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Resumen

Objetivos: El metabolismo 6seo se encuentra alterado en la
diabetes mellitus (DM). El objetivo de este estudio es evaluar
la relacion entre los marcadores de remodelado 6seo (MRO),
los polimorfismos en el gen receptor de la vitamina D (VDR) y
la densidad mineral 6sea (DMO) en la DM tipo 1 (T1D) y tipo 2
(T2D).

Métodos: Se incluyd a 165 pacientes (53 T1D y 112 T2D). La
DMO se midié mediante absorciometria de rayos X de
energia dual (DEXA). Se realiz6 un anélisis de la osteocalcina
(0C) en plasma, beta-CrossLaps (B-CTX), propéptido amino-
terminal del procoldgeno tipo 1 (PINP) y los polimorfismos
en el gen VDR.

Resultados: Se incluyé a 53 pacientes con T1D (41 afios
(31-48)) y 112 con T2D (60 afios [51-66]). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en relacién a la
DMO. Los pacientes con T1D presentaron niveles superiores
de OC (p<0,001) y PINP (p<0,001). Las 4reas bajo la curva para
la prediccion de patologia ésea para la OC fueron 0,732
(p=0,038) en T1D y 0,697 (p=0,007) en T2D. Se observd una
relacién estadisticamente significativa entre el alelo A de
Bsml (p=0,03), el alelo A de Apal (p=0,04) y el alelo C de Taql
(p=0,046) y una menor DMO. Asi mismo, se encontré una
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correlacion significativa entre los niveles elevados de OCy el
alelo G de BsmlI (p=0,044), el alelo C de Apal (p=0,011), el alelo
T de Taql (p=0,006) y el alelo C de FokI (p=0,004).
Conclusiones: El elevado valor predictivo negativo del
punto de corte de la OC indica que la OC podria ser util a la
hora de descartar el riesgo de pérdida dsea, lo que permitiria
disefiar un tratamiento personalizado para prevenir dicha
patologia.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) se caracteriza por niveles elevados
de glucosa en sangre que, con el tiempo, no sélo afectan gra-
vemente al corazon, los vasos sanguineos y otros 6rganos, sino
que estd asociada a un mayor riesgo de fracturas. Diversos
mecanismos como la hiperglucemia, la insulina, el estrés
oxidativo, y el déficit de vitamina D, entre otros, que ocurren
en ambos tipos de diabetes, pueden afectar a la fuerza y el
metabolismo 6seo [1]. Por lo tanto, es necesario realizar
pruebas de cribado de osteoporosis en pacientes con diabetes.

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), el
método de referencia para diagnosticar osteoporosis u
osteopenia, esla evaluacion de densidad mineral 6sea (DMO)
[2]. Sin embargo, dicha prueba presenta algunas limi-
taciones, ya que no proporciona informacién sobre la
calidad 6sea. Ademads, el diagnostico de osteoporosis en
pacientes diabéticos supone un reto, ya que, paradodjica-
mente, los DM tipo 2 (T2D) tienden a tener una DMO normal o
elevada, pero con un mayor riesgo de fracturas [3].

Por esta razdn, se requieren otros enfoques diagndsticos
para identificar el nexo entre la DM y la osteoporosis. Los
marcadores de remodelado dseo (MRO) han surgido como
alternativa a la evaluacion de la DMO, ya que reflejan la
actividad metabdlica del hueso. Aunque no estan validados
para el diagnoéstico, los niveles elevados de MRO predicen la
pérdida dsea y son utiles para evaluar la respuesta al
tratamiento.
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La mayoria de los estudios de MRO se han realizado en
mujeres posmenopausicas o en hombres de edad avanzada.
Los estudios que evalian los marcadores 6seos de sintesis y
resorcion en DM tipo 1 (T1D) y T2D han obtenido resultados
contradictorios, ya que mientras algunos de estos estudios
describen niveles reducidos de MRO, otros no muestran
diferencias significativas [4-6]. Parece que los pacientes
diabéticos muestran un patrén disociativo, puesto que los
cambios en la formacion 6sea no se ven reflejados en cam-
bios en la resorcion [7]. Es posible encontrar niveles bajos de
MRO con una DMO baja, normal o incluso elevada en
pacientes con mayor riesgo de fractura, lo que sugiere que
los intervalos de referencia tradicionales pueden no ser
adecuados para la toma de decisiones clinicas [8]. Por lo
tanto, se necesitan mas estudios para establecer la utilidad
de los MRO como herramienta de cribado en la poblacién
diabética.

