significativa entre la DM2 y
los polimorfismos Pvull y Xbal (192)(193). Las diferencias son atribuibles a las caracteristicas
intrinsecas de la poblacidn, especialmente a lo que a etnia y raza se refiere y que obviamente
influira en gran medida en los resultados referidos. Por otra parte, hay que tener en cuenta la

variabilidad de los estudios en cuanto al tamafio muestral y al disefio del estudio.

e Polimorfismos en el gen de la OPG:

En nuestro estudio analizamos la posible asociaciéon de polimorfismos en la region 1181 G/C,
163 A/G, 245 T/G de la OPG con la DM. No encontramos diferencias en la distribucién
genotipica ni alélica entre los diferentes grupos de paciente con DM y la poblacién control, lo
que interpretamos en el sentido de que ninguno de los polimorfismos estudiados seria un factor

de predisposicién genética para la DM.

La frecuencia de los distintos genotipos de los SNPs 1181 G/C, 163 A/G y 245 T/G del gen
OPG coincide con la hallada en un estudio espafiol llevado a cabo por La Piedra (194) en
pacientes hiperparatiroideos de una region de Cantabria.

En contrapartida a los resultados encontrados en nuestro estudio, Tu y cols. (31) demostraron
que el genotipo GG del polimorfismo 1181 G/C OPG se asocié con un mayor riesgo de DM2 en
mujeres chinas. No hemos encontrados estudios que analicen la prevalencia de los
polimorfismos 163 A/G y 245 T/G en la DM.

e Polimorfismos en el gen RANKL.:

En nuestro estudio encontramos diferencias de prevalencia entre la poblacién control y el grupo
de pacientes con DM1, donde la proporcion de los homocigotos GG es mayor en detrimento del
namero de homocigotos AA (Tabla 27), siendo la prevalencia del alelo mayoritario, el alelo A,
del 69,2%, significativamente inferior al encontrado en la poblacion control. Esto datos
coinciden con otros estudios llevados a cabo en poblacién oriental, (195)(196), en el que de la
misma manera, la proporcion de homocigotos GG es mayor con el consecuente descenso en la

prevalencia de genotipo AA.
La frecuencia de los distintos genotipos del polimorfismo rs2277438 del gen RANKL en
nuestro grupo de DM2 fue similar a la descrita en el estudio espafiol de La Piedra (194) donde,

del mismo modo que en nuestro estudio, se pone de manifiesto que el genotipo GG es el
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minoritario (0,0 % vs. 1,6%). La prevalencia genotipica del SNP del gen RANKL de nuestro

estudio también es similar a la de Dong y cols. (72) en poblacion caucasica.

e Polimorfismos en el gen de la IL-6:

Existen tres genotipos para este polimorfismo: GG, GC y CC, que parecen afectar a la
trascripcion de la citoquina. El genotipo GC presenta la prevalencia més elevada en la mayoria
de estudios poblacionales realizados hasta el momento en poblacién europea. El genotipo CC,
normalmente el de menor incidencia, ha sido relacionado con una menor expresion del gen y
con niveles menores de IL-6 circulante. Otros estudios, han relacionado al alelo G con una

mayor trascripcion del gen y con una mayor produccion de IL-6 (80).

En nuestro estudio encontramos diferencias de prevalencia entre ambos grupos de DM, ademas
encontramos diferencias significativas ente la prevalencia de cada grupo comparada con la
poblacién control. En la poblacion CEU el genotipo mas frecuente corresponde a la
combinacion heterocigota GC. La mayoria de los estudios poblacionales realizados en Europa
muestran a este genotipo como el mas prevalente y al genotipo CC como el de menor
frecuencia. En nuestro caso, existe concordancia para la baja frecuencia del genotipo CC en
ambos tipos de DM, pero sin embargo, el genotipo mayoritario difiere entre ambos grupos,
siendo igual que en la poblacién control en la DM1, mientras que el mayoritario en la DM2 es el
GG (Tabla 26). Se observan diferencias estadisticamente significativas en la distribucion
genotipica de este polimorfismo entre ambos grupos de DM, donde llama la atencion la
distribucion del genotipo CC que aun siendo el genotipo minoritario en ambos grupos, la
prevalencia de éste en la DM2 es mas de tres veces inferior a la encontrada en la DM1 (4,2% vs.
15,6%) y esta diferencia se hace mucho mas pronunciada si la comparamos con la poblacion
control (4,2% vs. 31,8%).

Los estudios en los cuales se evaluaron la frecuencia genotipica de este polimorfismo en DM
aportan resultados variables. En el estudio de Vozarova y cols. (77), entre los 329 sujetos
caucasicos espafioles estudiados, hubo una diferencia significativa en la distribucion genotipica
entre sujetos diabéticos y no diabéticos siendo el genotipo GG fue mas frecuente en pacientes
con DM2 que en sujetos sin DM. Ademas relacionaron el alelo G con una mayor resistencia a la
insulina y con un mayor riesgo de desarrollar DM2. Datos que que concuerdan con los hallados
en nuestro trabajo y que podemos comparar con nuestro estudio, ya que éste es llevado a cabo

en poblacion de la misma raza.
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Del mismo modo que en nuestro estudio, el genotipo GG en americanos nativos y caucasicos,
ha sido asociado a DM2, mientras un estudio sueco y otro de poblacion franco-canadiense han
relacionado al alelo C con indices de obesidad. En la poblacion espafiola, se ha asociado al alelo
G con hiperglucemia, con una disminucion en la sensibilidad a la insulina y con alteraciones
lipidicas (80).

