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Introduccion

La osteoporosis y la diabetes mellitus 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 poblacién
general. Aunque diversos estudios observacionales han investigado la
asociacién entre ambas, el mecanismo por el que la diabetes favorece la
aparicion de fracturas no se encuentra adecuadamente establecido. El
descubrimiento de la via Wnt, que estimula la diferenciacion de precursores
osteoblasticos, ha supuesto un avance reciente en el conocimiento de la
homeostasis 6sea. Asi, el papel de esta via de senalizacién y sus antagonistas
puede ser crucial en la patogenia de las alteraciones de la calidad 6sea
observadas en la diabetes mellitus. En la introduccién describimos los
mecanismos celulares y moleculares responsables del remodelado 6seo con
especial atenciébn a la via Wnt, el osteocito y la proteina esclerostina.
Asimismo, repasamos los datos existentes sobre el metabolismo 6seo
caracteristico de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y, por ultimo, justificamos la
importancia del estudio de la via Wnt a través de su antagonista endégeno

esclerostina en los pacientes con DM2.



Introduccion

1. Metabolismo 6seo y esclerostina

1.1. Remodelado 6seo

1.1.1. Concepto de remodelado 6seo

Por remodelado éseo se entiende el fenédmeno de continua renovaciéon al que
esta sometido el hueso. Este proceso implica la retirada de hueso antiguo y su
sustitucion por una matriz proteindcea sintetizada de novo, con posterior
mineralizacion de la misma para formar el hueso nuevo. El proceso de
remodelado tiene lugar en las unidades basicas de remodelado (BMU),
formadas por un grupo acoplado de osteoclastos y osteoblastos que
secuencialmente realizan la resorcion y formacién 6seas. La vida media de las
BMU es de entre seis y nueve meses. Se calcula que en un determinado
momento estan activas entre 1,5 y 2 millones de estas unidades, no sélo en
distintos lugares, sino en distintos momentos funcionales. Estas renuevan al

cabo del afio un 3-4% del hueso cortical y un 25-30% del trabecular’2.

1.1.2. Ciclo de remodelado 6seo

El ciclo de remodelado consta de cuatro fases secuenciales: activacion,

resorcion, fase reversa y formacion' 2.

La activacion implica el reclutamiento y activacion de células mononucleares
para formar preosteoclastos que se unen a la matriz ésea. El osteoclasto es
una célula gigante multinucleada derivada de los precursores hematopoyéticos
de la linea celular de los monocitos y especializada en la resorcion 6sea. La
resorcion dura de 2 a 4 semanas y comienza cuando los osteoclastos
completamente diferenciados empiezan a segregar a la laguna de resorcién
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(zona de sellado formada entre el borde rugoso de su membrana y la matriz
Osea) protones y enzimas proteoliticas para disolver el componente mineral y la
matriz organica respectivamente. Durante la fase reversa se lleva a cabo el
fenémeno conocido como acoplamiento o adecuacién temporoespacial entre la
accion de los osteoclastos y osteoblastos cuyos mecanismos no son bien
conocidos. La fase de formacidén 6sea tiene una duraciéon aproximada de 4 a 6
meses, y en ella los osteoblastos derivados de las células madre
mesenquimales sintetizan una nueva matriz organica de colageno y regulan su
posterior mineralizacién, transformandose después en osteocitos o células de

revestimiento.

En el hueso trabecular el fenomeno tiene lugar en la superficie y el osteoclasto
se desplaza de forma erratica dando lugar a un hueco con forma de laguna
(pero que no es la laguna de resorcién). Cuando se rellena de hueso nuevo, las
laminas adoptan una disposicién semilunar, paralelas unas a otras. En el caso
del hueso cortical la actuacion celular tiene lugar en el seno del mismo, de
modo que los osteoclastos labran una cavidad cilindrica y los osteoblastos, al
cerrarla, dan lugar a un cilindro de ldminas concéntricas (sistema de Havers)

gue constituye la llamada osteona.

1.1.3. Funciones del remodelado éseo

Las principales funciones del proceso de remodelado éseo son el
mantenimiento y adecuaciéon de las caracteristicas mecéanicas del hueso
mediante la sustitucidén del tejido éseo con lesiones de fatiga por tejido nuevo.
También contribuye a la homeostasis mineral del organismo al proporcionar
acceso a los almacenes de calcio y fésforo del esqueleto. Mas recientemente
se ha insistido en su utilidad para regular el equilibrio acido-base, a través del
comportamiento del hueso como una fuente de bicarbonato®. Asimismo,
durante la resorcion 6sea se liberan factores de crecimiento y citocinas que

pueden estar al servicio del normal funcionamiento de la médula 6sea. En este
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sentido, actualmente se da gran importancia a la relacién entre la células 6seas

(principalmente el osteoblasto) y el nicho de células madre hematopoyéticas®,

1.1.4. Bequlacion del remodelado éseo

La regulacion del proceso de remodelado es compleja ya que integra diversos
factores mecanicos, hormonales y locales. Asimismo, el conocimiento cada vez
mayor de las vias de sefalizacién celular que regulan el funcionamiento del

tejido 6seo dota de mayor dificultad al conocimiento exacto de este proceso.
Factores mecanicos

El ejercicio fisico tiene un efecto positivo sobre la masa 6sea, que se reduce
con la edad por el deterioro de las células mecanosensoras del hueso. Las
fuerzas mecanicas inducidas sobre el hueso son detectadas por los osteocitos
lo que se explicara con detalle mas adelante®. Ademas, en modelos animales la
carga mecanica se ha comprobado que estimula la transformaciéon de las
células del endostio en osteoblastos®.

Factores hormonales

La parathormona (PTH) estimula la secrecion del ligando del receptor activador
del factor nuclear kappa B (RANKL), factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF1) e interleucinas (IL) 6 y 11 por los osteoblastos, lo que activa la
diferenciacion y funcién osteoclastica’. Su administracién continuada produce
un aumento de la actividad osteoclastica, mientras que su administracion
intermitente tiene efectos osteoformadores. Otro efecto de la PTH es el
aumento de la vida media de los osteocitos por disminucién de su apoptosis®.

El calcitriol estimula la resorcion 6sea a través de su accidn sobre los

precursores osteoclasticos. Entre sus acciones se incluye el aumento de la
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absorcion intestinal de calcio, la inhibicion de la secrecion de PTH e interviene

también en la mineralizacién 6sea”.

La calcitonina in vitro inhibe la accién de los osteoclastos tras inducir un
descenso en el numero de receptores, aunque se desconoce la trascendencia

biolégica de esta accion'®.

Los estrégenos y la testosterona desempenan un importante papel tanto en el
desarrollo como en el mantenimiento de la masa 6sea. En la actualidad se
sabe que las células dseas expresan receptores para estrogenos vy
testosterona independientemente del sexo. El efecto antirresortivo de los
estrogenos es mas potente, y aunque ambos esteroides estimulan la formacién
Osea, la testosterona influye fundamentalmente sobre osteoblastos maduros,
mientras que los estrogenos regulan la actividad osteoblastica en distintas
fases de su desarrollo''. Las gonadotrofinas parecen actuar a nivel 6seo de
forma directa e independiente a la accién de los estrogenos destacando la
hormona foliculo-estimulante (FSH) que actia mediante receptores especificos

en las células 6seas'® 3.

Los glucocorticoides a dosis farmacolégicas disminuyen la masa 6sea y
probablemente deterioran la calidad del hueso, alterando la funcién y el numero
de los osteoblastos. Esta inhibicién osteoblastica en parte se debe a su efecto
sobre el sistema Wnt y el sistema del receptor gamma activado por la
proliferacion de peroxisomas (PPARy). En las fases iniciales estimulan la
actividad osteoclastica, por facilitar el predominio del RANKL sobre la
osteoprotegerina (OPG). Por otra parte, inducen hiperparatiroidismo secundario,

aumentan la calciuria e inhiben la secrecién de hormonas sexuales'®.

Factores locales

Numerosos factores locales, paracrinos y autocrinos, influyen en el proceso de
remodelado’. Tabla 1.1.



Tabla 1.1. Principales factores locales y sus acciones a nivel éseo.

Introduccion

Factor Acciones a nivel 6seo

IGF1 Estimulo de la replicacién y activacion de precursores osteoblasticos.
Inhibicién de la apoptosis de precursores osteoblasticos.
Promueve la sintesis de la matriz ésea.

IGFBP 1-6 IGF-BP 4: Inhibicion de la replicacion y diferenciacidén osteobléstica.
IGF-BP 5: Estimulo de la replicacién y diferenciacion osteoblastica.

IL1 Estimulo de los osteoclastos maduros.

IL3 Favorece la diferenciacién de los precursores osteoclasticos.

IL4,13 y 10 | Participan en la maduracion osteoclastica.

IL6 Accidn sobre los precursores hematopoyéticos.

IL11 Estimulo de la produccion de RANKL por los osteoblastos.

IL12y 18 Promueve la formacién de osteoclastos.

TGFB Inhibicidén de la apoptosis de los osteoblastos.
Estimulo de la apoptosis de los osteoclastos.
Estimulo la sintesis de OPG.

INFy Efecto inhibidor de la formacioén de los osteoclastos.
Aumenta de la sintesis citoquinas (IL-18)

BMP Favorece la diferenciacién osteoblastica y de las células
osteoprogenitoras.

NO Mediador efecto anabdlico de estrégenos.

Participa en la respuesta mecanica del hueso.

Inhibicion osteoclastica.

IGF1: factor de crecimiento insulinico tipo 1: IGFBP: proteinas transportadoras del

factor de crecimiento insulinico tipo 1; IL: interleucina; TGF: factor de crecimiento

transformante beta; INFy: interferén gamma; BMP: proteinas morfogenéticas 6seas;

NO: éxido nitrico.
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1.1.5. Osteoclastogénesis

El osteoclasto es la célula que reabsorbe hueso y, como ya se ha mencionado,
deriva de las células de estirpe hematopoyética. Para la osteoclastogénesis
son fundamentales el factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) y
el RANKL'®. Estas dos proteinas, que existen tanto en la forma que se fija a las
membranas como en la soluble, son producidas por las células estromales de
la médula y por los osteoblastos derivados de éstas, lo que hace que el
reclutamiento fisiolégico de osteoclastos a partir de sus precursores
mononucleares necesite de la presencia de estas células no hematopoyéticas

que residen en el hueso.

El primer paso de las osteoclastogénesis consiste en un proceso por el que los
precursores de los osteoclastos se diferencian a preosteoclastos.
Posteriormente, estas células adquieren el receptor c-Fms que da lugar a
proliferacion celular bajo el estimulo de M-CSF. Este estimulo activa las vias de
sefnalizacion que inducen la supervivencia y proliferacion de los precursores de
los osteoclastos y determina la expresion del receptor activador del factor
nuclear kappa B (RANK)'®.

RANKL, que forma parte de la superfamilia de los factores de necrosis tumoral
(TNF) es expresada por diversos tipos celulares, entre ellos los osteoblastos,
células del estroma, células endoteliales y del sistema inmune. Su
descubrimiento estuvo precedido por la identificacidon de su inhibidor fisiol6gico
OPG a la que se une con gran afinidad y que esta presente en distintos tejidos
(sistema cardiovascular, pulmén, intestino, rifidn). OPG también se expresa en
varios tipos celulares (células hematopoyéticas y del sistema inmune),
destacando los osteoblastos. Los efectos de RANKL son mediados por RANK,
receptor de membrana altamente especifico expresado por osteoclastos,
célulasBy T".
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RANKL es el factor critico que regula la formacién, diferenciacién y
supervivencia de los osteoclastos. Asi, si predomina la producciéon de RANKL
por las células osteoblasticas se estimula la activacion de osteoclastos y por
tanto la resorcion, mientras que si predominan los niveles de OPG sobre los de
RANKL, OPG se une al RANKL disponible inhibiendo la resorcién. La cascada
de senalizacion que ocurre tras la union de RANKL y RANK no se conoce en
su totalidad, aunque se sabe que estan implicados factores asociados al
receptor de TNF y especialmente el 6'7 (Figura 1.1).

Figura 1.1. Sistema OPG/RANKL/RANK (Adaptado de Boyle WJ, ref 16).
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Numerosos factores influyen sobre el sistema OPG-RANKL. Asimismo se han
evaluado los niveles de OPG y RANKL en distintas situaciones tanto
fisiolégicas como patolégicas'®.
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1.1.6. Osteoblastogénesis

Los osteoblastos proceden de las células madres mesenquimales que tienen
capacidad para diferenciarse en condrocitos, fibroblastos, adipocitos y miocitos.
La diferenciacion a tipos celulares especificos de algun tejido concreto esta
orquestada por diversas vias de sefializacion reguladoras de la transcripciéon'®
(Figura 1.2).

Un punto de convergencia de la transduccion de estas sefales esencial para la
diferenciacion osteoblastica es la activacion del factor de transcripcion Runx2.
En las etapas iniciales de la osteoblastogénesis destacan por su relevancia las
proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) y las proteinas de la via Wnt. Finalizada
la proliferacion, los preosteoblastos comienzan el proceso de maduracion en el
que sintetizan fosfatasa alcalina, colageno | y proteinas no colagenas,
convirtiéndose en osteoblastos activos. Estos se dirigen a la superficie dsea,
establecen regiones de formacién de hueso nuevo con depdsito de matriz 6sea

(osteoide) e inducen posteriormente su mineralizacién.

Figura 1.2. Vias de sefalizacion reguladoras de la osteoblastogénesis.
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Factor de transcripcion Runx2

Runx2 es un regulador del crecimiento celular y la diferenciacion de los
osteoblastos que ademas, resulta clave para la maduracion de los condrocitos,
la mineralizacién del cartilago, la migracion de células endoteliales y la invasion
vascular. Los genes diana de Runx2 comprenden tanto los que contribuyen a la
formacién Osea (osteocalcina, osteopontina, sialoproteina désea, receptor de
TGFB) como los que regulan el metabolismo del hueso (colagenasa, OPG,
RANKL) 2°.

Proteinas morfogenéticas éseas (BMP)

Las BMP pertenecen a la superfamilia del factor de crecimiento transformante
beta (TGFB), inducen la formaciéon 6sea durante el desarrollo esquelético y
originalmente se relacionaron con la formacién ectépica de hueso. En el tejido
adulto, las BMP 2, 4 y 7 son potentes inductores de la osteoblastogénesis in
vivo e in vitro que funcionan a través de un complejo de receptores especifico
cuya unién conlleva la fosforilacién en el citoplasma de las proteinas Smad 1-5
y su asociacién con Smad 4. El complejo formado se trasloca al nucleo para
regular la expresién génica. La accién de las BMP esta controlada por
inhibidores Smad y por varios de sus antagonistas como la nogina y la cordina.
También se ha demostrado que pueden estimular la resorcion ésea y, como
caracteristica Unica, inducen la diferenciacion de células del tejido conectivo a
células osteoprogenitoras. En la actualidad se esta investigando su utilidad
terapéutica en la reparacion de fracturas®'.

Via de senalizacion Wnt
La relevancia de las proteinas Wnt en la regulacion de la osteoblastogénesis es
similar al papel ejercido por el sistema OPG/RANKL en la osteoclastogénesis.

La accion de las proteinas Wnt y su via de sefalizacion median genéticamente

la proliferacion celular y el incremento de la actividad osteoblastica®.

12
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1.2. Via de senalizacion celular Wnt

1.2.1. Descubrimiento y funciones de la via Wnt

Las bases para la investigacién de esta via se iniciaron a finales de la década
de los 80 y finales de los 90 cuando se descubrié que los genes de la mosca
Drosophila Wingless (WgQ) y el raton Int1 (Int1) eran reguladores de una gran
familia de moléculas de sefalizacion conservada evolutivamente. EI nombre

Wnt deriva de la combinacién de las palabras Wingless e Int1%.

La via de sefalizacion celular Wnt es esencial para el desarrollo embrionario de
todas las especies animales estudiadas hasta el momento asi como en la
regulacion posterior de diversos tejidos y érganos. Controla la proliferacién y
diferenciacion celular y el mantenimiento de las células madre, asi como los
movimientos celulares y el establecimiento de la polaridad tisular. Su disfuncién
se relaciona con la carcinogénesis y se ha implicado en la patogenia de
diversas enfermedades degenerativas. Hoy en dia constituye un objetivo
potencial para la intervencion terapéutica sobre todo en los campos de la

medicina regenerativa y de las células madre?.

Como puede deducirse de su participacién en una amplia variedad de procesos
biolégicos, la senalizacién de la via Wnt es inherentemente compleja. En
términos generales, esta complejidad se puede atribuir a dos grandes
aspectos. En primer lugar, tanto los ligandos como los receptores implicados
pertenecen a grandes familias de proteinas derivadas de multiples genes lo
que permite una amplia posibilidad en las interacciones ligando-receptor. En
segundo lugar, estas interacciones producen diversas respuestas intracelulares

interrelacionadas entre si®*.
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1.2.2. Efectos a nivel é6seo

Los datos disponibles indican que las proteinas Wnt ejercen diversas funciones
en la génesis del esqueleto, que van desde la definicibn de patrones del
esqueleto embrionario hasta el remodelado del esqueleto adulto, pasando por
el desarrollo del esqueleto fetal. En el esqueleto adulto, las células madre
mesenquimales se diferencian a células osteoprogenitoras bajo condiciones
adecuadas. La via canonica de sefalizacion Wnt favorece la linea celular
osteoblastogénica mediante el estimulo de la proliferacién, diferenciacion y
maduracién del osteoblasto a través de la induccién de los factores de
transcripcion osteogénicos. Ademas, inhibe la diferenciacion del condrocito y
del adipocito desde las células progenitoras. Asimismo regula la apoptosis
tanto de los osteoprogenitores indiferenciados como de los osteoblastos

diferenciados®.