Por otro lado, los estudios familiares y de gemelos
sugieren que la DMO tiene un alto grado de heredabilidad
[9]. Se han realizado multitud de estudios para identificar los
genes que contribuyen al desarrollo y mantenimiento de la
masa 6sea. El gen del receptor de la vitamina D (VDR) ha sido
objeto de numerosos estudios, debido al papel esencial que
desempefia la vitamina D en el metabolismo 6seo [10, 11]. Los
factores genéticos también son de gran interés en los
pacientes diabéticos, pero en la actualidad los estudios son
insuficientes, varian entre poblaciones y son limitados los
que combinan polimorfismos del gen VDR y el andlisis de los
MRO [12, 13]. Se necesitan mas conocimientos sobre la con-
tribucion genética al metabolismo dseo en la diabetes y
sobre los factores que pueden identificar a los pacientes con
alto riesgo de pérdida Gsea y, por tanto, con mayor proba-
bilidad de requerir tratamientos en el futuro.

En este contexto, los objetivos del presente estudio fueron:
(1) estudiar la asociacién entre los niveles de MRO (osteocalcina
(0Q)), beta-CrossLaps (B-CTX) y propéptido aminoterminal del
procolageno tipo 1 (PINP) con la DMO en pacientes con T1D y
T2D; (2) proporcionar informacién sobre si las variantes
genéticas de los polimorfismos del gen VDR predisponen a los
pacientes con diabetes a desarrollar osteoporosis.

Materiales y métodos
Sujetos y estudios clinicos

Llevamos a cabo un estudio prospectivo en el Hospital Clinico Uni-
versitario Virgen de la Arrixaca (Murcia, Espafia). La poblacién de
estudio estaba compuesta por 165 pacientes caucasicos diagnosticados
de DM (53 con tipo 1y 112 con tipo 2) (edad, 18-70 afios) reclutados en el
Departamento de Endocrinologia.
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Las personas con enfermedades oncolégicas, diabetes secundaria a
otras patologias, enfermedades o condiciones que afectan el recambio 6seo
fueron excluidas del estudio. También se excluyeron pacientes que estu-
vieran tomando glucocorticoides orales, terapia de reemplazo hormonal o
cualquier tratamiento que pudiera interferir con el metabolismo dseo.

En el momento del reclutamiento, se recopilaron datos relativos a
complicaciones derivadas de la diabetes, antecedentes familiares de
fracturas, habito tabaquico, consumo de alcohol, actividad fisica,
exposicion al sol, consumo de café, tiempo de evolucién de la diabetes y
tratamiento. Asi mismo, se midi6 la altura y el peso corporal y se calcul6
el indice de masa corporal (IMC). Se recopilaron datos sobre com-
plicaciones microvasculares (nefropatia, retinopatia y neuropatia) y
complicaciones macrovasculares (infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular y enfermedad vascular periférica).

Todos los sujetos reclutados dieron su consentimiento informado
por escrito. El estudio se realizé de acuerdo con la Declaracion de Hel-
sinki, y el protocolo fue aprobado por el Comité de Etica local.

Densitometria

La medicién de DMO se realizé mediante absorciometria de rayos X de
energia dual (DEXA) en la columna lumbar (L1-L4) y en los tres puntos
de la cadera derecha (cuello femoral) con el dispositivo Lunar DEXA,
DPX-L. La osteopenia se definié segtn los criterios de la OMS, con una
puntuacién T (T-score) para columna lumbar o cuello femoral entre — 1
DE y - 2,5 DE. La osteoporosis se definié con un T-score en columna
lumbar o cuello femoral inferior o igual a — 2,5 DE para las mujeres
posmenopéausicas y los hombres mayores de 50 afios. Para las mujeres
premenopdusicas y los hombres menores de 50 afios, la osteoporosis
se diagnosticé con una puntuacién Z (Z-score) de la DMO igual o inferior
a — 2 DE en la columna lumbar o el cuello femoral [14].

Analisis bioquimicos

Para evitar la variacion diurna, las muestras de sangre se recogieron
tras ayuno nocturno entre las 8:00 y las 10:00 en tubos vacutainer,
conservando una alicuota a —80 °C para su posterior andlisis. La medi-
cién de OC, B-CTX y PINP se realizé en el laboratorio de bioquimica del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca mediante quimio-
luminiscencia (ECLIA) en un analizador Cobas E411 (Roche Diagnostics).
Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron inferiores al
5%. Los limites de deteccion fueron 0,50 pg/L para la OC, 0,01 pg/L para
el B-CTX y 5 ug/L para el PINP.

Polimorfismos

Se seleccionaron cuatro polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
1rs1544410, rs7975232, rs731236 y rs2228570, que son algunos de los poli-
morfismos mas estudiados del gen VDR, en concreto, Bsml, Apal, Taql y
FokI respectivamente. Las frecuencias genotipicas y alélicas de la
poblacién de estudio se compararon con las de la poblacién de refe-
rencia (poblacién europea del Proyecto 1,000 Genomes y su subpo-
blacién IBS (poblacion ibérica espafiola)), extraidas de ensembl.org.