Estas diferencias, al igual que ya hemos comentado en el resto de polimorfismos, pueden
justificarse por el origen étnico y la distribucidn geografica, asi como por la diferencia en los
tamafios de muestras utilizados. La ventaja principal de nuestro estudio es la homogenidad

etnia/raza de los participantes en el mismo.

5.4.2  Asociacion de los polimorfismos estudiados y la DMO

Nuestro estudio analiz6 si la DMO de una seleccidn de sujetos de una poblacién con DM estaba
genéticamente relacionada con una seleccion de genes candidatos conocidos por estar asociados

con la DMO y por estar implicados en el metabolismo dseo.

Los diferentes estudios de asociacion genética y osteoporosis/DMO realizados hasta la fecha
han mostrado resultados diversos. En nuestro trabajo hemos encontrado una asociacion directa
entre la DMO determinada en cadera y el modelo dominante del polimorfismo de la IL-6 en
nuestra poblacién con DM1 (Tabla 29). En cuanto a la poblacién con DM2 vy la relacion entre la
DMO vy los polimorfismos estudiados, encontramos asociacion en 3 de los 4 polimorfismos del
gen del VDR (Bsml, Apal y Taql).

e Polimorfismos en el gen del VDR:
En nuestro estudio, en los pacientes con DM2 encontramos una asociaciéon entre el modelo
dominante (AA+AG), del polimorfismo Bsml, presentando estos individuos menores valores de
DMO en columna lumbar (Tabla 37), concordando con diversos estudios que relacionan el alelo
A del Bsml con una menor DMO (197). También se ha encontrado una asociacion entre el
genotipo CC del polimorfismo Apal con una mayor DMO en columna lumbar. En cuanto al
polimorfismo Taql, hemos encontrado en este grupo de pacientes una asociacion significativa

entre el modelo recesivo (CC+TC) y una menor DMO en columna lumbar.

El polimorfismo Bsml del gen del VDR fue el primero en relacionarse con la adquisicion y/o

mantenimiento de la masa 6sea, aunque posteriormente no todos los estudios han confirmado
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esta asociacion. El primer estudio que demostré esta asociacion fue el de Morrison y cols. (56)
gue demostraron que las mujeres con genotipo AA del Bsml presentaban una menor DMO.
También el analisis de Thakkinistian y cols. (197) indic6 una débil pero estadisticamente
significativa relacion ente el alelo A de dicho polimorfismo y una DMO menor en la columna
lumbar. Estos resultados concuerdan con los hallados en nuestros pacientes con DM2 donde la

presencia del alelo A se asocia a una menor DMO en columna lumbar.

Nuestros resultados también son coincidentes con un estudio llevado a cabo por Martinez
Villanueva (190) en poblacién murciana. Este trabajo estudié la asociacion de diferentes
polimorfismos relacionados con la enfermedad 6sea en pacientes con transplante renal. Se
demostrd que los pacientes con genotipo AA del Bsml mostraban significativamente una menor
DMO en columna lumbar en el momento pretransplante. En cuanto al polimorfismo Fokl, no

demostraron asociacion con la DMO, igual que ocurre en nuestro estudio.

En contraposicion a nuestros resultados esta el estudio llevado a cabo por Botella Martinez
(198) en una cohorte de mujeres de la Comunidad Foral de Navarra, en el que no se observaron
diferencias significativas en la DMO en funcion del genotipo de los polimorfismos Bsml y
Fokl.

Los resultados encontrados en la bibliografia en cuanto al polimorfismo Apal son
contradictorios. Nuestros resultados se asemejan al estudio de Alvarez y cols. (57) donde se
encuentra asociacion entre el alelo A y el aumento de riesgo de fracturas y del genotipo CC
asociado a una mayor DMO (Figura 38), mientas que discrepan con otros que no sefialan
ninguna evidencia de asociacion (58).

Asi mismo, para el polimorfismo Tagl, nuestros resultados son concordantes con los reflejados
en el trabajo de Seyed y cols. (199) donde se asocia el alelo C del polimorfismo Tagl, con una
menor DMO (Figura 39).

e Polimorfismos en el gen ESR1:
En nuestro trabajo no hemos encontrado una asociacion directa entre la DMO y los genotipos
frecuentes del gen ESR1 (Pvull y Xbal). Nuestros resultados son concordantes con el

metaanalisis de loannidis y cols. (66) llevado a cabo en aproximadamente 20.000 individuos

procedentes de 8 centros europeos (proyecto GENOMOS). Este estudio llega a la conclusion de
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gue ninguno de los 2 polimorfismos o haplotipos tuvo ningun efecto estadisticamente

significativo sobre la DMO.