Los datos recientes in vitro e in vivo confirman que las proteinas Wnt inducen la
produccién de OPG por el osteoblasto inhibiendo la diferenciacion del
osteoclasto y la resorcion Osea. Por tanto, la via Wnt parece controlar
indirectamente la osteoclastogénesis a través de sus efectos sobre los

%6, 27 | as observaciones sobre la relaciéon con el sistema

osteoblastos
OPG/RANKL no s6lo pueden ser relevantes en la osteoporosis sino también en
las lesiones Oseas asociadas a tumores y en diversas enfermedades

osteoarticulares.

El sistema Wnt parece actuar como estimulador o inhibidor en diferentes
estadios de la diferenciacién osteoblastica. Los resultados de los experimentos
in vitro que han evaluado la accidén de las proteinas de este sistema sobre la
osteogénesis siguen siendo contradictorios®®. Lo méas probable es que este
hecho refleje diversas funciones de las proteinas Wnt en las distintas etapas
del proceso de formaciéon 6sea, predominando, no obstante, el mantenimiento
de la autorrenovacion vy diferenciacibn de las células precursoras

mesenquimatosas.
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En la figura 1.3. se resumen los principales efectos 6seos de la via Wnt.

Figura 1.3. Efectos a nivel éseo de la via Wnt (Adaptado de Escobar-Gomez F et al, ref 30).
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1.2.3. Vias intracelulares

La unién de las proteinas Wnt con su receptor puede activar diferentes vias
intracelulares siendo la mas conocida la denominada canénica® *. Esta
cascada de sefales se pone en marcha con la unién de los ligandos Wnt a un
complejo receptor que engloba al receptor Frizzled (Fz) compuesto por siete
dominios transmembrana y las proteinas relacionadas con el receptor de la
lipoproteina de baja densidad 5 o 6 (LRP5/6).

La via canonica Wnt tiene como finalidad permitir que en el citoplasma se
mantengan niveles adecuados de la proteina 3-catenina. Con su activacion, la
B-catenina citoplasmatica se estabiliza, se trasloca al nucleo y activa la
transcripcion de genes diana a través de complejos formados por los factores
de transcripciéon TCF/Lef1. En ausencia de ligandos Wnt, la B-catenina se une a
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la Axin, a la APC1 (adenomatous polyposis coli) y a la casein quinasa | (CKI)
constituyendo el denominado complejo de destruccién. En el mismo es
fosforilada, principalmente por la enzima glucégeno-sintatasa-quinasa
(GSK3B), para su degradacion posterior en el proteosoma. En presencia de
ligandos Wnt este complejo se disocia y la enzima GSK3( no puede fosforilar a
la B-catenina permitiendo que se alcancen niveles estables en el citoplasma

para su paso al nucleo celular.

La activacion de esta via es la que da lugar principalmente a los efectos
anabdlicos a nivel 6seo que ya hemos mencionado. La figura 1.4. muestra la

via canodnica Wnt y sus principales componentes.

Figura 1.4.Via candnica Wnt (Adaptado de Escobar-Gémez F et al, ref 30).
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Por otro lado, la unién de Wnt al receptor tirosin-quinasa Ror2 puede inhibir la
sefalizacion B-catenina/TCF y activar la via Jnk mediante mecanismos no bien
establecidos y el receptor Fz esta implicado en el establecimiento de la
polaridad celular planar (PCP) y en el control de la migracién celular polarizada.
En la via PCP, también conocida como no candnica, se cree que median otros
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mensajeros intermedios distintos a la B-catenina que incluyen a Dvl, pequefas
GTPasas, Rho y Jnk. Ademas, la interaccién de las proteinas Wnt con el
receptor Fz en algunos casos puede inducir flujos de calcio. Se ha demostrado
también que las proteinas Wnt se unen al receptor tirosin-quinasa Ryk sobre
todo en el contexto del desarrollo neuronal, resultando la activacion intracelular

de las proteinas Src®.
En la traduccién de senales iniciada por las proteinas Wnt existen numerosos

mecanismos de retroalimentacién entre las distintas cascadas desencadenadas

aportando complejidad al proceso de la transcripcion génica®.

1.2.4. Principales componentes de la via candnica Wnt

La familia Wnt esta constituida por 19 glicoproteinas, aunque no se dilucidado
aun el papel concreto de cada una de ellas en el proceso de
osteoblastogénesis®. La Wnt7b expresada junto a la Wnt10b en las células de
la médula 6sea parece iniciar la via canénica. Ademas Wnt1, Wnt4 y Wnt14
son expresadas por los osteoblastos y Wnt1 y Wnt3a, inducidas por la BMP2
en las células mesenquimales, contribuyen a la activacion de la via. Wnt10b
también actia inhibiendo la adipogénesis mientras que Wntbb parece
incrementarla y se requiere la Wnt3a para la prevencion de la apoptosis de los
osteoblastos y osteocitos. Esta ultima parece estimular ademas la sintesis de
OPG por el osteoblasto.

Los receptores LRP5 y LRP6 son proteinas de la superficie celular que
pertenecen a la familia de receptores relacionados con LDL (LDLR)?® 3%, A
diferencia de otros miembros de la familia LDLR los receptores LRP5/6 no
internalizan los ligandos mediante endocitosis pero se unen a las proteinas
Whnt. La diferencia esencial entre ambos es que LRP6 es necesario también
para el correcto desarrollo embrionario. Estos receptores constituyen un

méddulo de seis caras a las que se unen las proteinas Wnt y esclerostina, y
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Dkk1. El receptor transmembrana Kremen (Krm) potencia la accién de las
proteinas Dickkopf (Dkk) cuando se une con el receptor LRP5/6. En el extremo
intracelular del complejo receptor se reclutan otras proteinas como la Wnt
Dishevelled (Dsh) y los factores Axin, Frat1 y APC para el control intracelular

de la via de senalizacion.

La enzima GSK3B es una quinasa serina/treonina multifuncional presente en
todas las células eucariotas. Es clave en numerosas vias de senalizacion que
incluye no sélo la via Wnt, destacando por su relevancia los receptores tirosin-
quinasa y los receptores acoplados a proteina G, y esta involucrada en
procesos celulares que van desde el metabolismo del glucéogeno a la
regulacion del ciclo y proliferacion celular. Su aumento se ha relacionado con
patologias como la enfermedad de Alzheimer y la diabetes mellitus tipo 23'.

La B-catenina es una proteina codificada por el gen CTNNB1 e incluida en el
complejo proteico cadherina responsable de la adhesion y formacién del
citoesqueleto celulares. Su papel central en la via Wnt se asocia con la
proliferacion y diferenciacién celular mediante la interaccién en el nucleo con
factores de transcripcion génicos como Lef/Tef *2.

De manera similar a como la OPG neutraliza la accién del RANKL, diversos
factores inhiben la via Wnt. Las proteinas relacionadas con el receptor Frizzled
(FRPs) se unen a sus proteinas Wnt a través de una secuencia rica en cisteina
similar al dominio extracelular del receptor Frizzled evitando la interaccién entre
las proteinas Wnt y éste. Por otro lado, las proteinas Dkk y esclerostina se
unen al LRP 5/6%°.

Existen cuatro glicoproteinas Dkk (Dkk1-4) que comparten dos dominios ricos
en cisteina en los extremos amino y carboxiterminales. Dkk1, 2 y 4 interactian
con LRP5/6 participando en la via Wnt. Dkk1 y 2 también se unen al receptor
transmembrana Krm para su fusion con el receptor LRP5/6 potenciando la

capacidad inhibitoria de Dkk ya que el complejo es rapidamente internalizado
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hacia el citoplasma celular. Cuando el receptor Krm no participa, el receptor
LRP5/6 no se internaliza pero si se inhibe, aunque con menor intensidad y
durante menos tiempo®. La expresiéon de Dkki en células tumorales
circulantes y los niveles séricos de Dkk1 se han correlacionado con las lesiones

liticas en el mieloma mdltiple o el cancer de préstata® .

1.2.5. Posibilidades terapéuticas

El importante papel de la via Wnt en el control de la formacion ésea la convierte
en una potencial diana terapéutica®®. Se pueden plantear dos estrategias:
potenciar los agonistas o bloquear sus antagonistas naturales. No obstante, las
proteinas Wnt recombinantes son dificiles de obtener y purificarlas conlleva un
coste econdmico elevado. En cambio, inhibir sus antagonistas parece mas

factible.

En la actualidad se estan investigando pequefias moléculas que inactivan
enzimas intracelulares (principalmente GSK3B) con lo que se reduce la
actividad de la B-catenina. El litio es un inhibidor conocido de la enzima GSK3[
que estimula la diferenciacion osteoblastica in vitro y la regeneracion 6sea in
vivo. Asi, en los pacientes con trastorno bipolar tratados con litio los estudios
epidemiolégicos sugieren  menor riesgo de fractura®®. Aunque existen
moléculas especificas inhibidoras de la GSK3B que han demostrado aumentar
la masa ésea aun deben investigarse los potenciales efectos de carcinogénesis
debido a la ubicuidad de la via Wnt y de esta enzima®’.

Los anticuerpos neutralizantes frente a Dkk1 han mostrado efectos positivos
sobre la densidad mineral 6sea en modelos animales aunque los estudios aun
se encuentran en fases tempranas y la expresién de Dkk1 en multiples tejidos
podria restarle eficacia y seguridad a nivel 6seo®. Los estudios sobre
anticuerpos frente a esclerostina son los que se encuentran en fases mas

avanzadas con prometedores resultados®**'.
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1.3. Osteocito

1.3.1. Génesis y caracteristicas celulares

Los osteocitos son osteoblastos diferenciados durante el proceso de
remodelado. En el esqueleto adulto representan el 90-95% de todas las células
Oseas, frente al 4-6% representado por osteoblastos y 1-2% por osteoclastos.
Sus caracteristicas morfolégicas distintivas son el emplazamiento de cada uno
de ellos en lagunas dentro de la matriz mineralizada y las numerosas
prolongaciones citoplasmaticas que se encuentran en los canaliculos. Los
canaliculos y las conexiones citoplasmaticas con las células adyacentes
ayudan a garantizar su viabilidad a medida que el osteoide se va mineralizando

y deja la matriz extracelular impermeable.

Por un mecanismo no claramente establecido algunos osteoblastos se
internalizan en el osteoide y comienza a extender proyecciones dendriticas
transformandose en osteocitos osteoides, en este proceso parece jugar un
importante papel la molécula E11/gp38 y la metaloproteina MT1 (MT1-MMP).
Estos ya no sintetizan fosfatasa alcalina pero si osteocalcina y expresan Phex,
MEPE y DMP1, proteinas reguladoras de la biomineralizacion. El osteocito
maduro es el que se encuentra situado dentro de la matriz mineralizada y esta
en comunicacion directa con otros osteocitos y con los osteoblastos
superficiales. Los osteocitos se encuentran acoplados metabdlica vy
eléctricamente mediante complejos proteicos de unién gap principalmente
compuestos por conexina 43. La formacion de las uniones gap es esencial para
su maduracién, actividad y supervivencia. Estas células expresan ORP150, que
se encarga de preservar la viabilidad de la célula en ambientes hipdxicos,
factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) vy esclerostina.
Sorprendentemente, los osteocitos pueden expresar marcadores de los
osteoclastos como la fosfatasa 4acida y la catepsina K bajo ciertas condiciones

como la lactancia y el remodelado de su matriz perilacunar®.
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En la figura 1.5. se muestran las fases y expresion de marcadores del paso de
osteoblasto a osteocito.

Figura1.5. Génesis del osteocito (Adaptado de Bonewald LF, ref 42)
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Los osteocitos pueden permanecer durante mucho tiempo, incluso décadas, en
el esqueleto sano. En el hueso envejecido se observan algunas lagunas vacias
que sugieren muerte celular. Aunque la apoptosis es importante para el
desarrollo, crecimiento y mantenimiento del esqueleto, un aumento en la tasa
de apoptosis de osteocitos se asocia a condiciones patolégicas como la
osteoporosis donde existe una menor resistencia 6sea. Esta mayor fragilidad
O0sea se debe a una menor deteccion de microdafos y, en consecuencia,
menor produccion de sefnales de reparacién. La hipoxia que acontece en la
inmovilizacién ha demostrado favorecer la apoptosis de los osteocitos al igual

que el tratamiento con glucocorticoides y la deficiencia estrogénica* .

Ademas de someterse a la muerte celular programada, los osteocitos pueden
sufrir un proceso denominado autofagia de autopreservaciéon, que constituye
una respuesta caracteristica a la accion de los glucocorticoides. Este proceso
supone preservar su viabilidad aunque puede alternativamente conllevar

pérdida de funcionalidad o llevar finalmente a la muerte celular®’.
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1.3.2. Funciones

Historicamente se consideraba que la principal funciéon del osteocito era de
caracter mecanosensor, es decir, transductor de sefales de tension, aunque en
la dltima década se ha producido un amplio conocimiento molecular que ha
permitido confirmar su papel a otros niveles. Esta célula actia como regulador
del remodelado 6seo a través de sus conexiones con osteoclastos vy
osteoblastos, interviene en el metabolismo del fosfato y sintetiza o elimina
matriz perilacunar. Asimismo, es fuente de factores solubles que no sélo actuan
en las células diana de la superficie 6sea sino en otros érganos por lo que

también se ha propuesto una funcién endocrina®?.
Funcion mecanosensora

Las cargas que se originan de la actividad fisica generan distension en el tejido
0seo, presion de la cavidad intramedular y ondas de presién y fuerzas de
cizalla a las que el hueso responde. Los ostecitos son las células 6seas que
detectan los cambios en la carga mecanica del hueso mediante un sistema
mecanosensor no bien conocido, capaz de regular la cantidad de masa 6sea
en funcion, por una parte, de la sobrecarga mecanica detectada, y, por otra, de
las necesidades de resistencia del momento.

La hipétesis mas aceptada es que el cambio en la presién soportada por el
hueso se traduciria en el flujo del liquido canalicular que el osteocito detectaria
a través del desplazamiento y traccién de su membrana por los filamentos que
la unen con la pared del canaliculo*®. Asimismo existen diversas formas de
deteccion de la carga mecanica, en funcién de la localizacién de los filamentos:
el cuerpo, las prolongaciones dendriticas o los cilios. En estos ultimos, no
media el calcio intracelular como respuesta al flujo del liquido canalicular®.
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La distensién de la membrana celular puede estimular canales cati6nicos
capaces de promover un aumento del calcio intracelular al facilitar el paso de
calcio a su través y al activar canales de calcio dependientes de voltaje. Los
diferentes estimulos referidos se acaban traduciendo en la activacién de
distintas vias de sefalizacion. Ademas es posible que la membrana envie

sefales al nucleo directamente, a través del citoesqueleto™.

En consecuencia a la carga mecanica se liberan mediadores por parte de los
osteocitos como el éxido nitrico (NO) y las prostaglandinas. EI NO inhibe la
resorcién y promueve la formacién ésea’’. In vivo, las prostaglandinas inducen

formacion 6sea y la indometacina bloguea los efectos anabélicos de la carga®?.

Existen también otras células del hueso que son capaces de responder a
sefales mecanicas. Asi, se ha postulado que las células de revestimiento
juegan una importante funcién mecanosensora poco conocida. También se ha
demostrado que las células estromales modifican su velocidad de proliferacion
y expresion génica como respuesta a la estimulacidn mecanica, y que el
osteoclasto responde a las sefiales mecanicas®®. Asimismo es posible que las
células endoteliales y del musculo liso contribuyan a la respuesta adaptativa del
esqueleto a las cargas®. No obstante, la morfologia tridimensional del sincitio
de osteocitos es la configuracién ideal para percibir y amplificar los estimulos
biofisicos  mediante las vias de  comunicacidbn  quimica vy

eléctrica de los canaliculos interconectados.

Regulacion del remodelado 6seo

Los osteocitos, en parte a través del contacto celular directo a través del
entramado que forman sus prolongaciones, y en parte por la produccion de
factores solubles, regulan tanto la funcién de los osteoclastos como de los
osteoblastos®.

Ante la presencia o ausencia de determinados estimulos mecanicos, los
osteocitos determinarian la activacién de los osteoclastos, y con ello la puesta
en marcha de las unidades de remodelado. La expresion de RANKL en los
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procesos dendriticos de los osteocitos sanos y en los cuerpos apoptoticos
liberados en las zonas dafadas con microfracturas podria ser el factor
responsable principal. Cuando la muerte se produce por necrosis las sefales
enviadas son diferentes pero también conllevan una activacion osteoclastica. Al

mismo tiempo, los osteocitos sintetizan OPG.

Por otra parte, los osteocitos pueden enviar a los osteoblastos sefnales para
que detengan su actividad osteoformadora. El factor humoral mas conocido
que vincula los osteocitos a los osteoblastos es la esclerostina, inhibidor de la
via Wnt. Asimismo, se ha observado que la linea celular osteocitica MLO-Y4
bajo determinadas condiciones apoya la diferenciacion osteoblastica y de las

células madre mesenquimales®®.
Regulacion del metabolismo mineral y funcion endocrina

Diversas proteinas expresadas del osteocitos como FGF23, DMP-1, MEPE o
esclerostina intervienen en el metabolismo mineral, principalmente del fosfato.
Cabe destacar la funcién del FGF23 que regula la reabsorcion de fosfato a
nivel renal y cuya expresion genética es inhibida por DMP-1 y Phex. En
ausencia de estos ultimos, FGF23 se eleva en el osteocito y en la circulacion
favoreciendo la excrecion renal de fosfato e induciendo osteomalacia y
raquitismo. Asimismo este factor se encuentra aumentado en la enfermedad
renal crénica y se asocia a la progresion de la misma, las calcificaciones y la
mortalidad cardiovascular de estos pacientes. Basandose en estos hallazgos,
se ha propuesto que la red de osteocitos puede funcionar como un sistema

endocrino que actla sobre érganos distales como el rifién®’.

