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1. INTRODUCCION






PUESTA AL DiA EN VITAMINA D

Las vitaminas son sustancias esenciales que el organismo no puede sintetizar
en concentraciones suficientes y que, por lo tanto, han de ser obtenidas a través de
la ingesta. En este sentido, la vitamina D estaria mejor definida como una
prohormona ya que en mayor proporcion se produce en la epidermis tras la
exposicion a la luz solar y, posteriormente, sucesivos procesos de hidroxilacion
generan sus metabolitos activos. Asi, para mantener niveles adecuados, un individuo
sano con una exposiciéon solar suficiente no necesitarfa ingerir alimentos con

vitamina D (1).

La accién mas importante y estudiada de la vitamina D se relaciona con el
metabolismo mineral 6seo (2). Sin embargo, en los ultimos afios se ha producido un
creciente interés por sus efectos extraesqueléticos, cada vez mas conocidos. Diversas
enfermedades como el cancer, la esclerosis multiple, la diabetes mellitus tipo 2
(DM2), la enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedades autoinmunes, la
hipertensiéon arterial (HTA) y diversas enfermedades cardiovasculares (ECV)
podrian relacionarse con concentraciones séricas bajas de 25-hidroxivitamina D
(250HD) (1,3,4). Asimismo, se ha observado una alta prevalencia de deficiencia o

insuficiencia de 250HD en distintas poblaciones, tanto sanas como enfermas (5).

1.1. Metabolismo de la Vitamina D

El término vitamina D engloba distintas moléculas que difieren
principalmente en su grado y lugar de hidroxilacién, distinguiéndose la vitamina D2
o ergosterol, la vitamina D3 o colecalciferol, la 25-hidroxivitamina D o calcidiol
(250HD) y la 1,25-hidroxivitamina D3 o calcitriol (1,250H:2D3). En los seres
humanos, las principales fuentes de vitamina D provienen de la sintesis cutanea de
vitamina D3 (6) y, en menor proporcién, de la ingesta de alimentos ricos en
vitaminas D2 y D3 (2). El pescado azul es uno de los pocos alimentos que

contienen vitamina D de forma natural (Tabla 1).



Tabla 1. Contenido de Vitamina D en los diferentes grupos de alimentos.

Modificado de Valero y Hawkins (2007) (7).

. Cantidad de Huevos 1.75
Grupo de alimentos .
Vitamina D*
Cereales
Lacteos Cereales del desayuno 0
Leche entera 0.1 Pasta italiana 0
Leche semidesnatada 0.02 Legumbres 0
Helados 0.1 Atroz 0
Nata 0.28 . Verd 0
Queso fresco 0 rutay Verdura
Queso curado 0.9 Aceites
Yogur 0.04 Aceite de higado de bacalao 210
Yogur desnatado 0.01 Aceites vegetales 0
Carne ﬁantequlﬂa . (; \
Cerdo, cordero y ternera Trazas argariia '
. Mayonesa 0.33
Conejo y pollo Trazas
Embutido Trazas Reposteria 2-2.8
Pescad
CSC? © *Cantidad de Vitamina D en pg por 100 g de
Atan 25 ., .
porcién comestible. 1pg = 40 UL
Boquerones 7
Salmoén 8
Sardina 7.9
Bacalao, besugo, lenguado, Trazas
merluza, pescadilla, trucha
Conservas de pescado 20-25

Tanto la vitamina D2 como la D3 requieren de su posterior hidroxilacién
para convertirse en 1,250H2Ds3, que es el metabolito responsable de la mayoria de
las funciones de la vitamina D. En primer lugar, se requiere una hidroxilacién a nivel
hepatico en posicion C-25 para obtener la 250HD. Posteriormente, tras la accion
de la Ta-hidroxilasa (1aOH) renal se obtendra la 1,250H2D3. Esta via metabdlica de
formacién del complejo activo de la vitamina D esta regulada a mdultiples niveles

para mantener concentraciones de vitamina DD adecuadas y evitar su toxicidad (2).