El ADN gendmico se aislé y purificé utilizando el kit de extraccién
CLART®MetaBone (GENOMICA) y se conservé a —20 °C hasta su posterior
analisis. El genotipado se realizé mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa a tiempo real con sondas HybProbe utilizando el analizador
LightCycler2.0® (Roche Diagnostics®).
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Analisis estadisticos

El andlisis estadistico se realizé con el programa IBM SPSS Statistics 23.0
(IBM, New York, NY, EE.UU). La distribucién normal de las muestras se
comprobd mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Las diferencias entre
grupos se evaluaron mediante la prueba t de Student para las variables
con distribucién normal, y con la prueba U de Mann Withney para
aquellas con distribucién no normal. Para las variables categdricas se
empleo la prueba de Chi cuadrado. Las correlaciones observadas en el
andlisis univariante se analizaron mediante las pruebas de correlacion
de Pearson y Spearman. Para analizar las relaciones independientes de
los MRO, se realizé el andlisis de regresién lineal multivariante. Se
realizé un andlisis de curva ROC para determinar el rendimiento diag-
néstico de los MRO. Se utiliz6 el indice de Youden para determinar un
punto de corte 6ptimo para la deteccién de patologia 6sea a través de los
MRO.

Los datos se resumieron como media + desviacién estdndar (DE)
para las variables cuantitativas y, como frecuencia, para las variables
cualitativas. Se comprobo el equilibrio de Hardy—Weinberg en la dis-
tribucién de genotipos mediante la prueba de chi-cuadrado. El efecto de
los genotipos sobre la DMO se evalu6é mediante el andlisis de varianza
para medidas repetidas. La significacién estadistica se establecié en
P<0,05.

Resultados

Caracteristicas demograficas y clinicas
basales

En la Tabla 1 se describen las caracteristicas demograficas y
clinicas basales del grupo de estudio. Como era de esperar, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los dos tipos de DM, en la edad, los afios de evolucién de la
enfermedad, la presencia de obesidad (p<0,001), de enfer-
medad isquémica cardiaca (p<0,01), hipertensién (p<0,001),
dislipidemia (p<0,001) y tratamiento (p<0,001). En compara-
cion con los pacientes con T1D, aquellos con T2D presentaban
un IMC (p<0,001) y una edad (p<0,001) significativamente
mayor, y una evolucion mads corta de la diabetes (p<0,001).

No se encontraron diferencias entre ambos grupos en
relacion al sexo, artritis reumatoide, habito tabaquico, con-
sumo de alcohol, exposicion solar, actividad fisica, ante-
cedentes personales o familiares de fracturas, asi como otras
comorbilidades (microangiopatia, nefropatia, retinopatia,
accidente cerebrovascular, neuropatia y enfermedad arte-
rial periférica).

Densidad mineral 6sea

No se encontraron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los dos grupos, en relacién a la DMO, evaluada
mediante T-score y Z-score femoral y lumbar (Tabla 2).
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Tabla 1: Caracteristicas demogréficas y clinicas de la poblacién de
estudio.

Variable T1D T2D Valor p
(n=53) (n=112)
Edad, afios 41(31-48) 60 (51-66) <0,001
Duracion, afios 16 (12-18) 12 (7-18) <0,001
Obesidad, % 15,1 75,9 <0,001
Tipo de obesidad, %
Bajo peso 3,8 0 p<0,001
Peso normal 47,2 6,3
Sobrepeso 34 17,9
Obesidad tipo 1 13,2 1,1
Obesidad tipo 2 0 241
Obesidad tipo 3 1,9 10,7
Comorbilidades, %
Microangiopatia 5,7 54 ns
Nefropatia 26,4 24,1 ns
Retinopatia 30,2 26,8 ns
Accidente cerebrovascular 0 09 ns
Neuropatia 18,9 143 ns
Enfermedad cardiaca isquémica 0 11,6 0,01
Enfermedad arterial periférica 3,8 36 ns
Hipertension 9,4 59,8 <0,001
Dislipidemia 18,9 75 <0,001
Fumadores, % 30,2 25 ns
Exposicién solar, %
Muy baja 23 8,6 ns
Suficiente 25 31,2 ns
Elevada 72,7 60,2 ns
Alcohol, % 0 09 ns
Actividad fisica, %
Sedentarismo 15,9 30,2 ns
Moderada 59,1 481
Moderadamente activa 18,2 17,9
Activa 6,8 38
Historia de fracturas osteopordticas, % 20,8 30,4 ns
Antecedentes personales de fracturas 13,2 12,5 ns
osteopordticas, %
Artritis reumatoide, % 1,9 3,6 ns
Medicacion, %
Metformina 5,7 77,7 <0,001
Inhibidores de DPP4 0,0 45,5 <0,001
Secretagogos 0,0 22,3 <0,001
Glitazonas 0,0 11,6 <0,001
Agonistas GLP1 1,9 26,8 <0,001
Insulina 94,3 64,3 <0,001

Los datos se presentan como medianas (rango intercuartilico [ICR]) para las
variables no paramétricas. p para la diferencia entre los pacientes con
diabetes tipo 1y tipo 2. T1D, diabetes tipo 1; T2D, diabetes tipo 2; ns, no
significativa.