Remodelado de la matriz perilacunar

El término acufiado por Belanger de osteolisis osteocitica refiere la capacidad
de los osteocitos de eliminar matriz 6sea mineralizada en respuesta a las

necesidades sistémicas de iones®®. Asimismo existen trabajos que apoyan la

hipétesis de que pueden formar nueva matriz perilacunar. Estas observaciones
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sugieren que los osteocitos sanos pueden anadir o eliminar minerales de las

lagunas o canaliculos.

1.3.3. Relacion con la via Wnt

Por un lado, los reguladores negativos de la via candnica Wnt, Dkk1 y
esclerostina, son producidos por el osteocito. El primero también se expresa en
otras localizaciones pero el segundo es sintetizado principalmente por los
osteocitos. La inhibicién de los mismos conlleva un ambiente éseo en el que

actuan las proteinas Wnt facilitando la osteogénesis.

Por otro lado, la carga mecanica activa a la via Wnt en el osteocito y también a
otras vias de sefalizacidn como la de las prostaglandinas y los estrégenos, que
interactian a su vez con la via Wnt regulando de esta forma la funcionalidad

celular.

La activacién de la via Wnt en el osteocito conlleva un aumento de la expresidon
de las proteinas Wnt, la OPG y las proteinas de las uniones gap y un descenso
en la expresion de Dkk1, esclerostina y RANKL. Asimismo inhibe la apoptosis y

mejora la viabilidad celular®.

Ademas, la prostaglandina E2 (PGEZ2), liberada ante los estimulos mecanicos y
mediadora de los mecanismos de protecciéon 6sea frente a la apoptosis de los
osteocitos inducida por los glucocorticoides, activa las vias de sefalizacién por
las que se frena a la enzima GSK3®. Por (ltimo, los estrégenos regulan la
masa ésea en parte por la via Wnt a través del receptor a que interviene en el
transporte al ndcleo de la B-catenina en respuesta a la tension mecanica del

osteocito®’.
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1.4. Esclerostina

1.4.1. Descubrimiento y sintesis

A partir del estudio genético y molecular de dos displasias esclerosantes poco
frecuentes, la esclerosteosis y la enfermedad de Van Buchem, se describi6é en

2001 la proteina esclerostina.

La esclerosteosis, una enfermedad autosémica recesiva descrita por primera
vez en 1958, se caracteriza por un progresivo engrosamiento 6seo con
sindactilia, talla alta y agrandamiento del craneo. La enfermedad de Van
Buchem es otro defecto autosémico recesivo similar de gravedad menor y en la
que no se presentan los hallazgos de sindactilia y talla alta®®. En ambos
procesos se observa una importante hiperostosis endostal con incremento de
osteoblastos activos y osteoide adecuadamente mineralizado. A pesar de las
marcadas anomalias 6seas es notable el hecho de que los individuos afectados

no presentan un riesgo aumentado de fracturas®.

El defecto genético que produce la esclerosteosis ha sido identificado como
mutaciones con pérdida de funcién del gen denominado SOST, localizado en el
cromosoma 17q12-21 y encargado de la codificacion de la proteina
esclerostina®. En la enfermedad de Van Buchem se produce una deleccién de
este gen. El resultado es la ausencia o disminucién de la expresion génica de
esclerostina respectivamente, lo que condiciona diversos fenotipos 6seos en
funcién de la densidad mineral 6sea®. Por otro lado, las mutaciones en el gen

LRP5 conllevan baja masa 6sea.

En la figura 1.6. se muestran los fenotipos y displasias 6seas segun la
expresion de SOSTy LRP5.
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Figura 1.6. Fenotipos 6seos segun expresion de SOST y LRP5.
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La esclerostina es una glicoproteina de 190 aminoacidos miembro de la familia
proteica DAN a la que también pertenecen las proteinas que se unen e inhiben
a las BMPs. Asimismo, comparte similitudes estructurales con otro antagonista
de la via Wnt, Wise. En su estructura se distinguen cuatro enlaces de cisteina
responsables de su orientacién espacial®®. En la figura 1.7 se muestra la

estructura de la proteina esclerostina.

Figura 1.7. Estructura proteica de esclerostina (Adaptado de Veverka V, ref 66).
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En ratas adultas y en tejido éseo humano la expresion de esclerostina esta
restringida a los osteocitos mientras que no se expresa en osteoblastos,
osteoclastos ni en las células de revestimiento®”. También se ha detectado su
expresién génica en rindn, higado, placenta y cartilago, aunque no se ha
aislado la proteina como tal. El significado fisiolégico de este hallazgo esta aun

por determinar.

La esclerostina se libera a la circulacién siendo posible la determinacién de sus
niveles en suero gracias al desarrollo de varios ensayos®. Al mismo tiempo,
existe una fuerte correlacion entre el contenido 6seo de esclerostina y los
niveles circulantes lo que indica la produccién exclusiva de esta proteina a nivel

6seo y la fiabilidad de su medicion en suero®.

De esta forma, en la actualidad cada vez se publican méas trabajos clinicos
centrados en el andlisis de la concentracién sérica de esclerostina en diversas
situaciones clinicas, los factores que influyen en la misma, su asociacién con el
metabolismo déseo o los cambios inducidos por los tratamientos para la

osteoporosis.

1.4.2. Funciones vy regulacion

La expresion de esclerostina por los osteocitos al inicio del proceso de
mineralizacion de la sustancia osteoide actuaria como sefal de
retroalimentacion negativa sobre los osteoblastos para prevenir la sobrecarga
de las unidades de remodelado. A nivel celular, la esclerostina se une a los
receptores LRP5/6 LRP6 induciendo un bloqueo de la sefalizacion Wnt,
proceso que determina la inhibicibn de la diferenciacion, proliferacion vy
actividad de linea osteoblastica como ya se ha explicado”'. Por otro lado, la
esclerostina es un cofactor que antagoniza la via de las BMPs, no de forma
directa sino a través de su accién sobre la via Wnt"2.
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Los estudios en modelos animales apoyan el concepto de la mediacién del
sistema SOST/esclerostina en la regulacion mecéanica del tejido Oseo.
Consistente con esta hipétesis se ha observado que la carga mecanica
disminuye la expresién de SOST y los niveles de esclerostina in vivo™. Ademas
se ha observado que el tejido fibroso de fracturas con defectos de
consolidacion presenta una expresion disminuida de esclerostina y BMPs.
Estos hallazgos sugieren que un correcto balance entre esclerostina y BMPs es

importante para una consolidacién 6ptima de fracturas’.

Varios factores locales y sistémicos actian como reguladores de la expresién
del sistema SOST/esclerostina en los osteocitos como se muestra en la figura
1.8. La PTH ejerce una accién inhibitoria sobre la expresion génica de SOST y
parte de sus efectos anabdlicos 6seos podrian ser mediados por la disminucién
de esclerostina’. La vitamina D3 sola o en combinacién con acido retinoico
incrementa la expresiéon de SOST en células osteoblasticas humanas in vitro’®.
Los glucocorticoides inducen una supresion de la via de sefalizacion Wnt
mediante el incremento de esclerostina’’. Las BMP2, 4 y 6 han demostrado
estimular la expresion de SOST en células osteoblasticas in vitro’®.

Figura 1.8. Factores reguladores de esclerostina (Adaptado de Moester MJ, ref 67)
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1.4.3. Posibilidades terapéuticas

El reconocimiento del papel de la esclerostina en los procesos fisioldgicos y
patolégicos que involucran al remodelado éseo ha abierto una nueva area para
el desarrollo de estrategias en la terapéutica de las enfermedades metabdlicas
O6seas. Dado que la esclerostina es una proteina que se secreta al
compartimiento intersticial e intravascular, un enfoque consiste en su bloqueo
mediante anticuerpos monoclonales especificos que inhiban su actividad

bioldgica.

En estudios preclinicos, los anticuerpos monoclonales frente a esclerostina han
demostrado producir un incremento de densidad mineral 6sea (DMO), volumen
6seo y resistencia 6sea en modelos de ratas ovariectomizadas® y primates®.
Considerados en conjunto, los hallazgos preclinicos son consistentes con un
importante efecto anabdlico 6seo de la terapia anti-esclerostina, apoyando la
hipbtesis de su potencial utilidad clinica en la terapéutica de la osteoporosis.

Al menos tres companias farmacéuticas estdn desarrollando anticuerpos
monoclonales frente a esclerostina y una compania esta estudiando otra
molécula anti-esclerostina. De estos compuestos, el anticuerpo denominado
AMG 785 se encuentra en una fase mas avanzada de desarrollo con ensayos

clinicos en fase Il actualmente*'.

No obstante, son necesarios mas estudios para evaluar los aspectos de mayor
trascendencia clinica como la seguridad a largo plazo, impacto sobre la
incidencia y consolidacién de las fracturas y la reparaciébn Osea tras

intervenciones quirdrgicas.
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2. Metabolismo 6seo en la diabetes mellitus tipo 2

En la mayoria de los estudios epidemiolégicos realizados en pacientes con
diabetes tipo 2 (DM2) se ha demostrado un aumento de la DMO ", a pesar de lo
cual existe un riesgo de fractura incrementado de 1,5 para fractura de cadera,
himero proximal y radio distal®. En cuanto al riesgo de fractura vertebral los
resultados son menos uniformes aunque la mayoria de los estudios también
muestran un aumento del riesgo®' %2, Ante estos resultados parece que la DMO
es un marcador subrogado relativamente pobre para definir la estructura ésea en
la diabetes.

2.1. Patogenia de fragilidad 6sea en diabetes mellitus tipo 2

Los mecanismos exactos de la fragilidad 6sea en la diabetes pueden diferir, al
menos en parte, entre la DM1 y la DM2. No obstante, en ambas enfermedades
se altera el proceso dinamico del remodelado 6seo y sus vias de regulacion lo
que conlleva una resistencia ésea reducida y un aumento del riesgo de

fracturas®.

Diversos estudios que evaluaron la incidencia de fracturas apoyan la hipotesis
de la existencia de un efecto bifasico de la diabetes sobre la resistencia ésea y
el riesgo de fracturas®*. En los pacientes con intolerancia hidrocarbonada y
diagnéstico reciente de DM2 predominaria un efecto positivo o protector
mediado por la hiperinsulinemia y la obesidad. Posteriormente, con el
progresivo deterioro de la célula B pancreédtica, el aumento paralelo de la
glicacion del colageno y la aparicion de complicaciones, los efectos negativos
serian los determinantes de la afectacion de las propiedades mecanicas del
hueso. Los cambios derivados inducen un deterioro tanto en la cantidad como
en la funcionalidad de las células déseas, fundamentalmente osteoblastos y
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condrocitos, aunque la resorcidén del hueso danado por parte de los osteoclastos
también se encuentra disminuida®.

Finalmente, varios mecanismos patogénicos relacionados con el envejecimiento
en si mismo, como el aumento del estrés oxidativo, pueden estar implicados en

la fragilidad 6sea asociada a la diabetes®.

En la Figura 2.1. se reflejan los potenciales mecanismos responsables del
aumento de la fragilidad 6sea en la DM2.

Figura 2.1. Mecanismos patogénicos de fragilidad dsea en DM2 (ref 87).
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2.1.1. Hiperglucemia

La hiperglucemia ejerce tanto efectos directos sobre las células 6seas como
efectos indirectos a través de la formacion de productos derivados de la
glicacion y la oxidacion.
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Efectos directos sobre las células 6seas

In vitro los niveles elevados de glucemia estimulan o inhiben la proliferacion
osteoblastica en funcién de la fase del ciclo celular. La diferenciacion de estas
células se suprime especialmente, lo que se pone de manifiesto con el descenso
en la produccion de osteocalcina, del depdsito de calcio y de la mineralizacién
Osea. La expresién de los receptores para PTH y vitamina D también esta
disminuida. La hiperglucemia afecta también la funcionalidad de los
osteoblastos a través de la induccion de una respuesta osmotica mediada por
su sensibilidad al medio acido inducido por el lactato. Ademas, la hiperglucemia
aguda y crénica ha demostrado suprimir la expresién de los genes asociados
con la maduracién de los osteoblastos en ratones con diabetes®.

La principal fuente de energia de los osteoclastos es la glucosa, aumentando de
forma dosis dependiente su actividad in vitro. Sin embargo, la hiperglucemia en
ratones también se ha asociado a un descenso de su motilidad y maduracién.
Esto sugiere un pobre reclutamiento y disminucion de la resorcién de las zonas

afectas de microfracturas®.
Formacion de productos avanzados de la glicacion (AGEs)

La hiperglucemia altera la formacién de las fibras de colageno lo que afecta a la
formacién de matriz extracelular proteica y a la mineralizaciéon. Los productos
finales de la glicacion avanzada (AGEs) se forman in vivo mediante la reaccion
de Maillard, una reduccion 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 juega un papel esencial en el desarrollo
de las complicaciones asociadas a la diabetes®. Niveles elevados de AGEs se
han encontrado en diversos tejidos y se han relacionado con un bajo recambio

tisular en tendones, piel, placas amiloideas o cartilago. El acumulo a nivel éseo
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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 por el osteoblasto 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
O0sea. Asimismo, la presencia de AGEs interfiere en la interaccion entre las

células 6seas y la matriz extracelular®.

La pentosidina, producto AGE derivado del colageno tipo 1, se acumula con el
envejecimiento y la diabetes en diferentes tejidos conectivos, incluyendo el
hueso y puede cuantificarse mediante cromatografia de liquidos. Diversos
estudios han demostrado que los niveles séricos y en orina de pentosidina, que
reflejan el contenido de pentosidina a nivel 6seo, se encuentran incrementados
en los pacientes con DM2 en comparacion con controles y se asocian
positivamente con fracturas incidentes y prevalentes de forma independiente a la

%2 Por otro lado, una disminucion de

DMO vy otros factores de riesgo®"
receptores AGEs secretados y en particular del receptor de pentosidina, también
se ha asociado con el riesgo de fracturas en los DM2%. La glicacién en exceso
puede afectar las propiedades Oseas y este efecto se evidencia sobre todo a
nivel cortical por acumulo de AGEs como la pentosidina en los sitios del

esqueleto con menor rotacion®.
Estrés oxidativo

La hiperglucemia puede afectar al esqueleto a través del aumento de especies
reactivas del oxigeno como en otros tejidos. Este estrés oxidativo incrementado
supone que se generen radicales libres, dafnando la estructura de proteinas,
lipidos y ADN con lo que se altera la funcién celular y se induce su apoptosis®.
Los niveles elevados a nivel sistémico de los marcadores de oxidacion como
deoxiguanosina o 8-hydroxideoxyguanosina son proporcionales al descenso de

la formacién y mineralizacién 6seas®.
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2.1.2. Factores hormonales

Las hormonas secretadas por la célula beta pancreatica (insulina, amilina,
preptina) ejercen efectos anabdlicos. Asi, niveles elevados de insulina in vivo
estan asociados con aumento de la formaciéon ésea y disminucion en la
resorcion, y la pérdida ésea asociada a la diabetes en ratones puede ser
revertida por el tratamiento con insulina. Esta hormona puede regular la
formacion de forma directa actuando sobre las células éseas o a través de la
mejoria del control glucémico y el mantenimiento de PTH, IGF1 y 1,25-

hidroxivitamina D indirectamente®.

La amilina es una hormona peptidica secretada por la célula B pancreatica cuyos
niveles estan descendidos en los pacientes diabéticos. Sus efectos 6seos estan
menos establecidos, por un lado se ha encontrado una relacion directa con los
cambios 06seos y la osteoporosis en diabéticos, aunque también se ha
observado un defecto de amilina en pacientes osteoporéticos no diabéticos®.

Ademas, en los ultimos afos ha cobrado interés la investigacién del efecto de
las incretinas sobre el metabolismo éseo. Se ha sugerido que el GIP y la GLP2
podrian ser responsables de la inhibicion de la resorcién 6sea tras la ingesta y
se ha observado que los pacientes con DM2 tienen una disminucién de este
efecto tras la sobrecarga oral de glucosa®. En un estudio realizado en ratas
diabéticas se ha constatado que el GLP1 tiene un efecto anabdlico sobre el
hueso de forma independiente a la insulina®®. No obstante, esta por dilucidar si
las alteraciones del sistema incretina en la DM2 suponen cambios en la DMO

de este grupo de pacientes.

2.1.3. Metabolismo fosfocalcico

La hiperglucemia induce glucosuria e hipercalciuria por el aumento del filtrado

glomerular, lo que supone una reduccién en la reabsorcién tubular de calcio
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con alteracién de su depdsito en la matriz extracelular ésea. La mejoria del
control glucémico en la diabetes reduce la excrecién urinaria de calcio y

fosforo.

La mayoria de los estudios han mostrado niveles normales o incluso bajos de
PTH en estos pacientes en contraposicion al hiperparatiroidismo secundario
esperado. En este sentido, la sobrecarga oral de glucosa en mujeres
posmenopausicas no diabéticas suprime la secrecion de PTH e induce
hipercalciuria e hipocalcemia. La deficiencia de magnesio se ha implicado en
este hipoparatiroidismo funcional y podria explicar en parte estos hallazgos.

Finalmente, la deficiencia de 25 hidroxivitamina D es frecuente en los pacientes
con DM2 y mal control metabélico®™. La hipovitaminosis D contribuye a una

menor mineralizacién y formacién éseas.

2.1.4. Adiposidad

Se ha propuesto que los efectos adversos de la hiperglucemia en la DM2
pueden ser contrarrestados por los efectos positivos de la obesidad sobre la
DMO a través del aumento de la carga mecanica y de la sintesis y liberacién por
parte del tejido adiposo de citoquinas con influencia sobre el metabolismo 6seo

como leptina, resistina o adiponectina'®.