Del mismo modo, en el estudio de Martinez Villanueva (190) en pacientes con transplante renal
de la Region de Murcia, no se encuentra asociacion entre la DMO al inicio del estudio con los
genotipos de los polimorfismos Pvull y Xbal, sin embargo, se demuestra que la presencia del
genotipo AA del polimorfismo Xbal estd netamente asociado a una mayor pérdida de masa dsea

en cabeza femoral en el postransplante

Nuestros resultados también concuerdan con el estudio de Botella Martinez (198) en mujeres
navarras, en el que no se observaron diferencias significativas en la DMO en funcién del

genotipo de los polimorfismos Pvull y Xbal.

e Polimorfismos en el gen de la OPG:

En nuestro estudio no encontramos ninguna diferencia entre genotipos en el polimorfismo
1181 G/C, 163 A/G ni en el 245 T/G del gen OPG en cuanto a la DMO en los sujetos con DM.
Al igual que ha ocurrido con otros polimorfismos de este estudio, no encontramos estudios que
asocien estos polimorfismos con la DMO en la DM, por lo que la comparacion la realizamos
con otro tipo de pacientes.

En contrapartida con los resultados obtenidos en nuestro trabajo, en un estudio espafiol llevado a
cabo por La Piedra y cols. (70) los sujetos con hiperparatiroidismo primario y genotipo GG de
los SNPs 163 A/G y 245 T/G del gen OPG tuvieron una menor DMO en radio distal. También
encontraron para el polimorfismo 1181 G/C de la OPG en sujetos control, una mayor DMO

lumbar en el genotipo CC respecto del GG.

En el estudio de Garcia-Unzueta y cols. (200), en un grupo de mujeres espafiolas con diferentes
status hormonal, no encontraron diferencias significativas en la DMO segun el genotipo 163
AIG y 245 T/G, sin embargo, encontraron mayores valores de DMO de columna lumbar
mujeres con genotipo CC frente a aquellos con genotipo GC o GG. en el polimorfismo 1181
G/C de la OPG.
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e Polimorfismos en el gen RANKL.:

De acuerdo con otros trabajos previos en poblacion no diabética (196)(195) en nuestro estudio
no hemos encontrado ninguna asociaciéon significativa con la DMO entre los diferentes
genotipos del polimorfismo rs2277438 del gen RANKL en ninguno de los dos grupos

estudiados.

Sin embargo, en el estudio realizado por Dong y cols. (72) en una poblacion estadounidense,
encuentran relacion entre el haplotipo GG del SNP rs2277438 del gen RANKL y un mayor
indice de resistencia a la compresion en cuello femoral calculado a partir de la DMO por
DEXA.

e Polimorfismos en el gen de la IL-6:

En cuanto a la relacion entre la DMO y el polimorfismo 174 C/G de la IL-6 en nuestro estudio
encontramos una asociacion significativa en los pacientes con DM1, en el que el modelo

dominante (G/G+G/C) se asocia con una mayor DMO en cadera (Figura 36).

Muchos estudios han examinado la asociacién entre los polimorfismos del gen de la IL-6 y la

DMO, sin embargo, los resultados siguen siendo controvertidos.

Kusek y cols. (201) en un estudio llevado a cabo con 267 mujeres posmenopausicas de la region
de Wielkopolska demuestran que el polimorfismo 174 G/C de la IL-6 no tiene influencia sobre
el valor de la DMO en la poblacion investigada. Sin embargo, Ni y cols. (75) encontraron que
los individuos con el genotipo GG tenian un valor de DMO significativamente menor que
aquellos con genotipo CC en el cuello femoral y radio distal. A pesar de estos hallazgos, no

encontraron una diferencia estadisticamente significativa de la DMO en la columna vertebral.

Del mismo modo, y en contrapartida a nuestos resultados en DM1, en un estudio llevado a cabo
en poblacion turca, Deveci y cols. (202) demostraton que los valores de DMO de la columna
lumbar y la cadera fueron mas bajos en las mujeres con el genotipo GG, intermedio en los

heterocigotos y mas alto en mujeres con el genotipo CC.
Estas diferencias pueden deberse a diferencias en las etnias estudiadas y como inconveniente
tenemos que no hemos encontrado ningln estudio que evalue la asociacion entre la DMO vy los

polimorfismos del gen de la IL-6 en poblacién diabética, asi como la posibilidad de la
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heredabilidad de estas mutaciones asociadas a ciertos patrones genéticos caracteristicos de la
DM que no podemos evaluar y que para ello seria necesario realizar estudios poblacionales con

mayor numero de sujetos.