A continuacidn, se clasificd a los pacientes segun los
criterios de la OMS para el diagndstico de la osteoporosis.
Asi, 42 pacientes (79,2 %) con T1D presentaron una DMO
normal, 11 pacientes (20,8 %) tenian una masa dsea baja y
ninguno de ellos tenia osteoporosis. Entre los pacientes con



DE GRUYTER

Tabla 2: Densidad mineral sea y marcadores de remodelado dseo en
los dos grupos de pacientes diabéticos.

Variable T1D (n=53) T2D (n=112) Valor p
T-score cadera, DE 0,14+ 1,0 0,14 +1,0 ns
T-score lumbar, DE 0,28 + 1,62 098 +1,74 ns
Z-score cadera, DE 0,71 + 1,08 08+143 ns
Masa ésea normal, % (n) 79,2 (42) 73,1(82) ns
Baja masa 6sea, % (n) 20,8 (11) 22,6 (25) ns
Osteoporosis, % (n) 0(0) 43(5) ns
HbA;, % 7,92 +£1,24 7,38 +127 0,022
Glucosa, mg/dL 160,34 + 81,9 144,99 £39,28 ns
PTH, pg/mL 25,52 + 8,4 31,17 + 18,15 ns
Vitamina D, ng/mL 21,71 £ 7,09 19,09 + 6,74 0,029
Creatinina, mg/dL 0,81 +£0,17 093+041 0,016
Colesterol, mg/dL 190,43 + 3525 172,47 +32,08 0,001
Triglicéridos, mg/dL 85,25 + 44,27 152,12+ 79,05  <0,001
0C, pg/L 17,65 + 7,29 12,73 £6,23  <0,001
B-CTX, pg/L 0,31 +£0,19 0,26 +0,18 ns
PINP, pg/L 55,17 + 37,25 37,52 £ 17,72 <0,001

Los datos se presentan como medias + DE para las variables continuas y
como medianas (rango intercuartilico [IRC]) para las variables no
paramétricas. p para la diferencia entre los pacientes con diabetes tipo 1y
tipo 2. T1D, diabetes tipo 1; T2D, diabetes tipo 2; DE, desviacién estandar;
ns, no significativa.

T2D, 82 (73,1%) tenian una DMO normal, 25 pacientes
(22,6 %) presentaban una masa 6sea baja y 5 (4,3 %) eran
osteoporéticos. No se observaron diferencias estadistica-
mente significativas entre los dos grupos, en cuanto a la
presencia de osteoporosis u osteopenia.

Dado que muy pocos pacientes en los dos grupos pade-
cian osteoporosis, agrupamos a los que presentaron osteo-
penia y/o osteoporosis en un unico grupo (denominado
‘patologia dsea’) y se compararon todos los pardmetros cli-
nicos y analiticos con los de pacientes sin patologia 6sea.

Marcadores de remodelado 6seo

Se compararon los MRO en pacientes con patologia 6sea con
aquellos con una DMO normal. Tanto en la T1D como en la
T2D, se detectaron concentraciones de OC significativamente
superiores en los pacientes que presentaban patologia 6sea
en comparacion con los que tenian una DMO adecuada (T1D:
158 + 51 vs. 22,0 + 8,4 ug/L, p=0,03 y T2D: 11,5 + 4,3 vs.
157 + 9,6 pg/L, p=0,021). PINP en TID (47,5 + 184 vs.
61,0 + 30,3 pg/L) y T2D (35,1 + 13,2 vs. 39,0 + 20,4 pg/L) y B-CTX
en T1D (0,28 + 0,1 vs. 0,37 + 0,2 pg/L) y T2D (0,27 + 0,21 vs.
0,26 + 0,16 ug/L) tendieron a ser mayores en pacientes con
patologia 6sea, aunque este cambio no alcanzd significacién
estadistica (Figura 1).
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Cabe sefialar que se encontraron niveles significativa-
mente mds altos de los marcadores de formacién 6sea OC
(p<0,001) y PINP (p<0,001) en pacientes con T1D en compa-
racion con T2D (Tabla 2). Por otro lado, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
B-CTX entre ambos grupos. Un numero significativo de
pacientes tuvieron niveles de OC por debajo de los valores de
referencia poblacionales en el momento del reclutamiento,
28 (53 %) T1D y 91 (81 %) T2D.