Sin embargo, el papel protector de la obesidad en la homeostasis 6sea sigue
siendo controvertido ya que también se han demostrado efectos perjudiciales
sobre el hueso. La resistencia a la insulina y el aumento de tejido adiposo
visceral observado en la DM2 se asocian a un estado de inflamacion crénica de
bajo grado, constituyendo un potencial mecanismo de pérdida ésea y aumento
del riesgo de fracturas'®'. Ademas, la adiposidad aumenta la expresién de ARN
mensajero de la proteina C reactiva (PCR), la IL 6 y el receptor de IL 6,

estimulando la osteoclastogénesis y la resorcién 6sea'%.
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2.1.5. Riesgo de caidas

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
propiocepciéon, las hipoglucemias desapercibidas y la nicturia conllevan un
mayor riesgo de caidas en la poblacion diabética de edad avanzada. Asimismo,
los efectos de la diabetes 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. El uso de
medicacion hipnética también es frecuente en este grupo de pacientes y se

asocia con un mayor riesgo de caidas®.

2.2. Marcadores de remodelado éseo en la diabetes mellitus tipo 2

Los estudios histomorfométricos en la diabetes han mostrado un bajo
reclutamiento de osteoblastos junto a una disminucién de las tasas de aposicion
mineral sin defectos en la mineralizacién. En un modelo murino de pérdida 6sea
inducida por agentes bacterianos, la diabetes redujo la formacion 6sea con
aumento de la apoptosis de los osteoblastos pero también se observdé un
descenso en la osteoclastogénesis'®. La evaluaciéon de estos hallazgos
mediante la determinacion de los marcadores de remodelado se ha limitado a
trabajos en los que se incluyeron grupos de pacientes muy heterogéneos
respecto al control metabdlico y la duraciéon de la diabetes, y con un tamario

muestral relativamente pequeno.
En general, estos estudios han demostrado niveles séricos bajos de

osteocalcina en los pacientes diabéticos'®. Sin embargo, en otros trabajos los

niveles de osteocalcina se encontraron dentro de la normalidad. Este hallazgo
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puede relacionarse con las evidencias cada vez mas consistentes que
relacionan la osteocalcina con la ateroesclerosis'®. Asimismo, Kemink y
colaboradores concluyeron que los pacientes diabéticos con DMO baja también
mostraban bajas concentraciones séricas de fosfatasa alcalina ésea aunque

otros estudios muestran niveles elevados de este marcador'®.

Por otro lado, en mujeres posmenopausicas con diabetes existe elevacion de
ciertos marcadores de resorcion ésea (calcio urinario e hidroxiprolina) mientras
que los niveles del telopéptido carboxiterminal del colageno tipo | (CTX) fueron
superiores en el grupo control'®. Asimismo, se ha descrito un aumento de la
fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP) y una relacion negativa con los valores
de DMO en diabéticos'®”. En cambio, otros estudios no muestran diferencias en

las concentraciones de CTX entre los pacientes diabéticos y los controles'®® 19,

Reyes-Garcia y colaboradores encontraron niveles mas bajos de CTX y TRAP
en los pacientes con diabetes respecto a los no diabéticos sin diferencias en los

marcadores de formacion fosfatasa alcalina sea y osteocalcina'™.

Respecto al control glucémico, con la mejoria del mismo se han descrito
aumentos de osteocalcina y descenso de la fosfatasa alcalina ésea y de algunos

marcadores de resorcién 6sea’"".

Estos hallazgos, aunque dispares, coinciden con la patogenia de la fragilidad
Osea en la diabetes donde esta afectada de forma predominante la formacién
O6sea aunque también se altera la resorcion. Existe pues un bajo remodelado
0seo con una pérdida ésea enlentecida, lo que podria explicar el aumento de la
DMO descrito en la DM2. La fragilidad 6sea se encontraria incrementada
independientemente de la masa 6sea a través de la acumulacién de dafos por
fatiga.
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2.3. Densidad mineral dsea y fracturas en la diabetes mellitus tipo 2

2.3.1. Densidad mineral 6sea en la diabetes mellitus tipo 2

Diversos estudios transversales han analizado la DMQO en distintas

localizaciones y con distintos métodos de medida.

En general, la DMO estd aumentada en los pacientes con DM2 frente a sujetos
de la misma edad sin DM. Sin embargo, algunos estudios han mostrado una
DMO normal o inferior en la DM2.

Asi, a nivel lumbar los datos son muy dispares describiéndose un efecto
positivo, negativo o neutro''?''*. Por el contrario, en cadera los resultados se
muestran mas uniformes observandose en la mayoria de los estudios una
mayor DMO para ambos sexos en sujetos con DM2'™®. Por tltimo, en el tercio
distal de radio se ha descrito un efecto negativo o neutro de la DM2 sobre la

DMO a este nivel''* 16,

En Espafa, los estudios que han evaluado la masa ésea en la DM2 son
limitados. Se ha descrito un incremento del 8% en la DMO de calcaneo medida
por DXA en mujeres pero no en varones''’. En un estudio posterior realizado
en mujeres posmenopausicas mayores de 65 afos con obesidad, la DM2 se
asocio a un incremento de la DMO a nivel lumbar sin diferencias a nivel femoral

ni de calcaneo'®.

Las discrepancias en los resultados de los diversos trabajos pueden deberse a
diferencias metodolégicas con inclusion de pacientes con duracion, gravedad y
tratamiento de la enfermedad muy variables, y a la utilizacion de distintos
métodos para medir la DMO. Cabe sefnalar ademas que la mayoria de estos

estudios incluyeron s6lo mujeres posmenopausicas.
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Se ha propuesto que los principales determinantes de la DMO en pacientes con
DM2 son la edad y el indice de masa corporal (IMC), aunque el incremento de
la DMO se mantiene incluso después de ajustar por peso, composicién corporal

y uso de estrégenos.

Aunque no todos, algunos de esos estudios han encontrado una relacion
negativa con el grado de control metabdlico'™ y la duracién de la
enfermedad''®. En poblacién espafiola con DM2 el ejercicio, el IMC y el
consumo adecuado de calcio parecen ser factores protectores de osteoporosis

mientras que la edad y el consumo de zinc son factores de riesgo'” '%°.

2.3.2. Fracturas por fragilidad en la diabetes mellitus tipo 2

Varios estudios han analizado el riesgo de fracturas por fragilidad en pacientes
con DM2. En relacion con el efecto protector de la DMO sobre el riesgo de
fracturas seria esperable que por cada incremento de 0,27 DE de la DMO se
redujera un 10% el riesgo de fractura global y en concreto un 18 % el de
cadera'®'. Sin embargo, la mayoria de los estudios de cohortes prospectivos
publicados sobre el tema encuentran, a pesar de una mayor DMO, que los
pacientes con DM2 tienen un mayor riesgo de fractura osteoporética.

Fractura de cadera

De forma global en la DM2 existe un aumento del riesgo de fractura de cadera
con un riesgo relativo (RR) entre 1,5 y 2,8. Una mayor duracién de la
enfermedad y el uso de insulina o antidiabéticos orales se ha asociado con una
mayor tasa de fracturas tanto en mujeres como en varones'?? '?3_ Sin embargo,
algunos autores no encontraron un aumento en la tasa de fracturas de cadera
tras ajustar por las complicaciones de la diabetes, como problemas de visién y
habilidades motoras'®*, o en mujeres ancianas institucionalizadas en

comparacion con las no diabéticas'%.
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Fractura vertebral

Los resultados de los estudios que han evaluado el riesgo de fracturas
vertebrales en la DM2 no son uniformes. Algunos autores no encuentran un

mayor riesgo'?’

mientras que otros si demuestran mayor riesgo de fractura
vertebral, siendo los principales factores de riesgo la edad, la fractura previa, la
neuropatia y el tratamiento con insulina, mientras que el ejercicio, el IMC y el

uso de biguanidas fueron factores protectores'?.

Al igual que ocurre con la DMO la mayoria de los estudios no observaron una
asociacion entre el grado de control metabdlico determinado por la
hemoglobina glicada (HbA1c) y el riesgo de fractura, salvo un estudio japonés
donde la presencia de HbA1c > 9% se asocié a un incremento del riesgo de

fracturas vertebrales'?®.
Cualquier fractura osteopordtica

Diferentes estudios muestran un mayor riesgo de fractura global en la DM2. En
el Health ABC Study, la DM2 se asoci6 con un aumento del riesgo de fractura
de 1,64 (IC 95%: 1,7 a2,5) '™°, y en el Women'’s Health Iniciative Studyaquellas
mujeres con DM2 tenian un mayor riesgo de fracturas durante los siete afios de
seguimiento (RR 1,2, IC 95%: 1,1-1,3) a pesar de una mayor DMO'?.

De nuevo en este aspecto existen resultados contradictorios como los de
Dobnig y colaboradores que describieron una incidencia de fracturas en
pacientes con DM2 similar al grupo control a pesar de una mayor DMO'®. Se
ha propuesto que diferentes factores que influyen en la tasa de caidas podrian
influir en la discrepancia entre estudios. En el Rotterdam Study el riesgo de
fracturas no vertebrales fue un 69% mayor en ambos sexos en la poblacion
diabética. Sin embargo, en un analisis por subgrupos, el aumento del riesgo

estuvo restringido a los pacientes diabéticos con tratamiento farmacolégico (HR
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1,69, IC 95%: 1,16 a 2,46) que presentaban un mayor porcentaje de caidas, lo

que se ha propuesto que podria explicar el mayor riesgo de fractura''2.

El Nurses’ Health Study también reveldé un aumento del riesgo de fracturas en
mujeres con DM2 (RR 2,2, IC 95%: 1,8-2,7), mayor en las mujeres con mayor
tiempo de evolucién de la enfermedad'®. Estos hallazgos coinciden con los de
las mujeres con DM2 del Study of Osteoporotic Fracture que presentaron frente
a las no diabéticas un aumento del riesgo de fracturas de cadera (RR 1,82, IC
95%: 1,24-2,69) y himero proximal (RR 1,94, IC 95% 1,24-3,02) '%°.

En resumen, la mayoria de los estudios muestra un riesgo aumentado de
fractura en la DM2, de magnitud variable segun el estudio y el tipo de fractura
analizado. La discrepancia de resultados y la variabilidad de este efecto
pueden explicarse por la presencia de multiples factores presentes en la
diabetes, como la presencia de complicaciones y el tratamiento farmacol6gico,

que pueden influir en el riesgo de caidas.

2.4. Factores de riesgo de osteoporosis y fractura en la diabetes tipo 2

La probabilidad individual de padecer una fractura osteoporética esta
condicionada por multiples factores. Algunos de ellos influyen directamente
sobre la resistencia Osea, conocidos como factores Oseos, y otros se
encuentran relacionados con la tendencia a las caidas y las caracteristicas de
las mismas, los factores extradseos. Generalmente no actuan de forma aislada,
sino que es la combinacion de varios de ellos es lo que aumenta

significativamente el riesgo de fractura'®.
La mayoria de los factores de riesgo clinicos, usados de forma individual,

tienen una escasa sensibilidad y especificidad en la prediccién de baja masa

Osea o del riesgo de fractura. En base a la selecciéon de los factores de riesgo
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considerados de mayor valor predictivo, se han elaborado diversas escalas de
puntuacién en las que se valora el riesgo de padecer osteoporosis o fracturas
osteporoticas futuras. La utilizacion de factores de riesgo clinicos anade
informacion del riesgo de fractura independientemente de la DMO con lo que
aumenta la sensibilidad de la prediccion. En la tabla 2.1. se resumen las

caracteristicas de la herramienta FRAX'*' y la escala QFracture'.

Tabla 2.1. Caracteristicas comunes y diferenciales entre FRAX y QFracture.

FRAX QFracture

e Herramienta para el calculo de e Herramienta para el calculo de
riesgo de fractura osteoporética riesgo de fractura osteoporética

y de cadera a 10 anos. y de cadera a 10 afos.

e Pacientes de 40-90 arios. e Pacientes de 30-85 afios.

e Multiples cohortes en diferentes e Cohorte inglesa extensa y
tiempos. representativa.

e No considera cantidad alcohol y e Considera cantidad de alcohol y
tabaco. tabaco.

e Adaptacion internacional. e Validado para poblacién inglesa.

e Factores de riesgo incluidos: e Factores de riesgo adicionales:
Edad Historia de caidas

indice de masa corporal Diabetes mellitus tipo 2

Historia previa fracturas Enfermedad cardiovascular

Historia familiar fracturas
Glucocorticoides orales
Artritis reumatoide

Otras causas secundaria
Habito tabaquico

Ingesta de > 3 u alcohol
+ DMO

Antidepresivos triciclicos
Terapia hormonal sustitutiva

Sintomas menopausicos
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La mas conocida es la herramienta FRAX desarrollada por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) para evaluar el riesgo de fractura. Se basa en
modelos individuales que combinan e integran factores clinicos de riesgo con la
DMO del cuello femoral ajustando por la tasa de fracturas osteoporoéticas de los
diferentes paises'®'. Los datos publicados muestran que la mayoria de los
pacientes clasificados de alto riesgo presentan valores compatibles con
osteoporosis en la densitometria mientras que otros estudios muestran que las
fracturas estimadas son menores que las fracturas incidentes observadas
durante el seguimiento' 3%, En poblacién espafiola la aplicacién del FRAX
conlleva la reduccién de casos a tratar en una cohorte de pacientes con
fracturas por fragilidad aunque se ha calculado que reduciria en un 50% la
necesidad de densitometria y tiene una adecuada validez diagnéstica para la

presencia de osteoporosis en cadera ' '%.

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 osteoporéticas. 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 observd 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-score de -2,5 fueron -1,9 para mujeres y -2,1
para varones. Asimismo, la herramienta FRAX infraestimé las fracturas
observadas durante el seguimiento tanto en mujeres como en varones

diabéticos.

Posteriormente se ha publicado otro algoritmo de riesgo de fractura
(QFractureScores) para la estimacion del riesgo individual de fractura de
cadera u osteoporética a 10 afios'2. A partir de una Unica pero amplia y
representativa cohorte britanica de atencion primaria se identificaron una serie
de variables, en su mayoria clinicas, altamente predictivas e

independientemente asociadas al riesgo de fractura. Comparado con FRAX, los
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estadisticos de contraste resultaron similares o 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 valoracién mas
individualizada del riesgo de fractura. Destaca entre ellos la recogida de las
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 aun pendiente de
ser validada y calibrada para otras poblaciones fuera del Reino Unido.

QFractureScore ha tenido una menor difusion por la ausencia de validacién
fuera del Reino Unido y hay sélo un estudio realizado en poblacién diabética’®.
En este estudio Rozas y colaboradores examinaron la utilidad de estas dos
herramientas en pacientes con DM2. Pese a la alta prevalencia de fracturas
vertebrales en la muestra de estudio, ambas escalas clasificaron a un bajo
porcentaje de pacientes como candidatos a tratamiento para la osteoporosis.
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3. Esclerostina en diabetes mellitus tipo 2: Justificacion del
estudio

El papel de la via de senalizacién Wnt y sus antagonistas puede ser crucial en la
patogenia de las alteraciones de la calidad ésea observadas en la diabetes

mellitus.

Los datos publicados se limitan a estudios en animales de experimentacion y se
centran en el andlisis de la expresion génica y la concentracién en el
microambiente 6seo de algunas de las proteinas involucradas. De hecho, un
estudio reciente con modelos animales murinos con DM1 inducida por
estreptozotozina demostré supresion de la expresion génica de esclerostina,
aumento de la apoptosis de los osteocitos y bajas concentraciones de 3-catenina
total y nuclear'®. Por otro lado, Nuche-Berenguer y colaboradores demostraron
que la expresion génica de Dkk1 y SOST en modelos de ratas con DM2 se
encontraba suprimida mientras que en modelos de ratas insulinrresistentes se
evidencié una sobreexpresion génica de SOST asociada a un aumento de los
niveles de ARNm de LRP5%,

Por otra parte, se ha especulado que el antagonismo de la via Wnt llevado a
cabo por los productos derivados del estrés oxidativo puede constituir un
mecanismo molecular comun en el desarrollo de otras enfermedades asociadas
a la edad y el envejecimiento como la hiperlipidemia, la ateroesclerosis y la

propia hiperinsulinemia®®.

Hasta el momento no existen estudios que analicen esta via de sefalizacion

mediante su antagonista endégeno esclerostina en pacientes con DM2.
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Hipotesis y objetivos

Hipétesis de trabajo
Las concentraciones de esclerostina estan elevadas en los pacientes con DM2,

lo que favorece el deterioro de la osteoblastogénesis y un aumento de la
fragilidad 6sea en esta poblacion.

Objetivo general
Determinar los niveles séricos del antagonista enddégeno de la via Wnt

esclerostina en pacientes con DM2.

Objetivos especificos

e Comparar los niveles séricos de esclerostina entre pacientes con DM2 y

controles.

e Estudiar los factores determinantes de las concentraciones séricas de
esclerostina en pacientes con DM2 y controles.

e Evaluar la relacién entre los niveles séricos de esclerostina y hormonas
calciotropas, marcadores de remodelado, densidad mineral Osea vy

fracturas vertebrales en pacientes con DM2 y controles.

e Valorar en los pacientes con DM2 la relacion entre los niveles séricos de

esclerostina y el grado de control metabdlico de la enfermedad.
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Pacientes y métodos

1. Pacientes

AMBITO GEOGRAFICO DEL ESTUDIO:

Area de cobertura del Hospital Universitario San Cecilio de Granada. Se trata
de un hospital de tercer nivel con un Centro Periférico de Especialidades
asociado. Es centro de referencia del area sur de la provincia de Granada y
asiste una poblacion aproximada de 300.000 habitantes. Los participantes del
estudio se seleccionaron en las consultas del Servicio de Endocrinologia
situadas en el Centro Periférico de Especialidades y el propio Hospital.

POBLACIONES DEL ESTUDIO:

POBLACION DIANA: Todo individuo con residencia habitual en el area de
referencia del Hospital Universitario San Cecilio de Granada.