5.4.3 Asociacion entre los polimorfismos genéticos y las distintas caracteristicas clinicas

y los diferentes parametros bioquimicos de la poblacién

5.4.3.1 Polimorfismos en el gen del VDR

En nuestro estudio encontramos diversas asociaciones entre los marcadores bioquimicos
relacionados con el status 6seo del paciente diabético en todos los polimorfimos del gen de la
vitamina D estudiados. Sin embargo, la bibliografia publicada hasta la fecha muestra
discrepancias, probablemente debido al tipo de poblacion en la cual se lleva a cabo el estudio.
Encontramos escasos trabajos que estudien esta asociacon en pacientes con DM, y ninguno que

comparen ambos grupos de DM (1y 2).

En cuanto a los polimorfismos del gen de la vitamina D relacionados con valores de OC,
encontramos en nuestro estudio que las concentraciones plasmaticas de este marcador son
menores en el genotipo AA del Bsml en la DM1, en alelo A del Apal en ambos grupos, en el
gue ademas la presencia de este alelo en DM2 esté asociado a una menor DMO, y enel alelo T
del Fokl en DML1. El dnico polimorfismo del gen VDR con el gue no encontramos asociacion

con la OC es el polimorfismo Tag|l.

Estas asociaciones encontradas entre los niveles de OC y los polimorfismos del VDR, en 3 de
los 4 polimorfismos estudiados se pueden explicar debido a que el complejo calcitriol-VDR
participa en la regulacion de la transcripcion del gen de la OC, una de las principales proteinas
involucradas en la formacion 6sea en los osteoblastos. Los primeros estudios del posible efecto
de los polimorfismos del VDR sobre el metabolismo del hueso se hicieron sobre los niveles
séricos de OC, encontrandose una gran asociacion entre los alelos de los polimorfismos del
Bsml, Apal y Tagl y los niveles plasmaticos de OC, en una cohorte de 91 controles sanos (203).

En contraposicion a nuestros hallazgos, Feuz y cols. (204) determinaron los niveles séricos de
OC y el genotipo del polimorfismo Bsml en 97 mujeres embarazadas sanas. El genotipo AA se
asocio significativamente con un nivel mas alto de OC que el resto de genotipos. Sin embargo

no podemos comparar este tipo de estudios con el nuestro debido a que hay que contemplar la
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relacién de este marcador con el metabolismo hidrocarbonado gque hace que sus concentraciones

se vean significativamente disminuidas en la DM.

En nuestro estudio, las concentraciones B-CTX, se relacionan con el alelo G del polimorfismo
Bsml con valores méas elevados de dicho marcador en ambos tipos de DM sin alcanzar este
marcador, valores patolégicos por lo que estos resultados apoyan nuestra hipotesis de que el
metabolismo 6seo esta disminuido en esta patologia siendo por lo tanto el alelo A, con menores
valores de B-CTX, el alelo que mas disminuido tiene el remodelado 6seo, con tendencia hacia la
no formacién ni destruccion de hueso. Otro polimorfismo que se asocia con los valores de f3-
CTX tanto en DM1 como DM2 es el alelo C del Fokl que se asocia con valores mas elevados de
este marcador, alcanzando en el caso de la DM1, valores patolégicos. La bibliografia asocia este

alelo a una peor prondstico Gseo.

En cuanto a las hormonas calciotropas, en nuestro estudio, los pacientes con DM1 y alelo A del
polimorfismo Bsml, tienen mayores valores de vitamina D y PTH. Estos resultados concuerdan
con el estudio de Laaksonen y cols. (205) en mujeres finlandesas, lo que podria explicar las
diferencias en la absorcion de calcio entre los diferentes genotipos. Estos resultados coinciden
con nuestros hallazgos en pacientes con DM1, pero no en DM2, lo cual pone de manifiesto que

los procesos moleculares que afectan a la patologia 6sea difieren entre DM1y DM2.

Hasta la fecha, existen algunos datos publicados sobre la posible interaccion entre el
polimorfismo del gen VDR con los mediadores inmunes/inflamatorios en la DM, especialmente
en la DM2. Algunas de las acciones inmunes no clasicas de la vitamina D pueden indicar su
papel en la patogénesis de la DM2 a través de la regulacion de las citoquinas (IL-6). Aunque
hay evidencias para apoyar una relacion entre el estado de vitamina D, inflamacién crénica y
resistencia a la insulina, el mecanismo subyacente requiere mas estudios que lo demuestren. En
este sentido, en nuestro estudio, en pacientes con DM1 encontramos que los valores plasmaticos
de la IL-6 se encuentran disminuidos en presencia del alelo A del Apal, mientras que en el
genotipo TC del Fokl se encuentran valores elevados de esta citoquina. En el caso de la DM2 es
el alelo C del Fokl el que presenta valores mas elevados de IL-6. Ademas de estos hallazgos de
asociacion entre los polimorfismos del VDR y la IL-6, la asociacion enontrada entre las

concentraciones plasmaticas de ambos parametros (vitamina D e IL-6) apoyan esta hipotesis.
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5.4.3.2 Polimorfismos en el gen del ESR1

En nuestro estudio encontramos una asociacion significativa entre la DM1 y el IMC en el
polimorfismo Pvull. Estudios recientes de asociacion entre el polimorfismo Pvull del gen ESR1
y el IMC han dado resultados contradictorios. Nuestros resultados son inconsistentes con los
hallazgos previos en poblaciones chinas en el que no se encuentra asociacion de este
polimorfismo con el IMC (206). Sin embargo coinciden con otros que indican asociaciones
significativas entre el polimorfismo Pvull del gen ESR1 y el IMC en mujeres posmenopausicas
de raza caucasica (207), mujeres japonesas de mediana edad (208), mujeres blancas

posmenopausicas (209), familias afroamericanas (210) y poblacion brasilefia (211).