Se analizaron las posibles asociaciones entre los MRO y
otros marcadores analiticos y clinicos. Cabe destacar que, en
los pacientes con T1D, se observd una correlacién inversa y
significativa entre los niveles de OC y la DMO (Z-score
cadera: r=—0,509; p=0,016, T-score cadera: r=—0,399; p=0,021y
T-score lumbar: r=—0,329; p=0,022). Asimismo, en pacientes
con T2D, los niveles de OC y B-CTX se correlacionaron
negativamente con el T-score cadera (r=-0,327; p=0,006 y
r=-0,238; p=0,048 respectivamente).

Asi mismo, observamos una correlacién significativa
entre los niveles de OC y el metabolismo de la glucosa. En
pacientes con T1D, la OC mostré una correlacidn significa-
tiva e inversa con los niveles de hemoglobina glicosilada
(HbA%: r=-0,343; p=0,020). En la T2D, todos los MRO se
asociaron negativamente con la glucemia en ayunas (OC:

=-0,229; p=0,018, PB-CTX: r=-0,283; p=0,003 y PINP:
=-0,197; p=0,042) y B-CTX con HbA;. (HbA;.%: r=—0,374;
p<0,001).

A continuacién, evaluamos el rendimiento analitico de
cada MRO, asi como los puntos de corte con el mejor poder
discriminatorio para detectar patologia 6sea (Tabla 3). Las
areas bajo la curva (AUC) de B-CTX y PINP para la deteccion
de patologia 6sea no fueron significativas ni en T1D ni en
T2D. El andlisis multivariante mostré que la OC era un factor
predictivo independiente de patologia dsea (odds ratio [OR]:
1,16; CI:1,05-1,28; p=0,003).

Polimorfismos en el gen receptor de la
vitamina D

Frecuencias alélicas y genotipicas de VDR

En la Tabla 4 se muestran las frecuencias genotipicas y alé-
licas de los polimorfismos en el gen VDR en toda la poblacion
y los subgrupos de poblacién (T1D y T2D), comparadas con la
poblacién de control (poblacién europea del Proyecto 1,000
Genomes y su subpoblacion ibérica espafiola (IBS)). La dis-
tribucién de los genotipos coincidié con lo esperado, segun el
equilibro de Hardy-Weinberg. Se registraron las mayores
frecuencias de genotipos heterocigotos para todos los poli-
morfismos examinados.
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Figura 1: Niveles de los marcadores de remodelado dseo OC (A), B-CTX (B) yPINP (C) en la TID y TD2 en pacientes con densidad mineral 6sea normal,
frente a los pacientes con patologia 6sea (osteopenia u osteoporosis) en el momento del reclutamiento. Las barras representan la media + SEM. * Los

valores p indican diferencias significativas (p < 0.05).

Tabla 3: Puntos de corte y AUC de osteocalcina para detectar patologia 6sea,

Punto corte, Sensibilidad, Especifidad, VPP, % VPN, % AUC IC95% Valor p

Hg/L % %
T1D 20,54 67 86 67 86 0,732 0,52-0,94 0,038
12D 12,88 65 79 57 84 0,697 0,57-0,80 0,007

T1D, diabetes tipo 1; T2D, diabetes tipo 2; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; AUC, area bajo la curva; IC, intervalo de confianza.

No se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los pacientes con T1D y T2D en las frecuencias
genotipicas y alélicas de los SNP estudiados (excepto para
Apal). Asi, a continuacién, se evaluaron los polimorfismos
agrupando la T1D y la T2D en un unico grupo. Observamos
una relacién estadisticamente significativa entre el poli-
morfismo Apal y la DM. El genotipo A/C fue més frecuente en
pacientes con T1D (p<0,001) y en pacientes con T2D (p<0,001),
en comparacién con la poblacién control. Hallamos una
asociacion significativa entre el polimorfismo FokI y la T2D

cuando se compar6 con la poblacién europea, pero no
cuando se comparé con la subpoblacion ibérica (Tabla 4).

Asociacion entre el polimorfismo VDR, la densidad
mineral 6sea y los marcadores de remodelado 6seo

BsmI

La DMO lumbar (T-score) fue significativamente menor en los
pacientes con el alelo A (modelo recesivo (GG vs. A/A+A/G)
(1,36 + 1,16 vs. 0,50 + 1,54; p=0,03)) (Figura 2). Del mismo modo,
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Tabla 4: Comparacion de las frecuencias genotipicas y alélicas entre los diferentes grupos de estudio y la poblacién control.