POBLACION ELEGIBLE: Todo sujeto perteneciente a la poblacion diana que,
durante el periodo de estudio, cumplié los siguientes criterios de inclusién y

exclusion en el mismo:

Criterios de inclusion:
« Aceptacion del consentimiento informado
e Régimen de vida ambulatorio

e Pacientes de raza caucasica

e Rango de edad entre 35-65 anos.
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Criterios de exclusion:

 Enfermedad metabdlica 6sea no osteoporoética: hiperparatiroidismo
primario, enfermedad 6sea de Paget, hipercalcemia humoral, artritis

reumatoide, mieloma 6seo, metastasis 6seas.

e Tratamiento concomitante con: glucocorticoides, antirresortivos,

teriparatida, ranelato de estroncio, terapia estrogénica, tibolona.
« Tratamiento antidiabético con tiazolidindionas.
« Insuficiencia renal crénica establecida (creatinina sérica > 1,3 mg/dl)

« Diabetes Mellitus tipo 1.

La poblacién elegible se dividi6 en:

CASOS: Se consideré “caso” todo sujeto perteneciente a la poblacién elegible
que, cumpliendo los criterios de inclusion en el estudio, estaba diagnosticado
de diabetes mellitus tipo 2 segun los criterios de la American Diabetes

Association (ADA) '*°.

CONTROLES: Este grupo estuvo formado por aquella fraccion de la poblacién
elegible que, cumpliendo los criterios de inclusién y exclusién en el estudio, no
estaban diagnosticados de DM2. Se incluyeron pacientes con: patologia
tiroidea normofuncionante (nédulo simple, bocio multinodular), hirsutismo

idiopatico, hiperprolactinemia idiopatica y obesidad sin otros factores de riesgo.

Se incluyeron a 130 pacientes, 76 con DM2 y 54 controles, que se
seleccionaron de forma consecutiva en el periodo de enero de 2006 a
diciembre de 2007.
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2. Métodos

2.1 Diseino

El disefio del estudio corresponde a un estudio transversal.

El protocolo de estudio ha incluido para todos los sujetos:
» Historia clinica, encuesta nutricional y exploracion fisica.
« Determinaciones bioquimicas.
e Determinacion de densidad mineral 6sea.

» Estudio de radiologia vertebral.

2.2. Variables del estudio

2.2.1. Variables clinico-demoqgréaficas

= Sexo.
= Edad en afos.
» Peso en Kilogramos y talla en metros.
= indice de masa corporal: peso (Kg)/ talla (m) 2
141

= Factores de riesgo osteoporoético en poblacion espanola’™'.

» Habito tabaquico: se distinguieron dos grupos: no fumadores y
tabaquismo activo.

» Habito alcohdlico: resultando 2 grupos: consumo de alcohol superior a

40 gr en varones y 24 gr en mujeres o bien inferior a esa cantidad.
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Actividad fisica: mediante cuestionario especifico y resultando dos
grupos: Sedentario (puntuacién < 5) y Activo (puntuacién > 5).

Ingesta calcica diaria: se estimé a partir de una encuesta nutricional que
valora la fracuencia de consumo de varios productos, principalmente

lacteos'?.
Tiempo de evolucién de la diabetes en afos.

Complicaciones microvasculares de la diabetes: retinopatia, nefropatia y

neuropatia clinica.

Tratamiento antidiabético.

2.2.2. Variables analiticas

Marcadores de remodelado 6seo

Osteocalcina (OC): Su valoracion se realizd mediante un kit de

radioinmunoensayo suministrado por DiaSorin (Stillwater, Minnesota,
USA), que utiliza como estandar y trazador BGP bovina, y como
antisuero anti-BGP bovina de conejo, cuyos limites de normalidad son
1,8 y 6,6 ng/ml. La media de los valores de referencia proporcionados
por la casa comercial oscilan entre 1,8-6,6 ng/ml. La precision
intraensayo es del 5,3% (CV) y la interensayo del 8,6%'°.

Isoenzima 6sea de la fosfatasa alcalina (FA ésea): Se determind

mediante ensayo inmunoradiométrico sobre fase sdlida con doble
anticuerpo monoclonal dirigido contra la misma molécula de fosfatasa
alcalina esquelética (técnica de sandwich) con un kit comercial de IDS
Ltd Boldon (Reino Unido) (OCTEIA™). Los valores normales oscilan
entre 6,3-22,4 ug/L para mujeres premenopausicas, 7,5-33,7 ug/L para
mujeres posmenopausicas y 7,4-31,3 ug/L para varones'>.
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o Telopéptido carboxiterminal del colageno tipo | (CTX) en suero: Su

medicidén se realizd con el kit Elecsys B CrossLaps (Roche Diagnostics
SL, Barcelona, Espana), que es un ensayo tipo sandwich que utiliza dos
anticuerpos monoclonales especificos para el B isémero del extremo C
terminal del telopéptido del colageno tipo I. El ensayo se realiz6 con el
analizador automatico Elecsys 2010 (Roche Diagnostics). El intervalo de
medicion oscila entre 0,01 y 6 ng/ml, con una varialidad intra e
interensayo inferior al 6%. Los valores normales oscilan entre 0,157-0,44
ng/ml para mujeres premenopausicas, 0,33-0,782 ng/ml para mujeres

posmenopausicas y 0,158-0,442 ng/ml para varones .

o Fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP): Sus niveles se determinaron

mediante anticuerpos monoclonales (Bone TRAP ® Assay. IDS Ltd). El
CV intraensayo es de 4,7 % e interensayo del 9%. Los valores normales
oscilan entre 1-4,1 U/L para mujeres premenopausicas, 1,5-4,9 U/L para
mujeres posmenopausicas y 1-4,9 U/L ng/ml para varones'*.

Determinacion sérica de esclerostina

Su medicién se llevd a cabo mediante un ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas (ELISA) tipo sandwich comercial provisto por Biomedica (Viena,
Austria) %,

El método consiste en incubar un pequefio volumen de muestra sérica
problema, muestras de controles internos, y muestras patrén con diferentes
concentraciones de esclerostina (éstas dos ultimas disponibles en el kit) en las
placas ELISA, las cuales tienen previamente unido el anticuerpo anti-
esclerostina humana. Todas las muestras se analizaron por duplicado en el
mismo ensayo. Seguidamente, se afade el anticuerpo biotinilado anti-
esclerostina, y tras la incubacién, se procede a su lavado. Este proceso

descrito se realiza para todos los pocillos, exceptuando los reservados para el
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blanco. Posteriormente, a todos los pocillos, se afade e incuba con el

conjugado estreptavidina-peroxidasa, se sigue con los lavados y adicién de

sustrato de la peroxidasa, y podemos observar la senal correspondiente a los

niveles de expresion de esclerostina mediante la medida de la absorbancia a
450 nm en un lector ELISA.

En el laboratorio dos muestras de concentracion conocida se testaron seis y

tres veces para conocer la variabilidad intra e interensayo que fue del 4% y 3%

respectivamente. Los valores de esclerostina se expresan en picomoles/litro

(pmol/L) y el limite inferior de deteccidn es inferior a 10 pmol/L.

Determinaciones hormonales

Hormona paratiroidea (PTH): Determinada por el kit Intact PTH

suministrado por Roche Diagnostics SL Barcelona Espafa. Es un
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia con  anticuerpos
monoclonales y técnica de sandwich. Los valores de referencia se
encuentran entre 15 y 65 pg/ml. Los coeficientes de variacién intra e

interensayo estan en torno al 3 %'*.

25-hidroxivitamina D (250HD): Su valoracién se realizé mediante un kit

25-Hydroxyvitamin D 1251 RIA suministrado por DiaSorin (Stillwater,
Minnesota, USA). En la determinacion de la 25-Vitamina D se realizan
dos pasos: primero se realiza una rapida extraccion del suero o plasma
de la 25-OH-vitamina D y otros metabolitos hidroxilados mediante
acetonitrilo y posteriormente se utiliza un método de radioinmunoanalisis
para la determinacion de la 25-OH-vitamina D. Se consideran valores

normales para el kit utilizado un rango entre 15y 74 ng/ml'*°.

Otras determinaciones

Bioquimica basica de funcidn renal, hepatica y perfil lipidico.
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e Filtrado glomerular (FG): Estimado mediante la ecuacion de Cockcroft-

Gault con correccién por superficie corporal y expresado en ml/min/1,73
m2 146

e Microalbuminuria: Determinada mediante test inmunoturbidimétrico

(Tina-quant® Albumina) en una muestra de orina de primera hora de la
manana y definida como un cociente entre albumina (mgr/dl) y creatinina
(gr/dl) entre 30 y 300 mgr/gr '*’.

 Hemoglobina glicada (HbA1c): Se determin6 mediante HPLC (High
preasure liquid cromography) mediante el analizador ADAMS A1ic (HA-

8160) de menarini'*.

2.2.3 Técnicas radiologicas

Medicion de masa osea

La densidad mineral ésea se evalu6 mediante absorciometria dual por rayos X
(DXA), empleando para ello el equipo modelo Hologic QDR4500. Este
densitdmetro utiliza radiografias digitales cuantitativas para medir de forma
exacta y rapida el contenido mineral 6seo (CMO) en gramos y la DMO en
gr/cm?. En nuestro caso hicimos mediciones en columna lumbar (vértebras L2,
L3 y L4) y fémur proximal (cuello, trocanter y triangulo de Ward). La precision
de la medida fue superior al 1% (CV = 1,0% con DMO = 1,0 gr/cm?) y la
resolucién espacial de 1,5 mm. El tiempo de realizacién de la prueba es de 5
minutos para cada localizacion y la radiacion a la que se somete al paciente de
2,9-5,0 mR, equivalente a la décima parte de la recibida durante la realizacién
de una radiografia simple de torax. El densitémetro se calibra a diario con un
fantoma normalizado (Hologic X-Caliber, Hologic Inc., Walthman, MA). A fin de
evitar falsas mediciones las vértebras fracturadas, que se identificaron
mediante radiologia simple de columna, se excluyeron de la medicion de

densidad dsea'*®.
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Estudio radiologico

Se efectuaron radiografias laterales de columna lumbar y toracica para evaluar
la aparicion de deformaciones en los cuerpos vertebrales desde T4 a L5. Las
mediciones se hicieron segun los criterios de Genant: con una regla
transparente se miden las alturas anterior y posterior de las vértebras desde T4
a T12, y las alturas anterior, media y posterior de L1 a L5. En condiciones
normales, en columna toracica, la altura anterior es, como maximo, un 85% de
la altura posterior. Se habla de fractura de grado 1 o deformidad leve cuando
existe una reduccién de la altura anterior, media o posterior de la vértebra entre
un 20 y 25 %; fractura de grado 2 o deformidad moderada cuando la reduccién
es entre el 25 y el 40%, y fractura grado 3 o deformidad severa a una reduccién
del 40% de cualquier altura del cuerpo vertebral™®°.

2.3. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 empleando el programa SPSS
(version 15.0, Chicago, EEUU).

Para variables continuas se evalu6 si seguian una distribucion normal mediante
el test de Kolmogorov-Smirnov. Se emplearon medidas de tendencia central
(media) y dispersion (desviacion estandar, rango) para variables continuas y
distribucién de frecuencias absolutas y relativas para variables categoéricas.

Las diferencias para las variables de interés entre grupos de comparacién se
realizaron mediante el test de la t de Student para dos muestras
independientes y el test de la U de Mann-Whitney en el caso de variables
continuas. Para variables categéricas se utilizo el test de la Chi Cuadrado de
Pearson y el test exacto de Fisher. La relaciéon entre las variables cuantitativas
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se analizé usando el test de correlaciones bivariadas de Pearson o de
Spearman. Para controlar el efecto de una o mas variables sobre el coeficiente

de correlacién de Pearson se empleé el test de correlacion parcial.

Cuando el tamafo de muestra fue mayor que 30 se aplicaron pruebas para
variables normales con independencia de sus caracteristicas mediante la

aplicaciéon del Teorema Central del Limite.

Por dultimo, se realizd un analisis multivariante mediante regresién lineal
multiple previa comprobacion del modelo (aleatoriedad, normalidad, linealidad y
homogeneidad de varianzas) para estudiar las variables predictoras de las

concentraciones séricas de esclerostina (variable independiente).

Todos los test estadisticos se realizaron a doble cola. Una p < 0,05 fue

considerada estadisticamente significativa.
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1. Caracteristicas de los grupos de estudio

1.1. Caracteristicas generales

Resultados

En las tablas 1.1 y 1.2 se muestran las caracteristicas cuantitativas vy

cualitativas de ambos grupos de estudio.

Tabla 1.1 Variables cuantitativas.

n Grupo DM2 n Grupo Control
Media (DE) Rango Media (DE) Rango

Edad (afos) 76 57,9 (6,5) 35-65 54 55,2 (7,2) 39-66
Antropometria

Talla (cm) 160 (20) 144-178 164 (9) 148-185

Peso (Kg) 81,9 (16) 50,2-144 77,9 (13,9) 55-108

IMC (Kg/m?) 31,3 (5,7) 19-55 29,2 (6) 21,5-47,3
Funcioén renal

Creatinina (mg/dl) 0,9 (0,2) 0,3-1.3 0,9 (0,2) 0,5-1,2

FG (ml/min/1.73m?) 93,4 (26,9) 49,5-216 94,6 (22,1) 60,9-165,3
Estatus menstrual 35 30

Edad menarquia 35 12,2 (2,1) 7-16 30 12,4 (1,4) 9-15

Edad menopausia 30 48,9 (5,1) 32-58 19 49,7 (3,8) 42-56

Afos menopausia 30 11,4 (7,5) 1-31 19 7,4 (5,2) 1-17
Ingesta Calcio (mg/d) | 76 609 (282) 175-1400 54 663 (363) 150-1800

DE: Desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; FG: filtrado glomerular.
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Tabla 1.2. Variables cualitativas.

Grupo DM2 Grupo Control
n: 76 n: 54
Valor abs. % Valor abs. %
Sexo
Mujeres 35 46,1 30 55,6
Varones 41 53,9 24 44 .4
Habitos toxicos
Tabaco
No 62 81,6 46 85,2
Si 14 18,4 8 14,8
Alcohol
No 68 89,4 47 87
Si 5 10,5 7 13
Actividad fisica
No 41 53,9 20 37
Si 35 46,1 34 63
Historia de fracturas
Antecedente personal
No 7 9,2 1 1,9
Si 69 90,8 53 98,1
Antecedente familiar
No 55 72,4 40 741
Si 21 25,9 14 25,9
Estatus menopausico
No 5 14,3 11 36,5
Si 30 85,7 19 63,3

Los pacientes con diabetes respecto a los controles mostraron una edad (p =
0,023) y un IMC mayores (p = 0,046). Asimismo entre las mujeres diabéticas
hubo un mayor porcentaje de posmenopausicas (p = 0,047). Al comparar el
grado de actividad fisica encontramos una tendencia hacia un mayor grado de
actividad fisica en el grupo control (p = 0,057).
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1.2. Metabolismo 6seo

1.2.1. Hormonas calciotropas y marcadores de remodelado 6seo

En las tabla 1.3 se analizan las diferencias en hormonas calciotropas y
marcadores de remodelado éseo entre los grupos de estudio de forma global y

en funcién del sexo.

Tabla 1.3. Diferencias en hormonas calciotropas y MRO entre ambos grupos.

Total Grupo DM2 Grupo Control
n: 130 n:76 n: 54
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Rango Rango Rango
Calcio (mg/dl) 9,5 (0,5) 9,6 (0,5) 9,4 (0,4)
7,9-11,2 7,9-11,2 8,6-10,4
Fosforo (mg/dl) 3,6 (0,5) 3,7 (0,6) 3,5(0,5)
2,4-5,6 2,4-5,6 2,5-4,8
PTH (pg/ml) 43,5 (19,5) 38,7 (18,4) 50,2 (19,2)
7-84,1 7-84,1 16,5-72,3
25 OHD (ng/ml) 19,1 (11,2) 17,6 (11,2) 21 (10,9)
1-60,2 1-60,2 2,6-52,8
OC (ng/ml) 1,46 (1,25) 1,45 (1,27) 1,45 (1,23)
0-6,8 0-5,8 0,1-6,8
FA 6sea (ng/l) 14 (6,6) 14,8 (6,5) 12,9 (6,8)
5,5-41,9 6,2-41,9 5,5-42,9
CTX (ng/ml) 0,264 (0,153) 0,212 (0,13) 0,338 (0,154)
0-0,888 0-0,657 0-0,888
TRAP (UI/l) 1,58 (0,96) 1,4 (1,01) 1,84 (0,82)
0,07-4,1 0,07-3,7 0,5-4,1

DE: desviacion estandar; PTH: parathormona; 25 OHD: 25-hidroxivitamina D; OC:

osteocalcina; FA dsea: fosfatasa alcalina 6sea; CTX: telopéptido carboxiterminal

del colageno tipo 1; TRAP: fosfatasa acida tartrato-resistente.
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Los pacientes con diabetes presentaron menores concentraciones de PTH (p =

0,01) y de los marcadores de resorcién 6sea CTX (p < 0.001) y TRAP (p =

0,009). Encontramos una tendencia a la significacion estadistica en los niveles

de 25-hidroxivitamina D, méas bajos en pacientes con diabetes (p = 0,085).

1.2.2. Densidad mineral ésea

En las tablas 1.4 y 1.5 se analizan las diferencias en la DMO entre los grupos

de estudio y en el grupo DM2 segun el sexo.

Tabla 1.4. Comparacion de parametros densitomeétricos entre grupos.