Durante la exposiciéon a la luz ultravioleta B (UVB), los fotones son

absorbidos por el 7-dehidrocolesterol presente en la membrana de las células de la



epidermis y la dermis. La absorcion de la radiacion UVB abre el anillo B del 7-
dehidrocolesterol, transformandose en pre-vitamina D3. Esta sustancia es inestable

e inmediatamente se convierte en vitamina D3 (Figura 1) (7,8).

Y

HO"

7,8-dehydrocholesterol pre-vitamin D, vitamin D,
liver
25-hydroxylase
. H p
Y Yo
| target tissues kidney |
I - — —— -
24-hydroxylase 1a-hydroxylase
H H HO™ HO™
calcitroic acid 1,25-dihydroxyvitamin D, 25-hydroxyvitamin D,

Fig. 1. Sintesis y metabolismo de la vitamina D (Dusso, Brown y Slatopolsky,

2005) (3).

La exposicion excesiva a la luz del sol degrada la pre-vitamina D3 y la
vitamina D3 en fotoquimicos inactivos, por este motivo la exposicién solar no
provoca intoxicaciéon por vitamina D3. A medida que la vitamina D3 se sintetiza, se

libera al espacio extracelular y penetra en el lecho vascular de la dermis.

Ademas de la sintesis cutanea, las vitaminas D2 y D3 procedentes de fuentes
dietéticas son incorporadas a los quilomicrones y transportadas por el sistema

linfatico en la circulacién venosa.

Tanto la vitamina D3 sintetizada en la piel como las vitaminas D2 y D3
ingeridas en la dieta, pueden almacenarse en el tejido adiposo (si no hay deficiencia)
y posteriormente ser liberadas a la circulacion. Las vitaminas D2 y D3 en la
circulacion se unen a su proteina transportadora (DBP, vitamin D binding protein), que
las lleva hasta el higado, donde a través de la 25-hidroxilasa se transforman 250HD.
La 250HD formada pasa a la sangre y circula unida a la DBP. Esta es la principal
forma de vitamina D que circula en mayor cantidad y la empleada para determinar el

nivel o estatus de vitamina D (5).



La 250HD sufre una segunda hidroxilacion mediante la 1«OH renal, dando
lugar a la forma biolégicamente mas activa 1,250H:2Ds. El calcio y fésforo séricos,
el factor de crecimiento de fibroblastos 23 (FGF-23), y otros factores pueden
aumentar o disminuir la produccion renal de 1,250H:2D3. Ademas, la 1,250H:D3
puede inhibir su propia sintesis por retroalimentacién negativa, asi como la sintesis y
secrecion de parathormona (PTH) por las glandulas paratiroides. La 1,250H2D3
aumenta la expresion de 24-hidroxilasa (24-OH), la cual cataboliza 1a 1,250H2D3 a
acido calcitroico que es bioloégicamente inactivo, soluble en agua y se excreta en la

bilis.

1.2. Acciones gen6émicas y no genoémicas de la Vitamina D

La 1,250H:2D3 actia como un mensajero quimico y puede inducir respuestas
a nivel genémico (regulando la transcripcion de genes) y no genémico (9) (Figura 2),

a través de su receptor VDR, localizado en mas de 30 tejidos (Tabla 2) (10,11).

e 5
|
responses

Fig. 2. Principales mecanismos involucrados en las acciones genoémicas y
no genémicas de la 1,250H;D; (Mizwicki y Norman, 2009) (9). Este modelo
esquemadtico muestra cémo la 1,250H2D3 puede interactuar con el receptor
VDR localizado en el nucleo para generar respuestas gendémicas a través de la
regulacion de la transcripcién génica; o puede también unirse a los VDR
asociados a caveolas (invaginaciones de la membrana ricas en lipidos) de la

membrana plasmatica para generar respuestas no genoémicas, mediadas por



segundos mensajeros que inducen respuestas rapidas, o a través de la apertura de
canales de calcio o cloro dependientes de voltaje. Estas acciones no genémicas
pueden ser tan rapidas que se desencadenan en segundos, como el caso de la
apertura de canales i6nicos, o en 10-60 minutos, como en el caso de la formacién
de segundos mensajeros. En contraste, las acciones genémicas pueden tardar
entre horas y dias para manifestarse completamente, debido al proceso que

implica la regulacion de la transcripcion.