SNP Poblacion Todos los pacientes T1D T2D
control

EUR IBS

FG FG FG p’ p° FG P’ p° FG p? p°
BsmlI (rs1544410)
Genotipo, G/A
G/G 37 31 32,2 ns ns 333 ns ns 31,4 ns ns
A/G 45 50 48,3 50 471
A/A 18 19 19,5 16,7 21,6
Alelo
G 60 56 53,5 ns ns 54,3 ns ns 53 ns ns
A 40 44 46,5 45,7 47
Apal (rs7975232)
Genotipo, C/A
c/C 23 23 22 <0,001 <0,001 21,1 <0,001 <0,05 22,6 <0,001 <0,001
A/C 34 36 51,6 57,9 47,2
A/A 43 39 26,4 21,1 30,2
Alelo
C 45 43 48,6 ns ns 50 ns ns 47,5 ns ns
A 55 57 51,4 50 52,6
TaqI (rs731236)
Genotipo, T/C
/T 38 33 34,4 ns ns 35,9 ns ns 333 ns ns
T/C 44 48 48,9 51,3 471
C/C 18 19 16,7 12,8 19,6
Alelo
T 60 57 54,9 ns ns 58,3 ns ns 54,9 ns ns
C 40 42 45,1 41,6 45,1
FokI (rs2228570)
Genotipo, C/T
T 16 13 7,8 ns ns 10 ns ns 6 <0,05 ns
T 44 39 M1 42,5 40
c/C 40 48 51,1 47,5 54
Alelo
T 38 33 34,7 ns ns 36,8 ns ns 36,8 ns ns
C 62 67 65,4 63,2 63,2

Los datos se presentan como porcentajes. °p: para las diferencias entre los datos de los pacientes control (poblacidn europea del proyecto 1,000 Genomas)
y °p: para las diferencias entre los datos de los pacientes control (subpoblacién europea (poblacién ibérica de Espafia)) y los pacientes con T1D y T2D. EUR,
Europea; IBS, Ibérica, FG, frecuencia genotipica; T1D, diabetes tipo 1; T2D, diabetes tipo 2; ns, no significativa.

observamos una correlacién entre los MRO y el polimorfismo
Bsml. Las concentraciones de OC y B-CTX fueron significati-
vamente superiores en los portadores del alelo G frente a los
no portadores (modelo dominante (G/G+G/A vs. A/A)), para la
0C (1545 + 7,98 vs. 12 + 6,68 ug/L; p=0,044) y para p-CTX
(0,31 + 0,23 vs. 0,19 + 0,09 ug/L; p=0,016). Del mismo modo, se
confirmd una correlacién entre el genotipo BsmlI 'y los niveles
de B-CTX (G/G=0,28 + 017pg/L; A/G=0,34 + 0,26 pg/L;
A/A=0,19 + 0,09 pg/L (p=0,027)).

Apal
Se observé una menor DMO lumbar (T-score) en presencia
del alelo A (modelo recesivo (CC vs. A/A + A/C) (1,53 + 1,98 vs.

0,56 +1,44; p=0,04) (Figura 2). Este SNP también se asocid con
los niveles de OC. Se observo una diferencia estadistica-
mente significativa en los niveles de OC entre los diferentes
genotipos (C/C=13,0 + 6,04 ug/L; A/C=14,05 + 5,02 ug/L;
A/A=9,90 + 3,21ug/L (p=0,031)), siendo dichas concen-
traciones significativamente superiores en los portadores
del alelo C (modelo dominante (C/C+C/A vs. A/A) (13,73 + 5,29
vs. 9,89 + 3,21 ug/L; p=0,011)).

Taql

Los portadores del alelo C de Taql (modelo recesivo (T/T vs.
T/C + C/C) presentaron una DMO (T-score) significativamente
menor (1,27 + 1,54 vs. 0,49 + 1,62; p=0,046) (Figura 2).
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Figura 2: Niveles de DMO (T-score lumbar) segln la presencia de los SNP BsmI (A), Apal (B), y TaqI (C) en el gen VDR agrupados de acuerdo con la
presencia de alelos polimérficos. Los datos se presentan como medias + DE. * p indica las diferencias significativas (p < 0,05).

Asimismo, este SNP se asocid con los niveles de OC
(T/T=14,05 + 5,82 ug/L; T/C=12,86 + 4,34 ug/L; C/C=8,97 + 2,87 ug/L
(p=0,021)). Los individuos con alelo T (modelo dominante
T/T+T/C vs. C/C) tenian niveles de OC significativamente mas
altos que los que no portadores (13,40 + 5,05 vs. 8,97 + 2,87 pg/L;
p=0,006).

FokI

No se observo ninguna relacion entre FokI y la DMO, sin
embargo, los niveles de OC fueron significativamente
mas altos en los pacientes con el alelo C (modelo recesivo
T/T frente a C/C + C/T (11.13+0.89 vs. 15.18 + 8.17 ug/L;
p=0.004)).