Total Grupo DM2 Grupo Control
n: 130 n: 76 n: 54
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Rango Rango Rango
DMO CL (g/cm?) | 0,974 (0.146) 0,949 (0,142) 1,005 (0,147)
0,591-1.327 0,591-1,304 0,716-1,327
T-score CL -1,1(1.4) -1,3 (1,3) -0,8 (1,3)
-4,8-1.9 -4,8-1,7 -3,6-1,9
Z-score CL -0,181 (1.35) -0.342 (1.34) 0,017 (1,34)
-3,9-3.1 -3.9-3.1 -2,9-2,4
DMO CF (g/cm?) 0,820 (0,124) 0,818 (0,13) 0,823 (0,117)
0,545-1,161 0,545-1,161 0,589-1,075
T-score CF -0,549 (1) -0,594 (1,024) -0,491 (0,997)
-2,7-2,8 -2,7-2,8 -2,3-2
Z-score CF 0,447 (0,976) 0,467 (0,995) 0,417 (0,96)
-1,6-4,3 -1,6-4,3 -1,5-2,9
DMO TC (g/cm?) 0,906 (0,135) 0,905 (0,142) 0,908 (0,126)
0,61-1,249 0,571-1,249 0,7-1,2
T-score TC -0,572 (0,971) -0,610 (1) -0,522 (0,928)
-3,1-2 -3,1-14 -2-2
Z-score TC 0,046 (0,967) 0,08 (0,982) 0,002 (0,954)
-2,5-2,8 -2,5-2,5 -1,8-2,8
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DE: desviacién estandar; DMO: Densidad mineral 6sea; CL: columna lumbar;

CF: cuello femoral; CT: cadera total.

Tabla 1.5. Parametros densitométricos en DM2 en funcion del sexo.

Varones (n: 41)

Mujeres (n: 35)

Media (DE) Media (DE)
DMO CL (g/cm?) 0,963 (0,131) 0,932 (0,153)
T-score CL -1,375 (1,218) -1,317 (1,452)
Z-score CL -0,733 (1,303) 0,127 (1,25)
DMO CF (g/cm?) 0,861 (0,131) 0,766 (0,109)
T-score CF -0,461 (1,052) -0,758 (0,981)
Z-score CF 0,426 (1,117) 0,523 (0,936)
DMO TC (g/cm?) 0,942 (0,145) 0,859 (0,127)
T-score TC -0,568 (1) -0,661 (1,03)
Z-score TC -0,03 (1,049) 0,303 (0,858)

DE: desviacion estandar; DMO: Densidad mineral 6sea; CL:

columna lumbar; CF: cuello femoral; TC: cadera total.

No encontramos diferencias entre el grupo DM2 y el grupo control en los

parametros densitométricos. En el grupo DM2 los varones presentaron una

mayor DMO en cuello femoral (p = 0,002) y cadera total (p = 0,015). En el

grupo control no hubo diferencias en ningun parametro densitométrico segun el

S€eXo0.
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1.2.3. Osteoporosis y fracturas vertebrales

La tabla 1.6 muestra la prevalencia de osteoporosis densitométrica y presencia
de fracturas vertebrales morfométricas en funcién de los grupos de estudio y el

S€eXo.

Tabla 1.6. Osteoporosis y fracturas vertebrales segun el grupo de estudio y sexo.

Grupo DM2 Grupo Control
n: 76 n: 54
Valor abs. % Valor abs. %
Osteoporosis 15 19,7 5 9,3
Mujeres 8 10,5 1 1,9
Varones 7 9,2 4 7.4
Fractura vertebral 20 26,3 10 18,5
Mujeres 6 7,9 5 9,25
Varones 14 18,4 5 9,25

De forma global, los pacientes con diabetes presentaron una mayor prevalencia
de osteoporosis que los controles aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa (p = 0,082). Sin embargo, al tener en cuenta el sexo se confirmé
una mayor prevalencia de osteoporosis en las mujeres con diabetes respecto a
las mujeres del grupo control (p = 0,026). No encontramos diferencias en la

proporcién de pacientes con fractura vertebral entre ambos grupos.

En el grupo DM2, no observamos diferencias en la prevalencia de

osteoporosis ni de fractura vertebral segun el sexo.
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1.3. Control metabdlico en el grupo DM2

En las tablas 1.7 y 1.8 se describen las caracteristicas de los pacientes
diabéticos globalmente y en funcién del sexo.

Tabla 1.7. Variables cuantitativas en pacientes con DMZ2 en funcidon del sexo.

Total Varones Mujeres
n: 76 n: 41 n: 35
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Rango Rango Rango
Edad (aios) 57,9 (6,5) 57.4 (6,8) 58,6 (6,1)
35-65 35-65 45-65
IMC (kg/m?) 31,3 (5,7) 29,8 (4,4) 33 (6.6)
19,1-54,9 21,3-38,7 19,1-54,9
Evolucion DM2 (afios) 13,4 (7,5) 13,2 (6,7) 13,6 (8,5)
0,5-31 0,5-30 1-31
Glucemia basal (mg/dl) 174,8 (62,9) 177 (65,3) 172,3 (60,9)
81-351 84-343 81-351
HbA1c (%) 8(1,9) 8,1 (2) 7,9 (1,8)
4,9-13,8 4,9-13,5 5,2-13,8

IMC: indice de masa corporal, DM2: diabetes mellitus tipo 2, HbA1c: hemoglobina
glicada.

Las mujeres diabéticas tuvieron un indice de masa corporal mayor al de los

varones (p = 0,016) sin diferencias en el resto de variables recogidas.
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Tabla 1.8. Variables cualitativas en pacientes con DMZ2 en funcién del sexo.

Total Varones Mujeres
n: 76 n: 41 n: 35
C. microvasculares
Retinopatia
No 55,3 48,8 62,9
Si 447 51,2 37,1
Nefropatia
No 66,7 63,4 70,6
Si 33,3 36,6 29,4
Neuropatia
No 48 39 58,8
Si 52 61 41,2
Tratamiento
ADOs
No 19,4 20 18,8
S 80,6 80 81,3
Insulinoterapia 34.7 39 20.4
No 65,3 61 70,6
Si

C: complicaciones, ADOs: antidiabéticos orales. Expresado en %.

No existieron diferencias en cuanto a la presencia de complicaciones o el tipo

de tratamiento en funcién del sexo.
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2. Determinantes de los niveles séricos de esclerostina

2.1. Esclerostina en funcion del grupo y el sexo

Los niveles medios de esclerostina en nuestra muestra fueron de 48,69 (22,49)

pmol/L con un minimo de 17,97 pmol/L y un maximo de 128,01 pmol/L.

En el grupo DM2 las cifras de esclerostina fueron significativamente mas
elevadas que en el grupo control: 53,93 (24,95) frente a 41,32 (15,99) pmol/L, p
= 0,001. En la totalidad de la muestra, los varones presentaron niveles séricos
de esclerostina significativamente mas altos que las mujeres: 57,1 (25,31)
frente a 40,29 (15,35) pmol/L, p < 0,001.

En el anadlisis por grupos, los varones presentaron concentraciones mas altas
de esclerostina tanto en el grupo DM2 (p < 0,001) como en el grupo control (p <
0,03). Al analizar los niveles de esclerostina en funcidon del sexo, estos
permanecieron significativamente elevados en varones con diabetes respecto a
varones del grupo control (p = 0,016), mientras que la diferencia en mujeres
(grupo DM2 vs grupo control) no fue estadisticamente significativa (p = 0,099).

Estos resultados estan representados en la tabla 2.1 y la figura 2.1.
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Tabla 2.1. Niveles séricos de esclerostina en funcion del grupo de estudio y del sexo.

Grupo DM2 Grupo Control

Varones

n 41 24

Media (DE) 63,15 (27,03) 46,77 (18,3)

Rango 18,34-128,01 19,42-107,87
Mujeres

n 35 30

Media (DE) 43,14 (17,08) 36,96 (12,53)

Rango 22,74-102,27 17,97-63,03

Figura 2.1.Niveles séricos de esclerostina en funcion del sexo y del grupo de estudio.
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2.2. Relacion entre esclerostina y edad

Los niveles séricos de esclerostina se correlacionaron positivamente con la
edad en la muestra total (r = 0,251, p = 0,004). En el analisis por grupos esta
correlacion se mantuvo significativa s6lo en el grupo control (r = 0,460, p <

0,001) y en el andlisis segun el sexo sblo en varones (r = 0,320, p = 0,009).

Cuando llevamos a cabo el analisis en funcion tanto del grupo de estudio como
del sexo, la correlacidén positiva entre los niveles de esclerostina séricos y la
edad se mantuvo s6lo en varones con diabetes (r = 0,338, p = 0,031) mientras
que en el grupo control esta correlacion fue estadisticamente significativa tanto
en varones (r = 0,425, p = 0,038) como en mujeres (r = 0,415, p = 0,023).

En las figuras 2.2 y 2.3 se representan estos resultados.

Figura 2.2.Correlacion lineal simple entre esclerostina sérica y
edad en funcion del grupo de estudio.

ANALISIS POR GRUPOS
DM2 r = 0,002; p= 0,43 .

2007 controles r = 0,48; p < 0.001
j e® ¢
S 100,00 e oo .
g
— .
@ H
2 o o [
T 7500 . -
o © . g

. o

.E (a] :e .3 ]
i g 2 eofg g
S 50,00 g eog 8 23
% — . o © i .."_-'.E‘.!
@A *scc* ¥, Lo
w . 3 P . ._J.: EU o uiig‘lo:

25,00+ _L-} ] OG - . L ]

. o g o
0,00
T T T T T
30 40 50 B0 Fit]
Edad (afios)

Grupo DM2: circulos negros y linea continua.

Grupo Control: circulos blancos y linea discontinua.

73



Figura 2.3.Correlacion lineal simple entre esclerostina sérica y

edad en funcion del grupo de estudio y sexo.
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2.3. Relacion entre esclerostina y funcion renal
En la muestra total, los niveles séricos de esclerostina mostraron una
correlacién positiva con los valores séricos de creatinina (r = 0,382, p < 0,001) y
negativa con el filtrado glomerular (r = - 0,225, p = 0,01) Tras el ajuste por edad
esta relacion se mantuvo significativa para los valores séricos de creatinina (r =

0,342, p = 0,001) aunque no para el filtrado glomerular (r = - 0,147, p = 0,097).

En el analisis por sexo los niveles séricos de esclerostina se correlacionaron
positivamente con los valores séricos de creatinina y negativamente con el
filtrado glomerular tanto en varones (r = 0,340, p = 0,006 y r = - 0,294, p =
0,017) como en mujeres (r = 0,252, p = 0,043y r = - 0,164, p = 0,193) aunque

no se mantuvo la significacién estadistica en el filtrado glomerular en mujeres.
En la tabla 2.2 se representan los coeficientes de correlacién entre la funcion

renal y los niveles séricos de esclerostina segun el grupo de estudio y el sexo y
tras el ajuste por edad.

Tabla 2.2. Correlacion niveles séricos de esclerostina y funcion renal.

Grupo DM2 Grupo Control
Simple Ajus. edad Simple Ajus. edad

Total

Creatinina (mg/dl) r=0,37* r=0,361*" r=0,38*"* r=0,261

FG (ml/min/1.73m?) r=-0,184 r=-0,163 r=0,348" r=-0,182
Varones

Creatinina (mg/dl) r=0,431"* r=0,434* r=0,095 r=0,178

FG (ml/min/1.73m?) =-0,345* =-0,251 =-0,236 =-0,19
Mujeres

Creatinina (mg/dl) r=0,116 r=0,215 r=0,499** r=0,397*

FG (ml/min/1.73m?) r=-0,046 r=-0,168 r=-0427" r=-0,275

FG: filtrado glomerular. * p < 0,05y ** p < 0,01
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2.4. Relacion entre esclerostina e indice de masa corporal

Los niveles séricos de esclerostina no se correlacionaron con el indice de masa
corporal (r = 0,092, p = 0,298) en la muestra total. Tras el ajuste por edad
tampoco se observo relacion (r = 0,072, p = 0,417).

Sin embargo, en el analisis por sexo los niveles séricos de esclerostina se
correlacionaron positivamente con el indice de masa corporal en varones (r =
0,288, p = 0,02). Tras ajustar por edad esta relacion se mantuvo significativa (r
= 0,250, p = 0,046). En mujeres los niveles séricos de esclerostina no se
correlacionaron con el indice de masa corporal (r = 0,144, p = 0,252; ajustado a
edad r = 0,135, p = 0,289).

En la tabla 2.3 se representan los coeficientes de correlacion entre el indice de

masa corporal y los niveles séricos de esclerostina segun el grupo de estudio y

el sexo y tras el ajuste por edad.

Tabla 2.3. Correlacion niveles séricos de esclerostina e indice de masa corporal.

Grupo DM2 Grupo Control
Simple Ajus. edad Simple Ajus. edad
Total r=0,029 r=0,025 r =0,086 r =0,057
Varones r=0,258 r=0,199 r=0,187 r=0,149
Mujeres r=0,068 r=0,027 r=0,173 r=0,108
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2.5. Esclerostina en funcion de la actividad fisica

En la tabla 2.4 se representa la relacion de los niveles séricos de esclerostina
con la actividad fisica.

Tabla 2.4. Niveles séricos de esclerostina en funcion del grado de actividad fisica.

Sedentarios Activos
Muestra total 47,04 (21,76) 50,16 (23,18)
n: 61 n: 69
Varones 57,22 (24,69) 57,03 (25,97)
n: 24 n: 41
Mujeres 40,43 (19,9) 40,1 (13,33)
n: 37 n: 28
Grupo DM2 52,32 (23,96) 55,83 (26,3)
n: 41 n: 35
Varones 63,64 (24,66) 62,77 (29,3)
n: 18 n: 23
Mujeres 43,46 (19,69) 42,53 (11,29)
n: 23 n: 12
Grupo Control 36,23 (10,18) 44,32 (18,05)
n: 20 n: 34
Varones 37,98 (12,01) 49,67 (19,3)
n: 6 n:18
Mujeres 35,47 (9,69) 38,27 (14,77)
n: 14 n:16

Datos expresados como media (desviacion estéandar).

No existieron diferencias en los niveles séricos de esclerostina segun el grado

de actividad fisica.
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2.6. Esclerostina en funcion del estatus menopausico

En la tabla 2.5 se representa la relacion de los niveles séricos de esclerostina

con el estatus menopausico en las mujeres de nuestro estudio.

Tabla 2.5. Niveles séricos de esclerostina en funcion del estatus menopausico.

Premenopausicas Posmenopausicas
Muestra total 39,9 (22,3) 40,41 (12,6)
n:16 n: 49
Grupo DM2 59,15 (29,5) 40,47 (13,1)
n:5 n: 30
Grupo Control 31,16 (11,3) 40,32 (12,2)
n: 11 n: 19

Datos expresados como media (desviacion estéandar).

No existieron diferencias en los niveles séricos de esclerostina segun el estatus

menopausico.
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3. Relacion con el metabolismo 6seo

3.1. Relacién de esclerostina, hormonas calciotropas y marcadores de
remodelado éseo

En la tabla 3.1 se representa la relacion de los niveles séricos de esclerostina
con las hormonas calciotropas. Las concentraciones de esclerostina se
relacionaron de forma inversa con la parathormona sb6lo en mujeres (p =
0,025).

Tabla 3.1. Correlacion lineal simple entre esclerostina sérica

y hormonas calciotropas en funcion del grupo y el sexo.

PTH 25 OHD
Muestra total r=-0,174 r=-0,122
Varones r=0,011 r=-0,112
Mujeres r=-0,287* r=-0,105
Grupo DM2 r=-0,143 r=-0,104
Varones r=0,095 r=-0,124
Mujeres r=-0,234 r=-0,069
Grupo Control r=-0,025 r=-0,051
Varones r=0,311 r=0,054
Mujeres r=-0,302 r=-0,088

PTH: parathormona; 25 OHD: 25 hidroxivitamina D.
*p<0,05y* p<0,01.
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Sin embargo, tras ajustar por edad y cifras de creatinina, encontramos una
asociacién negativa y estadisticamente significativa entre la concentracién
sérica de esclerostina y la de la parathormona en la muestra total (8 = - 0,195,
p = 0,046).

En la figura 3.1 se muestra esta relacion.

Figura 3.1. Correlacion lineal simple entre esclerostina sérica y
PTH en la muestra total.
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En la tabla 3.2 se representa la relacion de los niveles séricos de esclerostina

con los marcadores de remodelado 6seo.

Tabla 3.2.Correlacion lineal simple entre esclerostina sérica y MRO en funcién del grupo y

el sexo.

Resultados

ocC FA 6sea CTX TRAP
Muestra total r=-0,043 r=-0,124 r=-0,363*" r=-0,306™"
Varones r=0,023 r=-0,110 r=-0,447* r=-0,320*
Mujeres r=-0,013 r=0,005 r=-0,174 r=-0,280"
Grupo DM2 r=0,055 r=-0,259* r=-0,356** r=-0,289*
Varones r=0,066 r=-0,311* r=-0,248 r=-0,214
Mujeres r=0,198 =-0,133 =-0,257 =-0,344*
Grupo Control r=-0,265 r=0,008 r=-0,174 r=-0,184
Varones r=-0,130 r=0,029 r=-0,461* r=-0,341
Mujeres r=-0,345 r=0,175 r=0,019 r=-0,112

OC: osteocalcina; FA 6sea: fosfatasa alcalina 6sea; CTX: telopéptido carboxiterminal

del colageno tipo 1; TRAP: fosfatasa acida tartrato-resistente. *p < 0,05y ** p < 0,01.

Respecto a los marcadores de remodelado 6seo en la totalidad de la muestra

encontramos una correlacion negativa y estadisticamente significativa con los

marcadores de resorcion CTX (p < 0,001) y TRAP (p = 0,001) mientras que no

hubo asociacion con los marcadores de formacién osteocalcina y FA 6sea.