En el caso del Xbal, en nuestro estudio encontramos una asociacion significativa entre el
modelo dominante (AA+AG) en ambos grupos de DM y la presencia de dislipemia. Son
numerosas las referencias bibliograficas que relacionan los receptores de estrégenos con el
metabolismo lipidico. Nuestros hallazgos concuerdan con los resultados del estudio de
Rauschemberger y cols. (212) en el que muestran que el genotipo AG se asocia a la presencia

un peor perfil lipidico.

En nuestro estudio, en la DM1, el genotipo TC del Pvull se asocia con mayores valores de OC y
el alelo T con menores valores de IL-6. En el caso del polimorfismo Xbal, encontramos
mayores valores de IL-6 en el genotipo GA. En pacientes con DM2 se observa asociacion entre
la presencia del alelo T del Pvull con menores valores de -CTX, de IL-6 y de vitamina D. En
el caso del polimorfismo Xbal, se observan menores valores de B-CTX en la presencia del

alelo A.
En este punto la bibliografia muestra resultados dispares, pero en general, la gran mayoria de

articulos no detectan diferencias para los marcadores 6seos entre los diferentes polimorfismos
Pvull y Xbal (213)

5.4.3.3 Polimorfismos en el gen de la OPG

En nuestro estudio encontramos que el polimorfismo 1181G/C de la OPG se encuentra
relacionado con la presencia de retinopatia, tanto la poblacién total estudiada, como en la DM2

en particular, siendo mayoritaria la prevalencia en el caso de la presencia del alelo C.
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Estos resultados concuerdan con el estudio de Manko¢ y cols. (214) llevado a cabo en pacientes
caucasicos con DM2. Fue el primer estudio que demostrd que los portadores del genotipo CC y,
por tanto, el alelo C, tenian una mayor prevalencia de retinopatia diabética que aquellos con el
genotipo CG o el genotipo GG. Esto puede explicarse debido a la influencia que ejerce la OPG
en el tejido vascular, ya que la disminucion de la expresion de OPG ademas de asociarse a
severos cuadros de osteoporosis, y aumento de la actividad osteoclastica, se asocia también a
calcificacion arterial severa, lo que revela el papel protector de la OPG en el sistema vascular.
Asimismo, existen estudios que asocian la variante polimérfica CC con otras complicaciones
vasculares como es el caso del estudio de Biscetti y cols. (215) que informd de una asociacion
entre el genotipo CC y ACV en pacientes diabéticos italianos. En otro estudio sobre pacientes

con DM2, se observo una fuerte asociacion entre el alelo C y el pie diabético (216).

En nuestro estudio, el polimorfismo 163 A/G OPG se encuentra relacionado con la presencia de
fracturas previas, siendo en este caso la presencia del alelo A el que se asocia con una mayor
prevalencia de fracturas tanto en la poblacion total como en la DM1. También encontramos
relacion entre el polimorfismo 245 T/G OPG vy la presencia de fracturas previas. Del mismo
modo que en nuestro trabajo, en el estudio de Borofiova y cols. (217) se detectdé que el
polimorfismo 245T/G OPG se asoci6 a fracturas previas, por lo que podria usarse junto con
otros marcadores genéticos para identificar individuos con alto riesgo de fracturas
osteopordticas. También en un metaanalisis llevado a cabo por Sheng y cols. (218) se demuestra
que este polimorfismo se asocia con la presencia de fracturas. Sin embargo existen otros
articulos que no revelan ninguna asociacién entre los SNPs de la OPG y la presencia de
fracturas (219).

En nuestro estudio no observamos asociacion entre genotipo de los SNPs de la OPG y
marcadores bioquimicos, salvo en el caso del 1181 G/C OPG en el que se asocia el alelo C con
mayores valores de IL-6 y el genotipo CC con mayores valores de PINP en la DML1. En
contraposicion a los resultados de nuestro estudio, el trabajo de La Piedra y cols. (194) en
pacientes espafioles con hiperparatiroidismo primario se observan diferencias significativas en
las concentraciones plasméticas de OC en el caso del genotipo GG del 163A/G OPG. Para el
polimorfismo 245T/G OPG también encuentran diferencias significativas, presentando

concentraciones plasméticas mas elevadas de OC y B-CTX en presencia del genotipo GG.
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5.4.3.4 Polimorfismos en el gen del RANKL

En nuestro estudio, en este polimorfismo rs2277438 (A/G) del gen RANKL no se observa
ninguna asociacion significativa con los marcadores bioquimicos estudiados en ambos tipos de
DM. Al revisar la literatura, apenas existen trabajos que relacionen el genotipo de este
polimorfismo con los MRO, pero hallamos concordancia con un estudio espafiol realizado por
La Piedra y cols. (194) en pacientes con hiperparatiroidismo primario, en el que no se observan
diferencias significativas en funcion del genotipo en ningin parametro estudiado, ni en

marcadores de formacion ni de resorcion, ni en el caso de hormonas calciotropas.