La relacion entre los polimorfismos del gen VDR con la
DMO y los MRO se proporcionan en el material suple-
mentario (Tabla Suplementaria 1).

Discusion

Los principales hallazgos del presente estudio son los
siguientes: (1) No se observaron diferencias en la DMO entre
pacientes con T1D o T2D, pero los marcadores de formacion
OC y PINP fueron mas bhajos en T2D frente a T1D; (2) un
elevado porcentaje de pacientes diabéticos presento niveles
de OC por debajo de los valores de referencia; (3) valores



DE GRUYTER

bajos de OC se asociaron a una mayor DMO y a un peor
control glucémico; (4) los alelos A de BsmlI, A de Apal y C de
TaqI se asociaron a una menor DMO lumbar y (5) los alelos G
de Bsml, C de Apal y T de Taql y C de FokI se asociaron a
niveles mas altos de OC.

Densidad mineral dsea en pacientes con
diabetes tipo 1y tipo 2

En el presente estudio no encontramos diferencias en la
DMO, ni en la prevalencia de patologia dsea entre pacientes
con T1D y T2D, a pesar de la diferencia de edad, un factor que
influye en la masa dsea del individuo. Estos resultados
concuerdan con el estudio de Leidig-Bruckner y col. [15],
donde la prevalencia de osteoporosis en ambos sexos fue
equivalente en T1D y T2D, pero menor en T2D en compara-
cién con la poblacidn sana. El estudio de Diaz-Curiel y col. en
una cohorte de mujeres sanas espafiolas revelé una preva-
lencia de la osteopenia (13 %) ligeramente inferior a la
hallada en nuestro estudio en pacientes de la misma edad
con T1D [16]. Esto podria deberse a que la T1D se desarrolla
afios antes de alcanzar el pico de masa dsea, y, por tanto, el
cambio en el metabolismo debido a la presencia de la
enfermedad, afecta al desarrollo 6seo. En la T2D, se observé
una prevalencia de la osteopenia inferior a la esperada para
el mismo rango de edad en la poblacidén sana (22,6 % frente a
42-50 %), 1o que sugiere que el uso de DEXA puede no ser la
mejor herramienta a la hora de clasificar a los pacientes
diabéticos [16].

Utilidad de los marcadores de remodelado
6seo en pacientes diabéticos

Diferentes estudios han evaluado la capacidad de la MRO
para predecir la tasa de pérdida dsea, observando que
niveles mas elevados de MRO se asocian a una mayor tasa de
pérdida dsea. Nuestros resultados concuerdan con trabajos
previos que describen, paradéjicamente, que los niveles de
OC son inferiores al rango de referencia tanto en la T1D como
enla T2D, lo que refleja una menor formacion 6sea en ambos
tipos [9-12].

Nuestro estudio muestra que los niveles de OC y PINP
eran mas bajos en los pacientes con T2D que en los pacientes
con T1D, sin diferencias en los niveles de f-CTX entre ambos
grupos. Asimismo, estos resultados concuerdan con trabajos
previos [17-21]. La insulina tiene un efecto anabdlico sobre el
hueso, por lo que el hallazgo de niveles inferiores de OC enla
T2D podria estar relacionado con la resistencia a la insulina
que caracteriza a este tipo de pacientes.
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Este estudio amplia estos hallazgos al demostrar que la
disminucién de la OC se asocia a una mayor DMO y el
analisis de las curvas ROC sugiere que la OC puede ser una
herramienta de cribado tutil para seleccionar pacientes
diabéticos con probable patologia dsea. La OC no solo
regula la formacién 6sea, sino que también ejerce otras
funciones en otros tejidos, como el pancreas y el tejido
adiposo, entre las que se encuentran la regulacién de la
glucosa y el metabolismo energético. La OC esta regulada
por varias hormonas, como la insulina, que se une a los
osteoblastos y provoca la secrecion de OC, que a su vez
promueve la proliferacién de células § y el aumento de la
secrecién de insulina, contribuyendo asi al control osteo-
metabdlico [22]. Nuestro hallazgo de que los niveles de OC
se correlacionan significativa y negativamente con la HbA,,
enla T1D y con la glucemia en ayunas en la T2D concuerda
con esta idea de que la OC funciona como una hormona que
regula el metabolismo de la glucosa [23]. La estrecha relacién
entre la OC y el metabolismo energético, cuya regulacién se
ve afectada en la DM, indican la necesidad de establecer un
punto de corte inferior para la OC para la deteccién de
alteraciones dseas en individuos con DM. De este modo,
proponemos un punto de corte inferior de OC para los
pacientes diabéticos que podria ayudar a los especialistas a
identificar a los pacientes con mayor riesgo de sufrir pérdida
de masa 6sea.