En el grupo DM2 los niveles de esclerostina se correlacionaron negativamente
y de forma significativa tanto con CTX (p = 0,002) y TRAP (p = 0,013) como
con FA ésea (p = 0,029). Sin embargo en el grupo control no hubo relaciéon con

ningun marcador de remodelado éseo salvo en varones con CTX (p = 0,023).
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En la figura 3.1 representamos la relacion entre los marcadores de remodelado

0seo y los niveles séricos de esclerostina segun el grupo.

Figura 3.5.Correlacion lineal simple entre esclerostina sérica y MRO en funcién del grupo.
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3.2. Relacion entre esclerostina y densidad mineral 6sea

En el total de la muestra encontramos una correlacién positiva entre los niveles
de esclerostina y la masa ésea expresada como densidad mineral 6sea, T-
score y Z-score en las tres localizaciones estudiadas. En la tabla 3.3
representamos los coeficientes de correlacion simple y correlacion parcial

(ajuste por edad).

Tabla 3.3. Correlacion niveles séricos de esclerostina y parametros DXA muestra total.

Simple Ajus. edad
DMO CL (g/cm?) r=0,235"* r=0,318**
T-score CL r=0,191* r=0,273*
Z-score CL r=0,174 r=0,178
DMO CF (g/cm?) r=0,379* r=0,428*
T-score CF r=0,284** r=0,348**
Z-score CF r=0,322** r=0,304**
DMO TC (g/cm?) r=0,435** r=0,470**
T-score TC r=0,334** r=0,384**
Z-score TC r=0,319** r=0,312**

DXA: absorciometria dual por rayos X; DMO: densidad mineral
6sea; CL: columna lumbar; CF: cuello femoral; TC: cadera
total. *p < 0,05y ** p < 0,01.

La correlacion positiva entre esclerostina y masa 6sea se observd en las tres

localizaciones estudiadas tanto en el grupo DM2 como en el grupo control.
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En la tabla 3.4 y la figura 3.6 se representan los coeficientes de correlacion y el

nivel de significacion de la relacion entre masa 6sea y esclerostina.

Tabla 3.4. Correlacion niveles séricos de esclerostina y parametros DXA segun el grupo.

Grupo DM2 Grupo Control

Simple Ajus. edad Simple Ajus. edad
DMO CL (g/cm?) r=0,337** r=0,373** r=0,267 r =0,409**
T-score CL r=0,285" r=0,313" r=0,231 r=0,395""
Z-score CL r=0,199 r=0,192 r=0,277* r=0,338"
DMO CF (g/cm?) r=0,487* r = 0,492 r=0,222 r=0,329*
T-score CF r=0,405** r=0,408** r=0,136 r=0,292*
Z-score CF r=0,396** r=0,391* r=0,205 r=0,240
DMO TC (g/cm?) r=0,505** r=0,524** r=0,367"* r =0,400"*
T-score TC r=0,406"" r=0,427** r=0,284" r=0,357**
Z-score TC r=0,328"* r=0,323** r=0,328" r=0,323"

DXA: absorciometria dual por rayos X; DMO: densidad mineral 6sea; CL: columna lumbar;

CF: cuello femoral; TC: cadera total. * p < 0,05y ** p < 0,01.
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Figura 3.6.Correlacion lineal simple entre esclerostina

sérica y densidad mineral 6sea en funcion del grupo.
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Grupo DM2: circulos negros y linea continua.

Grupo Control: circulos blancos y linea discontinua.
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La correlacion entre esclerostina y masa 6sea se mantuvo al analizar por sexo,

salvo en los valores de densidad mineral 6sea y T-score de columna lumbar en

mujeres.

En la tabla 3.3 se muestran estos resultados.

Tabla 3.5. Correlacion niveles séricos de esclerostina y parametros DXA segtn el sexo.

Hombres Mujeres

Simple Ajus. edad Simple Ajus. edad
DMO CL (g/cm?) | r=0,307* r=0,326* r=0,109 r=0,205
T-score CL r=0,308* r=0,326* r=0,119 r=0,212
Z-score CL r=0,374** r=0,351** r=0,209 r=0,223
DMO CF (g/cm?) | r=0,364"* r=0,368** r=0,254* r=0,336"*
T-score CF r=0,365"* r=0,372** r=0,261* r=0,344**
Z-score CF r=0,458** r=0,418** r=0,336** r=0,333*
DMO TC (g/cm?) | r=0,429** r=0,451** r =0,308* r=0,357**
T-score TC r=0,437** r=0,456** r=0,304* r=0,354**
Z-score TC r=0,479** r=0,469** r=0,411* r = 0,404**

DXA: absorciometria dual por rayos X; DMO: densidad mineral 6sea; CL: columna lumbar;

CF: cuello femoral; TC: total de cadera. *p < 0,05y ** p < 0,01.
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3.3. Esclerostina en funcion del diagndstico de osteoporosis

En la tabla 3.6 se representa los niveles séricos de esclerostina en relacién a la

presencia de criterios densitométricos de osteoporosis.

Tabla 3.6. Niveles séricos de esclerostina en funcion del diagndstico de osteoporosis.

NO Sl
Muestra total 49,57 (22,95) 40,53 (17,82)
n: 110 n: 20
Varones 58,6 (26,27) 48,1 (19,97)
n: 54 n: 11
Mujeres 41,25 (15,49) 31,4 (9,24)
n: 56 n: 51
Grupo DM2 56,95 (25,98) 42,96 (19,16)
n: 61 n:15
Varones 65,53 (28,19) 54,24 (22,3)
n: 34 n:7
Mujeres 46,04 (18,17) 43,08 (8,28)
n: 27 n:8
Grupo Control 41,88 (16,29) 33,25 (11,66)
n: 49 n:5
Varones 48,38 (19,67) 37,07 (9,17)
n: 20 n: 4
Mujeres 37,62 (12,22) 17,97
n: 29 n: 1

Datos expresados como media (desviacion estéandar).

En el total de la muestra, los niveles de esclerostina fueron mas bajos en los

sujetos con osteoporosis aunque no se alcanzé la significacion estadistica (p =

0,067). Las mujeres con osteoporosis presentaron menores niveles de

esclerostina respecto a las no osteoporéticas (p = 0,039). También los niveles
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de esclerostina fueron significativamente mas bajos en los pacientes diabéticos
con osteoporosis frente a los no osteoporoéticos (p = 0,041).

En la figura 3.2 se muestran los niveles de esclerostina en funcién del

diagnéstico de osteoporosis densitométrica y segun el grupo de estudio.

Figura 3.7.Niveles séricos de esclerostina en funcion del diagndstico de
osteoporosis densitométrica y segun el grupo.
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3.4. Esclerostina en funcioén de la presencia de fracturas vertebrales

Sin embargo, no encontramos diferencias cuando analizamos los niveles de

esclerostina en funcién de la presencia de fracturas vertebrales morfométricas.

En la tabla 3.7 se muestran los resultados.

Tabla 3.7. Niveles séricos de esclerostina en funcion de las fracturas vertebrales.

NO Sl
Muestra total 48,83 (23,93) 50,52 (20,98)
n: 100 n: 30
Varones 58,44 (29,33) 58,5 (20,69)
n: 46 n:19
Mujeres 41,76 (15,95) 36,75 (13,25)
n: 54 n: 11
Grupo DM2 54,03 (26,55) 53,72 (23,27)
n: 56 n: 20
Varones 65,34 (31,82) 61,33 (22,41)
n: 27 n: 14
Mujeres 42,14 (17,51) 35,95 (14,53)
n: 29 n: 6
Grupo Control 41,39 (17,38) 44,14 (14,38)
n: 44 n: 10
Varones 47,6 (21,8) 50,55 (13,77)
n: 19 n:5
Mujeres 37,26 (12,64) 37,72 (13,15)
n: 25 n:5

Datos expresados como media (desviacion estéandar).
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En la figura 3.8 se muestran los niveles de esclerostina en funcién de la

presencia de fracturas vertebrales morfométrica y segun el grupo de estudio.

Figura 3.8 .Niveles séricos de esclerostina en funcion de la presencia de

fracturas vertebrales morfométricas y segun el grupo.
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los niveles de

esclerostina segun el antecedente previo de fractura por fragilidad. Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Niveles séricos de esclerostina en funcién del antecedente de fractura.

NO Sl
Muestra total 49,44 (22,84) 37,39 (12,4)
n: 122 n:8
Grupo DM2 55,54 (25,36) 38,11 (13,21)
n: 69 n:7
Grupo Control 41,49 (16,1) 32,36
n: 53 n: 1
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4. Esclerostina y control metabdlico en pacientes DM2

4.1. Relacion entre esclerostina y hemoglobina glicada

En los pacientes diabéticos encontramos una relacién positiva entre los niveles
séricos de esclerostina y los valores de HbA1c independientemente de la edad
(B =0,221, p = 0,058).

En la figura 4.1 se muestra esta relacion.

Figura 4.1.Correlacion lineal simple entre esclerostina sérica y HbA1c.
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Sin embargo, no encontramos diferencias en los niveles séricos de esclerostina
entre los pacientes con diabetes que presentaron un adecuado control
metabodlico con una HbA1c inferior al 7% (n: 26) y los que no (n: 50): 50,27
(27,24) frente a 55,88 (24,05), p = 0,118.
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4.2. Relacion entre esclerostina y duracion de la DM2

En los pacientes diabéticos encontramos una relacién positiva entre los niveles
séricos de esclerostina y la duracién de la diabetes independientemente de la
edad (B = 0,245, p = 0,038).

En la figura 4.2 se muestra esta relacion.

Figura 4.2.Correlacion lineal simple entre esclerostina sérica y duracion de DM2.
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5. Analisis multivariante

El 47,8% de la variabilidad de las concentraciones séricas de esclerostina se
explica por el grupo de estudio y el sexo (p = 0,006), la edad (p = 0,004), los
niveles de creatinina (p = 0,001) y la densidad mineral ésea (p < 0,001).

En la tabla 5.1 se muestran los resultados del andlisis de regresién lineal

multiple en el total de la muestra.

Tabla 5.1. Regresion lineal multiple en la muestra de estudio.

V. dependientes Beta Error tipico Beta est. t
(Constante) -91,875 21,549 - 4,264
Grupo estudio 1,457 5,056 0,032 0,288
Sexo - 6,697 5,570 - 0,147 - 1,202
Edad (afios) 0,833 0,280 0,244 2,976
Creatinina (mg/dl) 32,866 9,690 0,269 3,392
IMC (kg/m?) - 0,272 0,366 - 0,062 - 0,743
Actividad fisica -2,480 3,556 - 0,054 - 0,679
DMO CT (g/cm?) 77,060 14,087 0,455 5,470
PTHi (pg/ml) 0,017 0,093 0,014 0,179
Interaccion 19,133 6,857 0,385 2,790
Grupo-Sexo

Variable independiente: Esclerostina sérica (pmol/L).
IMC: indice de masa corporal, DMO: densidad mineral 6sea; CT: cadera total; PTH:
parathormona.

En rojo, variables predictoras de esclerostina sérica.
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En el grupo DM2, el 57,4% de la variabilidad de las concentraciones séricas de
esclerostina se explica por la edad (p = 0,07), el sexo (p = 0,017), los niveles
de creatinina (p = 0,001), la densidad mineral ésea (p < 0,001) y la duracién de
la diabetes (p = 0,066). Sin embargo, la HbA1c no es una variable predictora
de los niveles de esclerostina (p = 0,813).

En la tabla 5.2 se muestran los resultados del andlisis de regresién lineal
multiple en los pacientes con diabetes.

Tabla 5.1. Regresion lineal multiple en el grupo DM2.

V. dependientes Beta Error tipico Beta est. t

(Constante) -123,413 28,689 -4,302
Sexo 0,637 0,345 0,166 1,845
Edad (afos) 12,045 4,923 0,234 2,447
Creatinina (mg/dl) 42,706 11,890 0,332 3,592
DMO CT (g/cm?) 96,689 16,663 0,535 5,803
Duracién DM2 (afios) 0,875 0,305 0,261 2,870
HbA1c - 0,300 1,259 - 0,022 -,238

Variable independiente: Esclerostina sérica (pmol/L).
DMO: densidad mineral 6sea; CT: cadera total; HbA1c: hemoglobina glicada.

En rojo, variables predictoras de esclerostina sérica.
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1. Niveles séricos de esclerostina en diabéticos y controles

Nuestros resultados demuestran que los niveles séricos de esclerostina estan
elevados en los pacientes con diabetes respecto al grupo control
independientemente del sexo y la edad. Estos hallazgos sugieren que la via de

sefalizacion Wnt se encuentra alterada en la DM2.

Existen escasos datos publicados sobre la via Wnt y esclerostina en la diabetes
mellitus. En modelos animales, se ha comprobado que existe una supresion en

113 como en ratas

la expresion génica de esclerostina tanto en ratones con DM
con DM2%. Sin embargo, en ratas con insulinrresistencia se ha encontrado una

sobreexpresién génica de esclerostina®.

Nuti y colaboradores también han encontrado niveles de esclerostina
significativamente mas altos en los pacientes DM2 frente a los controles y los
pacientes DM1, independientemente de la edad y el IMC'®'.

En nuestro estudio, los niveles de PTH fueron mas bajos en los pacientes con
diabetes comparados con el grupo control, alteracion que ya ha sido descrita
en la DM2'%®. Estos hallazgos podrian explicar en parte el aumento de la
esclerostina en los pacientes con diabetes ya que la parathormona ejerce una
accion inhibitoria sobre la transcripcibn génica de la esclerostina en el

osteocito”®.

En este sentido, nuestros datos confirman resultados previos en los que la
infusion continua de PTH en varones sanos y el tratamiento con PTH
subcutdnea en mujeres posmenopausicas reduce los niveles séricos de

esclerostina’™? %3,

Asimismo, los estimulos mecanicos sobre el esqueleto reducen la expresion de

esclerostina’ y los niveles de esclerostina estan aumentados en mujeres
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inmovilizadas tras un accidente cerebrovascular’™®. En nuestro estudio,
encontramos un menor grado de actividad fisica en los pacientes con diabetes
respecto al grupo control, lo que también podria contribuir a la elevacion de los

niveles séricos de esclerostina.

La hiperglucemia altera la calidad 6sea tanto por sus efectos directos sobre las
células 6seas como por sus efectos indirectos, por lo que nuestra hipétesis es
que la diabetes estimula la sintesis de esclerostina por el osteocito. De esta
forma, en nuestra muestra de estudio la presencia de la enfermedad en si
misma constituye un factor por el que los niveles de esclerostina son mayores

en los pacientes con diabetes respecto a los controles no diabéticos.

Por otro lado, la esclerostina podria sufrir un proceso de glicacién como ocurre
con otras proteinas en la diabetes aunque esta hipotesis esta aun por verificar.
El proceso de glicacion conlleva un aumento de la vida media de la proteina
glicada®, si la esclerostina se encontrara glicada tendria una mayor vida media
lo que podria contribuir a los niveles aumentados en pacientes con diabetes.

2. Determinantes de los niveles séricos de esclerostina

Como determinantes de los niveles séricos de esclerostina en nuestro estudio
destacan el sexo, la edad y la funcion renal.

Sexo

Los niveles de esclerostina se encontraron aumentados en varones tanto en el

grupo DM2 como el grupo control. Estos resultados coinciden con lo descrito en
una amplia cohorte poblacional de 362 mujeres y 318 varones donde las
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mujeres ya fueran pre o posmenopausicas presentaron menores niveles de
esclerostina que los varones'. Sin embargo, en un trabajo posterior
considerando sélo mujeres premenopausicas no se encontraron diferencias
segun el sexo tras ajustar por edad, DMO, actividad fisica, IMC y funcién
renal'™®. Los autores de ambos estudios postulan que el mayor tamafio del
esqueleto, alrededor de un 21%, en el varén podria explicar las diferencias de

género en las concentraciones séricas de esclerostina.

Por otra parte, Mdédder y colaboradores sostienen que los estrégenos influyen
y regulan la sintesis de esclerostina basandose en las diferencias observadas
en los niveles de esclerostina entre mujeres pre y posmenopausicas, siendo
estos mas bajos en premenopausicas, y en un estudio previo en el que el
tratamiento con estrégenos en posmenopausicas desciende los niveles de

157

esclerostina un 27% Ademas, en mujeres posmenopausicas se ha

observado una relacién inversa entre la esclerostina sérica y los estrégenos no
unidos a la proteina transportadora de hormonas sexuales (SHBG)'™®.
Finalmente, los estudios moleculares apoyan el papel estrogénico en la
regulacion de la masa ésea a través de la via Wnt mediante el receptor a
estrogénico que interviene en el transporte al nucleo de la B-catenina en

respuesta a la tensién mecanica del osteocito®'.

Edad

Observamos un aumento de los niveles séricos de esclerostina con la edad
tanto en varones con diabetes como en el grupo control. La influencia de la
edad sobre los niveles de esclerostina esta siendo estudiada en profundidad.
Se sabe que la expresién de las proteinas de la via Wnt por el osteoblasto
estan reguladas individualmente por la edad'®®, y diversos estudios clinicos han

confirmado esta relacién tanto en varones como en mujeres ' '€,
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Asi, en un trabajo poblacional realizado en 1235 mujeres premenopausicas y
568 mujeres posmenopdausicas en un rango de edad de 20 a 79 afos se
analizan los cambios de las concentraciones séricas de esclerostina con la
edad. Una de las conclusiones fue que entre los 35 y 45 afos los niveles de
esclerostina se mantienen estables y a partir de los 45 afos se incrementan

160

progresivamente Algunos autores postulan que la produccién de

esclerostina en cada osteocito se incrementa con la edad aunque no excluyen

la posibilidad de que también se reduzca su aclaramiento ™.

Funcion renal

Aunque se desconoce la via de eliminacion de la esclerostina, la opcion mas
probable dado el tamano y el peso molecular de esta proteina es que su
eliminacion sea por via renal. En nuestro estudio los niveles de esclerostina se
relacionaron positivamente con las concentraciones séricas de creatinina y de

forma negativa con el filtrado glomerular.