5.4.3.5 Polimorfismos en el gen de la IL-6

Este polimorfismo en nuestro estudio se relaciona con la presencia de antecedentes de padres
con fractura en el caso de la DML, siendo en particular la presencia del alelo C el que hace
posible esta asociacion. También se encuentra una asociacion en dicho grupo de pacientes de

este polimorfismo con el IMC.

En el caso de pacientes con DM2, hemos encontrado asociacion de este polimorfismo con la
presencia de ACV. Nuestros resultados se correlacionan con los mdltiples estudios que
demuestran la asociacion entre el ACV y dicho polimorfismo (220)(221) en los que se
demuestra la asociacion del genotipo GG del 174G/C IL-6 con ACVs menos graves, mejor
pronostico a corto y largo plazo y supervivencia. Debido a estos hallazgos podemos determinar
que el genotipo GG parece ser protector contra la gravedad del ACV, el resultado y la
mortalidad.

Del mismo modo que en el estudio de Garnero y cols. (222), en nuestro estudio no encontramos
asociacion significativa entre los genotipos y los MRO, sin embargo, Ferrari y cols. (83)
determinaron que los niveles de B-CTX difirieron significativamente entre los genotipos de IL-6
observandose valores mas bajos en el caso del el genotipo CC, asociandose a una menor

resorcion dsea. En contraste, los niveles de OC no variaron segun el genotipo.
En cuanto a la asociacion con el resto de pardmetros bioguimicos s6lo encontramos asociacion

en pacientes con DM1 del alelo C con menores valores de I1L-6. Esto se puede explicar ya que

existen evidencias bibliograficas de que este polimorfismo produce una variante funcional, en el
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sentido de que el alelo C produce una actividad promotora de la IL-6 estimulada méas baja y

concentraciones de IL-6 circulantes inferiores en comparacion con el alelo G (223).

5,5 Objetivo 5: Estudiar la combinacion mas adecuada de los marcadores de
remodelado 6seo y de inflamacion con las variables clinicas para el diagndéstico y

seguimiento de la enfermedad dsea en el paciente diabético.

El diagnostico y seguimiento de la osteoporosis es conceptualmente complejo y ha dependido
durante mucho tiempo de la densitometria, pero en la actualidad cada vez es mas patente que
dicha patologia no es solo un problema de cantidad, sino también de calidad, especialmente en
la DM, por lo que el valor de esta técnica para evaluar el estado 6seo en el paciente diabético es

muy limitado.

Aunque la densitometria continda siendo el estandar de oro para la gradacion de la osteoporosis,
ya se ha explicado que este procedimiento tiene varias limitaciones en el caso de pacientes con
DM donde a pesar de una DMO maés elevada, en el caso de la DM2, nos encontramos con un

mayor riesgo de fractura.

En la actualidad, la determinacion de marcadores bioquimicos y polimorfismos de remodelado
0seo supone una propuesta novedosa en la evaluacion clinica de los pacientes con patologia
Osea al tratarse de mediciones no invasivas y relativamente econdémicas. La determinacion de
marcadores bioguimicos es una técnica mucho mas accesible y econdmica que el DEXA y en lo
referente a los SNPs, pese a su mayor coste, es una técnica que sélo realizaremos una vez en la
vida del individuo. Por todo esto, un modelo que combinase los biomarcadores y los

polimorfismos tendria la clara ventaja de una mayor disponibilidad.

Por tanto, elaboramos cuatro modelos diagndsticos que predijesen la probabilidad o riesgo de
que un paciente con DM tuviese osteoporosis u osteopenia. Para ello realizamos regresion
logistica binaria y evaluamos la utilidad que aportarian en la evaluacion del grado de patologia
Osea en nuestra cohorte de pacientes. El primer modelo comprendi6é variables clinicas,
parametros relacionados con la patologia diabética. El segundo modelo result6 de la inclusion
en el modelo anterior de los MRO. En el tercer modelo tuvimos en cuenta el marcador de
inflamacion estudiado. El cuarto y ultimo modelo supuso la adicion de los polimorfismos

asociados a patologia 6sea al tercer modelo.
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Se realizd un andlisis de regresion logistica tomando como variable la presencia de patologia
Osea (T-score inferior a -1,0 DE). Los cuatro modelos presentaron un nivel de calibracion
adecuado de acuerdo al resultado del test de Hosmer-Lemeshow. La calibracion es una medida
gue expresa la concordancia entre los resultados observados y las predicciones del modelo. En
otras palabras, es la capacidad del modelo de producir estimaciones no sesgadas de la
probabilidad del evento o variable de valoracidn, en nuestro caso la identificacion de patologia

Osea.