Asociacion entre los polimorfismos en el gen
VDR con el metabolismo 6seo

Se investig6 la asociacion entre varios SNP en el gen VDR y el
riesgo de osteoporosis. Los datos obtenidos muestran que
Apal fue el unico SNP asociado con la DM. Estos resultados
concuerdan con estudios previos en los que se analizaron los
polimorfismos del VDR en diferentes tipos de diabetes
[24-26]. Los resultados del andlisis de las frecuencias geno-
tipicas de BsmI'y FokI obtenidos en nuestro estudio son muy
similares a los informados por Ji y col [27]. en una poblacién
caucasica y en dos poblaciones espafiolas [28], en los que no
se observaron diferencias en las frecuencias genotipicas de
Bsmly Fokl entre el grupo de control y los pacientes con T1D.
Sin embargo, otros estudios realizados en otros grupos
étnicos muestran una asociacion entre los polimorfismos en
VDR y la DM [29, 30].

Observamos una asociacion entre los alelos de los poli-
morfismos en Bsml, Apal 'y TaqI y 1a DMO lumbar, y de todos
los polimorfismos estudiados con los niveles plasmaticos de
OC. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el meta-
andlisis realizado por Thakkinstian y col. [31], Jia y col. [32], un
estudio en poblacién pediatrica [33] y los publicados por
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Alvarez-Hernandez y col. [10], donde la presencia del genotipo
A/A de BsmI comparado con la combinacion de los otros dos
genotipos se asocid a niveles reducidos de DMO lumbar. Dicho
estudio concluye que los genotipos G/G de Bsml, C/C de Apal y
C/C de Taql estan asociados a niveles superiores de DMO
lumbar y niveles circulantes de OC elevados. Nuestro estudio
respalda dichos hallazgos, a excepcion de Taql, donde obtu-
vimos resultados opuestos, esto es, valores inferiores de DMO
lumbar y OC en presencia del alelo C de Tagl. Estas diferencias
en Taql pueden ser debidas a la poblacién seleccionada, ya
que existe gran variabilidad en los resultados de los estudios
sobre la influencia de los SNP VDR sobre la DMO y los niveles
de MRO [13]. Esto podria explicarse por el desequilibrio del
ligamento, tamafios de muestra insuficientes, o la heteroge-
neidad de las poblaciones estudiadas. Ademas, 1a mayoria de
los estudios se han realizado en mujeres premenopausicas y
posmenopdausicas, habiendo pocos datos disponibles en
hombres. Una de las fortalezas del presente estudio es que, al
incluir a hombres diabéticos en la muestra, completamos los
resultados hasta ahora existentes.

Ala luz de los resultados obtenidos, los genotipos Bsml,
Apal y Taql estan potencialmente asociados a la DMO en
pacientes diabéticos, aunque no parecen ser especificos de
enfermedad diabética, ya que la distribucién de frecuencias
no difiere de la de la poblacion general. Debido al efecto
negativo de ciertos alelos sobre 1a DMO y la OC, el presente
estudio indica que los polimorfismos en el gen VDR podrian
contribuir a la pérdida dsea en pacientes diabéticos. No
obstante, es preciso dilucidar en futuros estudios la utilidad
clinica de estos hallazgos.

Este estudio presenta algunas limitaciones. En primer
lugar, no se evalud la calidad dsea mediante el andlisis qCT o
Trabecular Bone Score. Asi mismo, se emple6 un tamafio de
muestra limitado para el andlisis genético. Finalmente, se
trata de un estudio trasversal, por lo que no se realizé un
seguimiento de los MRO para evaluar la posible utilidad
clinica de la OC en el seguimiento de los pacientes.

En conclusion, los datos obtenidos en el presente estu-
dio revelan que no existen diferencias en la DMO entre los
pacientes con T1D y T2D y que la OC podria ser un marcador
candidato para el cribado de la pérdida ésea en pacientes
diabéticos. El elevado valor predictivo negativo del punto de
corte de la OC indica que ésta podria ser util a la hora de
descartar el riesgo de sufrir pérdida dsea, permitiendo
ofrecer un abordaje clinico personalizado para prevenir esta
patologia. Son necesarios futuros estudios para validar estos
nuevos puntos de corte asociados a la calidad 6sea.

Aprobacién ética: El estudio se realiz6 de conformidad con
la Declaracion de Helsinki, y su protocolo fue aprobado por
el Comité de Etica local.
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Consentimiento informado: Todos los individuos incluidos
en este estudio, o sus tutores legales o pupilos han otorgado
su consentimiento explicito.

Contribucién de los autores: Todos los autores han contribuido
sustancialmente a este proyecto. Todos los autores han
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de una beca de Roche Diagnostics.
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