Estos resultados coinciden con trabajos previos que muestran que los niveles
de esclerostina aumentan con el deterioro de la funcion renal, sobre todo en la
insuficiencia renal crénica grado 3 o superior, y sin relaciéon con la funcién
hepatica''. Asimismo, en los pacientes con enfermedad renal crénica en
hemodialisis los niveles de esclerostina estdn elevados respecto a los
controles'®. En base a estos datos, los estudios més recientes que analizan la
concentracion de esclerostina en diversas situaciones contemplan la funcion

renal como variable que influye en la misma'®.

Sin embargo, en el trabajo de Ardawi y colaboradores el incremento de la
esclerostina con la edad se ve minimamente afectado por el descenso en el
aclaramiento de creatinina relacionado con la edad en una amplia cohorte de

mujeres'®.
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Indice de masa corporal, actividad fisica y estatus menopdusico

Se ha demostrado que los niveles de esclerostina se relacionan positivamente
con el IMC™ y el porcentaje de grasa corporal®, estdn aumentados en
pacientes inmovilizados ya sea por ictus o lesién medular aguda'* 3, difieren
segun el grado de actividad fisica’®y que las mujeres premenopéausicas tienen

niveles menores de esclerostina que las posmenopausicas .

No obstante, no hemos podido confirmar la relaciéon entre los niveles de
esclerostina y el IMC, el grado de actividad fisica ni el estatus menopausico.
Creemos que la complejidad de la interaccién entre la obesidad (definida en
funcion del IMC), la DM2 y el metabolismo éseo puede explicar que no
encontraramos asociacién entre el IMC y la esclerostina debido a la existencia
de variables influyentes no consideradas en nuestro analisis. Asimismo, la
actividad fisica resulta dificil de medir siendo los cuestionarios especificos
métodos con una exactitud limitada. Por ultimo, el escaso niumero de mujeres
premenopausicas en nuestra muestra resta potencia estadistica para encontrar

diferencias segun el estatus menopausico.

3. Relacion con el metabolismo 6seo

Hormonas calciotropas y marcadores de remodelado 6seo

La PTH tiene un papel inhibidor en la produccién de esclerostina como ya se ha
mencionado, de tal forma que la terapia con PTH disminuye los niveles de
esclerostina™ '3, En este sentido, se han descrito niveles de esclerostina mas

bajos en pacientes con hiperparatiroidismo primario respecto a controles
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euparatiroideos'®y mayores niveles en pacientes con hipoparatiroidismo frente
a pacientes con hiperparatiroidismo y controles'®.

En nuestro estudio, los niveles de esclerostina se asociaron negativamente con
los de PTH tras ajustar por edad y funcion renal en la muestra total aunque en
el analisis por grupos esta asociacion no se mantuvo. La disfuncion en la
homeostasis célcica propia de la DM2 podria mediar en la ausencia de relacion
en el grupo de pacientes con diabetes mientras que en el grupo control el

tamafno muestral puede ser pequerio para que persista la correlacion.

Conceptualmente, concentraciones elevadas de esclerostina deberian
asociarse con un descenso en los marcadores de formacion 6sea. Sin
embargo, encontramos que los niveles de esclerostina en los pacientes con
diabetes se relacionaron negativamente tanto con marcadores de formacién
(FA 6sea) como de resorcion (CTX y TRAP).

De forma similar, en mujeres mayores de 60 anos los niveles de esclerostina se
han asociado negativamente tanto con FA ésea y propéptido aminoterminal del
colageno tipo 1 (PINP) como con CTX sérico'™. En las pacientes
inmovilizadas tras un ictus la esclerostina sérica se correlaciona de forma
negativa con FA dsea y de forma positiva con CTX'** y en las enfermedades
paratiroideas se ha observado una relacion con los marcadores que difiere
segun sea el trastorno: asociacion negativa con P1NP pero ausente con CTX
en el hiperparatiroidismo y asociacién positiva con CTX pero ausente con
PINP en el hipoparatiroidismo'®®. También se ha observado que la relacién
negativa entre esclerostina y diversos marcadores de remodelado 6seo
observada en mujeres sanas pre y posmenopausicas se pierde tras ajustar por

edad e indice de masa corporal’®.

En los sujetos del grupo control de nuestro estudio no encontramos relacion

entre los niveles de esclerostina y los marcadores de remodelado éseo al igual

que se ha descrito en mujeres sanas'®, pacientes en hemodialisis'®?, mujeres
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con osteoporosis posmenopausica'®®

O en un grupo de mujeres y varones
sanos'®.  Por tanto, consideramos que los datos sobre esclerostina y
marcadores de remodelado éseo son contradictorios, no permitiendo extraer

conclusiones definitivas.

Densidad mineral 6sea

La masa Osea expresada en DMO, T-score y Z-score se relacion6
positivamente con los niveles de esclerostina tanto en el grupo DM2 como en el
grupo control de nuestro estudio. Asimismo la DMO fue la principal variable
predictora de las concentraciones séricas de esclerostina.

Estos hallazgos difieren de los observados en los pacientes con esclerosteosis

’862, 63

o enfermedad de Van Buchem y en los modelos de ratones Knockout

para esclerostina 0 con sobreexpresién de esclerostina'®” 168,

Dado que el
papel fisioldgico de la esclerostina es la inhibicion de la proliferacién y actividad
osteoblastica, lo esperable seria una relaciéon negativa con la masa ésea. Sin
embargo, nuestros resultados coinciden con algunos trabajos en los que se

examina este aspecto.

Asi, en pacientes con insuficiencia renal en hemodidlisis, los niveles de
esclerostina se correlacionaron positivamente tanto con la DMO de cuello
femoral, columna lumbar y radio asi como con la densidad trabecular y el
numero de trabéculas en el radio y la tibia medidos mediante tomografia
computarizada (TC) periférica de alta resoluciéon'®®. También en mujeres
posmenopausicas se ha evidenciado una asociacion positiva entre los niveles
séricos de esclerostina y la DMO en columna lumbar'®®, y la DMO y el CMO de
columna lumbar y cadera se relacionan positivamente con la concentracion de
esclerostina en sujetos sanos tras ajustar por edad, sexo y funcién renal'®®.
Finalmente, en la cohorte de Médder y colaboradores, también se encuentra

una asociacion positiva entre el CMO total y los niveles de esclerostina pero
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que sblo es significativa a partir de los 40 afios y es mayor a partir de los 60
afios'®°. Ademas, los niveles de esclerostina se relacionan positivamente con la
DMO de fémur distal y tibia proximal en pacientes con lesion medular

cronica'®s,

Por otro lado, otros estudios han mostrado una relacion negativa entre
esclerostina y masa 6sea aunque la significacion estadistica desaparecia tras

ajustar por otras variables como la edad o el IMC'®® 1%8,

Se barajan diversas hipétesis para explicar la relacidon positiva entre la
esclerostina sérica y la masa 6sea. La principal es que existan cambios en la
produccién de esclerostina por los osteocitos en relacion con el envejecimiento

IS, Por otro lado, el

con una mayor sintesis por cada osteocito individua
aumento de los niveles de esclerostina supone un descenso de la formacién
Osea en base a sus funciones fisiolégicas y, por tanto, permite que exista un
recambio éseo disminuido. Un menor recambio éseo conllevaria una pérdida

6sea enlentecida y una mayor masa 6sea’'®.

Osteoporosis densitométrica

En concordancia con los hallazgos previos, los niveles de esclerostina fueron
mas bajos en pacientes con diabetes y osteoporosis densitométrica
comparados con los pacientes con diabetes y sin osteoporosis densitométrica.
En mujeres con osteoporosis posmenopausica se ha descrito una relacion
entre osteoporosis y esclerostina similar a la que describimos en DM 2'%2. Por
el contrario, en el grupo control no encontramos diferencias en funcién del
diagnéstico de osteoporosis densitométrica pero creemos que el bajo niumero
de sujetos con osteoporosis en este grupo puede influir en la ausencia de
significacion estadistica.
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Fracturas vertebrales morfométricas

Respecto a la presencia de fracturas vertebrales morfométricas, no
encontramos diferencias en los niveles séricos de esclerostina entre pacientes
con fracturas y sin fracturas en ninguno de los grupos de estudio. Tampoco
hubo diferencias cuando analizamos el antecedente personal de fractura previa
por fragilidad. Existen muy pocos trabajos que analicen la relacion entre

esclerostina sérica y fracturas.

Por un lado, en biopsias de cadera procedentes de pacientes con osteoartritis,
fractura de cadera y controles, la expresidon génica de esclerostina por el
osteocito estuvo disminuida en la osteoartritis y aumentada en las fracturas
respecto a las muestras de los controles'®. Sin embargo, cuando un estudio
posterior analiza los niveles séricos de esclerostina en controles, pacientes con
osteoartritis de cadera y pacientes con fracturas de cadera no encuentra
diferencias entre los tres grupos'’®. En el mismo trabajo, lo que si observan es
que las muestras Oseas de los pacientes fracturados presentan un mayor
namero de osteocitos con expresion de caspasa 3 (un marcador de apoptosis)
y una menor proporcion de osteocitos positivos para esclerostina respecto a los
controles.

En cambio, el andlisis preliminar de la cohorte del Study of Osteoporotic
Fractures muestra que niveles séricos de esclerostina elevados, por encima del
tercer y cuarto cuartil, se asocian con un mayor riesgo de fractura de cadera en
mujeres ancianas tras ajustar por edad, IMC, DMO, terapia estrogénica y

antecedente previo de fractura'’".
Consideramos que el numero de pacientes con fracturas vertebrales

morfométricas en nuestro estudio es muy pequeno para hallar diferencias
estadisticamente significativas respecto a los pacientes no fracturados.
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4. Relacion con el control metabdlico en pacientes DM2

Encontramos una asociacién positiva entre esclerostina, hemoglobina glicada y
duracién de la diabetes tras ajustar por edad. En el analisis multivariante, sélo
la duracién de la diabetes se mantuvo con significacion estadistica como factor
predictor de los niveles de esclerostina.

Hasta el momento, no hay ningun trabajo en el que se haya analizado este
aspecto y no se conoce el efecto de la hiperglucemia sobre el osteocito. No
obstante, consideramos que estos hallazgos estan en consonancia con las
cada vez mas consistentes evidencias que apoyan la existencia de
mecanismos fisiopatolégicos reciprocos entre la homeostasis ésea y el

metabolismo hidrocarbonado'”2.

5. Areas de incertidumbre y perspectivas futuras

Como hemos mencionado con anterioridad, creemos que la diabetes en si
misma influye sobre las concentraciones de esclerostina y reflejo de esta
hipotesis es la relacion con la hemoglobina glicada y especialmente la duracion
de la enfermedad. Sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares y
celulares por lo que esto ocurre. Nos parece particularmente interesante la idea
de comprobar si la esclerostina sufre un proceso de glicacién. Al mismo tiempo,
el estudio de la relaciéon de la esclerostina con las complicaciones asociadas a
la DM2 puede aportar nuevos e interesantes resultados.
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La relacion positiva con la masa ésea y los menores niveles de esclerostina en
los pacientes con osteoporosis supone un hallazgo paraddjico respecto a las
funciones fisiologicas de la esclerostina que debera estudiarse con mayor
profundidad. Esta es una cuestion que nos hace plantearnos que la proteina

esclerostina puede constituirse en el futuro como marcador de calidad 6sea.

Por dltimo, debe investigarse la eficacia de nuevos farmacos como los
anticuerpos monoclonales antiesclerostina en los pacientes con diabetes. Los
resultados en modelos murinos de DM2 muestran que la inhibicién de la
esclerostina mediante anticuerpos monoclonales aumenta significativamente la
masa 6sea'’®. Una vez concluyan los ensayos clinicos de estos farmacos, el
andlisis de los pacientes con diabetes incluidos en los mismos aportara datos
mas definitivos y Gtiles para su indicacion en esta poblacion.
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Conclusiones

Los niveles séricos de esclerostina se encuentran elevados en los
pacientes con diabetes respecto a los controles independientemente del

sexo y la edad.

El sexo, la edad, la funcién renal y la masa désea son los principales

determinantes de los niveles circulantes de esclerostina.

Los niveles séricos de esclerostina se relacionan negativamente con los

marcadores de remodelado éseo en los pacientes con diabetes.

Los niveles séricos de esclerostina se relacionan positivamente con la
densidad mineral 6sea tanto en pacientes con diabetes como en

controles.

Los niveles séricos de esclerostina son mas bajos en pacientes con
diabetes y osteoporosis sin relacién con la presencia de fracturas
vertebrales.

Los niveles séricos de esclerostina en los pacientes con diabetes se

asocian positivamente con el valor de la hemoglobina glicada y con la
duracién de la enfermedad.
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Resumen

TESIS DOCTORAL:

EVALUACION DEL PAPEL DE LA ESCLEROSTINA EN EL METABOLISMO
OSEO DE PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2.

Introduccion

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se asocia a un incremento del riesgo de
fracturas por fragilidad. Los mecanismos fisiopatol6gicos subyacentes son
complejos quedando cuestiones por aclarar. El papel de la via de senalizacién
Whnt y sus antagonistas puede ser crucial en la patogenia de las alteraciones de
la calidad 6sea observadas en la diabetes mellitus. Hasta el momento no existen
estudios que analicen esta via de sefalizacion mediante su antagonista

endogeno esclerostina en pacientes con DM2.

Objetivos

Determinar los niveles séricos del antagonista enddégeno de la via Wnt
esclerostina en un grupo de pacientes con diabetes y compararlos con los de
un grupo control. Estudiar los factores determinantes de las concentraciones
séricas de esclerostina tanto en pacientes con diabetes como en controles.
Evaluar la relacién entre los niveles séricos de esclerostina y el metabolismo
0seo en ambos grupos. Valorar en los pacientes con diabetes la relacién entre
los niveles séricos de esclerostina y el grado de control metabdlico de la
enfermedad.

Pacientes y métodos

Tipo de estudio: Estudio transversal de casos y controles. Tamafo de muestra:
130. Sujetos de estudio: Pacientes del area de cobertura del Hospital
Universitario San Cecilio de Granada atendidos en las consultas del Servicio de
Endocrinologia y Nutricién. Se establecieron dos grupos: 1) Grupo de pacientes
con DM2 (n: 76); 2) Grupo control sin alteraciones relacionadas con el

metabolismo hidrocarbonado ni enfermedad metabdlica ésea (n: 54). Criterios
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de inclusion: aceptacion del consentimiento informado, régimen de vida
ambulatorio, raza caucasica y edad entre 35-65 afos. Criterios de exclusién:
antecedentes de patologia metabdlica ésea u otras enfermedades con
repercusion sobre el metabolismo éseo, enfermedad renal cronica y diabetes
mellitus tipo 1. Se determinaron variables clinicas, datos antropométricos,
parametros bioquimicos basicos, hormonas calciotropas, marcadores de
remodelado éseo, densidad mineral ésea (DMO) por DXA y estudio radiolégico
vertebral. Se determinaron las concentraciones séricas de esclerostina
mediante ELISA (Biomedica, Austria).

Resultados y conclusiones

Los pacientes con diabetes tienen concentraciones séricas de esclerostina mas
altas que los sujetos del grupo control (p < 0,001). Los varones presentan
concentraciones mas elevadas tanto en el grupo DM2 (p < 0,001) como en el
grupo control (p = 0,03). Encontramos una relacidn positiva entre esclerostina y
edad en los varones con diabetes (p = 0,031) y en el grupo control (p < 0,001)
y entre esclerostina y creatinina en el grupo DM2 (p < 0,001). Los niveles
séricos de esclerostina se relacionan negativamente con los marcadores de
remodelado en los pacientes con diabetes: FAO (p = 0,029), CTX (p = 0,002) y
TRAP (p = 0.013). La DMO en columna lumbar, cuello femoral y cadera total se
relaciona de forma positiva con esclerostina tanto en pacientes con diabetes (p
< 0,001) como en controles (p < 0,05). Los niveles séricos de esclerostina
fueron mas bajos en pacientes con diabetes y osteoporosis (p = 0.041) sin
relaciobn con la presencia de fracturas. Por ultimo, la esclerostina se asocia
positivamente con valores de HbA1c (p = 0,058) y la duracion de la diabetes (p
= 0,038).

133






ACTIVIDAD CIENTIFICA



Actividad cientifica

Publicaciones Cientificas

Garcia-Martin A, Rozas-Moreno P, Reyes-Garcia R, Morales-Santana S,
Garcia-Fontana B, Garcia-Salcedo JA, Mufioz-Torres M. Circulating levels of
sclerostin are increased in patients with type 2 diabetes mellitus. J Clin
Endocrinol Metab 2011 Oct 26 [Epub ahead of print]. DOI 10.1210/jc.2011-
2186. Factor de impacto 2010: 6,202.

Premios de Investigacion

Young Travel Investigator por el trabajo Circulating levels of sclerostin are
increased in patients with type 2 diabetes mellitus presentado en el Annual
Meeting of American Society of Bone and Mineral Research (ASBMR), 16-20
September 2011, San Diego, California, EEUU.

Premio al Mejor Poster sobre Investigacion Clinica por el trabajo Papel de la
esclerostina en el metabolismo 6seo de pacientes con diabetes mellitus tipo 2
presentado en el XVI Congreso de la Sociedad Espanola de Investigacion
Osea y Metabolismo Mineral (SEIOMM), 2-4 Noviembre 2011, Santiago de
Compostela.

Comunicaciones a Congresos

Circulating levels of sclerostin are increased in patients with type 2 diabetes
mellitus. JBMR 2011 FR0407/SA0407.

Papel de la esclerostina en el metabolismo 6seo de pacientes con diabetes
mellitus tipo 2. Rev Osteoporos Metab Miner 2011 3;3:10-24.

136