Al comparar la utilidad de los cuatro modelos mediante la diferencia de areas y el IDI, no se
observaron diferencias significativas al comparar los modelos con marcador de inflamacién con
aquellos que solo incluian OC y variables clinicas (3 vs. 2), pero por el contrario, el modelo con
los polimorfismos 6seos aportd resultados significativamente superiores a los que incluian

Unicamente marcadores bioguimicos (3 vs. 4).

Para estudiar la influencia que ejercen el resto de variables continuas, tanto clinicas como de
laboratorio, realizamos un analisis de regresion lineal maltiple. En el andlisis multivariado, se
confirmé que fueron factores predictores de patologia dsea, de forma independiente la edad, la
presencia de fracturas previas y la OC en los modelos 1, 2 y 3. Sin embargo en el modelo 4
(incluye SNPs) el unico factor predictor independiente es el alelo C del polimorfismo 1181 G/C
de la OPG.

Es evidente, segun los resultados aportados, que para la deteccion de patologia 6sea en la DM la
utilizacion de un modelo que combina marcadores bioquimicos y polimorfismos aporta mejores
resultados que el uso de los marcadores individuales. Las AUCs de los cuatro modelos son
superiores a cualquiera de las aportadas por los biomarcadores de manera aislada.

Teniendo en cuenta lo anterior, de manera global el modelo mas conveniente es el cuarto, que
incluye OC e IL-6 y el alelo C (Pvull) y el alelo C (1181 G/C OPG). Asi mismo, los altos
valores de sensibilidad (81,82%), especificidad (95,92%), VPP (81,8%) y VPN (95,9%) avalan

la utilizacion de este modelo para la identificacion de patologia 6sea.

A pesar de que no hemos encontrado en nuestra revision bibliografica, estudios que evalien este
tipo de modelos, en este sentido podemos afirmar que la OC, como ya hemos comentado
anteriormente, esta estrechamente relacionada con el metabolismo hidrocarbonado y con el
metabolismo Gseo en el paciente diabético y los resultados de estos modelos refuerzan la

utilidad de este marcador en el diagndstico de la patologia 6sea en DM, ya que analizado por si
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solo y a pesar de tener un buen AUC, no es del todo apto para usar de forma aislada, pero

combinado con diversas variables clinicas mejora significativamente.

El analisis multivariado también revel6 que el alelo C del polimorfismo 1181G/C de la OPG es
un factor independiente de patologia 6sea, lo cual va en consonancia con diversos estudios, en
concreto el estudio espafiol llevado a cabo por Garcia-Unzueta y cols. (200) en el que pone de
manifiesto que este polimorfismo esta fuertemente relacionado con la DMO de la columna, y

explicd 11,5% de la varianza siendo alelo C el asociado a una DMO mas alta.

En la actualidad no se recomienda la deteccion de la patologia 6sea o el tratamiento profilactico
en los pacientes con DM, tanto tipo 1 como 2, sin embargo en base a los resultados obtenidos en
este estudio se debe dar a esta poblacion de pacientes orientacion general sobre la ingesta de
calcio y vitamina D, el ejercicio y la prevencién de posibles factores de riesgo de osteoporosis,
asi como un seguimiento que permita una deteccion temprana de la patologia 6sea. A pesar de
los buenos resultados obtenidos con este modelo (variables clinicas, OC, IL-6 y SNPs), la
implantacion en la préctica clinica diaria deberia evaluarse con estudios adicionales que
validasen su utilidad. Ademds, seria interesante establecer su utilidad en la evaluacion del
pronostico de la patologia dsea, que en Ultima instancia, es el punto final mas relevante

clinicamente.

5.6 Limitaciones del estudio

La principal limitacidn del presente estudio reside en el insuficiente seguimiento longitudinal de
los pacientes, el cual probablemente proporcionaria informacion adicional para corroborar el
valor prondstico de los biomarcadores estudiados para predecir la progresiéon de la patologia.

Por este motivo, permanece abierto el estudio para posteriores evaluaciones.

Por problemas logisticos, solo se han genotipado 95 de los 165 pacientes incluidos en el estudio
(47 DM1 y 48 DM2). Para valorar el alcance de dicha pérdida, se ha realizado una prueba de
Levenne de calidad de varianzas que no muestra diferencias significativas entre la poblacion de

la que se disponen datos de SNPs y la poblacion perdida.
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6 CONCLUSIONES

1. Las caracteristicas de nuestra poblacion de estudio son comparables a las recogidas en
la bibliografia y extrapolables a la poblacion diabética de nuestro medio. Al comparar
los dos grupos de pacientes diabéticos encontramos diferencias significativas con
respecto a la edad, pero no con el sexo, manifestando como otros autores que la diabetes
es una patologia que afecta por igual a ambos sexos. Encontramos que los pacientes con
DM1 son més jovenes pero con mayor numero de afios de evolucion de la enfermedad.
En el grupo de pacientes con DM2 encontramos una mayor proporcion de obesidad,

HTA, dislipemia y cardiopatia isquémica.

2. La media del T-score en cadera fue superior en el grupo de DM1, mientras que en el
grupo con DM2 encontramos una mayor DMO en columna lumbar, probablemente
consecuencia de una mayor carga mecanica. No obstante, la prevalencia de osteopenia
fue superior al 20% en ambos grupos, encontrando incluso un 5% de pacientes
osteopordticos en el grupo de DM2. En ninguno de los dos grupos se encontr6 variacion
de la DMO en el intervalo de tiempo estudiado, por tanto estudios posteriores deberian
programarse en un plazo mas largo. En ambos grupos se observé una correlacion
positiva y estadisticamente significativa entre el IMC y la DMO. El riesgo de fractura a
10 afios calculado por el algoritmo FRAX® fue diferente para los dos tipos de diabetes,
siendo mayor la probabilidad de fractura en el grupo de DM2, con un valor
correspondiente a riesgo intermedio, pese a tener mayores valores de DMO, lo que pone

de manifiesto la escasa utilidad del DEXA en esta patologia.

3. Existe deficiencia de vitamina D en ambos grupos siendo mas acentuada en el caso de la
DM2. Los pacientes con DM2 tienen la funcién renal significativamente mas
deteriorada y el control glucidico es peor en el caso de la DM1. La presencia de
dislipemias se asocia negativamente a la calidad 6sea reflejada en la relacion entre los
niveles de cLDL y la DMO en cadera y de los triglicéridos con el riesgo de fracturas.
Los MRO manifiestan una disminucion objetiva del remodelado 6seo en la DM2 y una
disminuida formacién Gsea asociada con una resorcion Gsea acelerada en la DM1. La
OC demostré ser el MRO maés eficaz para el diagndstico de patologia 6sea. Los valores
de IL-6 aumentaron a lo largo del estudio, y fueron mas altos en pacientes con DM2, lo
que reflejé un estado proinflamatorio de bajo grado mantenido en estos pacientes que

constituye un potencial mecanismo de pérdida dsea y un aumento del riesgo de fractura.
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4. La prevalencia de los genotipos de los polimorfismos estudiados no difiere entre ambos

tipos de diabetes salvo en el caso del polimorfismo 174 G/C de la IL-6, donde la
frecuencia del alelo C es mayor en la DM1 comparado con la DM2, mientras que el
alelo G es el més prevalente en la DM2. Se encontraron diferencias de distribucion
genotipica al compararlas con la poblacion control en el polimorfismo Apal, Xbal y 174
G/C de la IL-6 en ambos grupos de diabetes y del polimorfismo RANKL entre la DM1
y la poblacion control. En pacientes con DM1, los valores de DMO en cadera fueron
mayores en aguellos pacientes con presencia del alelo G del polimorfismo 174 G/C de
la IL-6. Los pacientes afectos de DM2 mostraron una menor DMO asociada al alelo A
del Bsml, al alelo A del Apal y al alelo C del Tagl. Las concentraciones plasmaticas de
OC fueron menores en presencia del alelo A del Apal en ambos grupos de DM y en el
genotipo AA del Bsml y en el alelo T del Fokl en la DM1. Valores mas elevados de -
CTX, se encontraron asociados al alelo G del Bsml y al alelo C del Fokl en ambos tipos
de DM. Se relacionaron mayores concentraciones plasmaticas de IL-6 con el alelo C del

Apal en la DM1 y al alelo C del Fokl en ambos grupos.

La combinacién del modelo con variables clinicas, OC, IL-6 y Alelo C del Pvull y
Alelo C del 1181 G/C OPG, supone una opcion valida y mas eficaz que cualquiera de
las variables estudiadas de manera individual proporcionando un test adecuado para el
diagndstico y prevencion de patologia dsea en el paciente diabético en la practica

clinica.
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Anexo |: Resolucién del Comité Etico

N invoco
Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca"

Servicio

Murciano

de Salud

Ctra. Madrid - Cartagena e Tel. 968 36 95 00
30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunion del dia 24/07/2017, acta 07/2017 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. José Antonio Noguera Velasco referida al estudio:

Titulo: Diabetes Mellitus, osteoporosis y riesgo de fractura. Aportaciones de los polimorfismos y los biomarcadores
de remodelado dseo y de inflamacién

10, Considera que

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su
realizacidn es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacidn con los objetivos del estudio y estén
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacidn en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- Lacapacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio,

29, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Murcia, a 24 de julio de 2017

e

k]

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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Anexo I1: Consentimiento informado

SERVICIO DE ANALISIS CLINICOS Area
rea

CONSENTIMIENTO INFORMADO Murcia Oeste

Codigo del Estudio: " Estudio de polimorfismos y biomarcadores de remodelado 6seo y de

inflamacion en la Diabetes Mellitus”

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

(Nombre del investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento para
el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

- Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas
en el futuro para nuevos andlisis relacionados con la enfermedad o farmacos del estudio no

previstos en el protocolo actual.

SI O NO [

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:
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