Tabla 2. Organos y tejidos en los que se expresa el receptor VDR. Adaptado de
Verhave y Siegert (2010) (11).

Sistema/Aparato Tejido

Endocrino Glandulas paratiroides, células beta pancreaticas, células C tiroideas
Cardiovascular Células musculares lisas arteriales, cardiomiocitos
Musculoesquelético Osteoblastos, condrocitos, musculo estriado
Gastrointestinal Esofago, estdbmago, intestino

Hepatico Hepatocitos

Renal Tubulos, aparato yuxtaglomerular, podocitos
Reproductor Testiculos, ovarios, utero

Inmune Linfocitos T y B, médula 6sea, timo

Respiratorio Alveolos pulmonares

Epidermis Queratinocitos, foliculos pilosos

Sistema nervioso central Neuronas

1.2.1. Acciones genémicas:

El VDR pertenece a la superfamilia de receptores nucleares hormonales.
Regula la transcripciéon génica por homodimerizacion y heterodimerizaciéon con el
receptor retinoide X (RXR), receptor especifico del acido 9-cis-retinoico. Una vez
dimerizado, el complejo VDR-RXR se une a las regiones promotoras de los genes

diana o a otros lugares reguladores del genoma, para regular positiva o
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negativamente la expresion génica (4,7) (Figura 3). El elemento de respuesta al que
se une el dimero VDR-RXR se denomina elemento de respuesta a vitamina D

(VDRE).

VDRnuc 1,2

i

Receptor
binding
l Promote
+ VD3 - Corepressor
AR Dimerization + Coactivator
RX
|
+
Transcription mﬁ Ac Ac
- I =) regulation m ( \

VOV !

“VORE~ - @ Sl m

5'-GGGTCA-NNN-GGTCA-3 ————— Ac

-

Coactivator

Fig. 3. Mecanismo de acciéon molecular de la vitamina D (Gil, Plaza-Diaz y
Mesa, 2018) (4). DBP: Vitamin D binding protein; CBP/p300: CREB-binding
protein binding protein p300; PCAF: P300/CBP-associated factor; SRC: Steroid

receptor coactivators; VDRE: VDR element.

El papel del receptor VDR activado por su ligando es dirigir la maquinaria de
la transcripcion a lugares especificos del genoma, donde estos complejos pueden
influir sobre la produccion de RNA que codifica para proteinas con gran
importancia biolégica. De esta manera, la 1,250H2D3 juega un papel central en la
regulacion del metabolismo mineral 6seo, por su accion sobre las células epiteliales
intestinales, las células renales, los osteoblastos y los osteoclastos. Dentro de los
principales genes diana que se han caracterizado en estos tejidos, se incluyen
transportadores de calcio y fosfato, bombas i6nicas en intestino y rifidn, y el factor
de diferenciacion osteoclastogénica sintetizado por los osteoblastos, que estimula la
actividad de los osteoclastos y la formaciéon de nuevo tejido 6seo. Ademas, la

1,250H:D3 suprime la expresion renal del gen de la 1aOH, cuyo producto proteico



es responsable de su sintesis, e induce la expresiéon de 24-OH, cuyo producto es

responsable de la degradacion de la 1,250H2D3 a acido calcitroico (12).

La 1,250H2D3 también regula multiples genes implicados en funciones clave
de las células del sistema inmune innato y adaptativo, la degradacion de compuestos
xenobioticos, la diferenciacion de los queratinocitos de la piel, el desarrollo de los
foliculos pilosos, la integridad de las barreras celulares, la funcién de la célula beta
(CB) pancreatica, los adipocitos, el control del ciclo celular, los cardiomiocitos y las
células del musculo liso vascular, entre otros (4,12,13). Se cree que la 1,250H:D3
participa en la regulacién de aproximadamente el 3% de todos los genes conocidos

hasta el momento (9).

1.2.2. Acciones no genémicas:

La 1,250H:D3, al igual que otras hormonas esteroideas, puede también
inducir respuestas rapidas, que ocurren en un tiempo menor al correspondiente si se
generasen cambios en la expresion génica. Esta rapidez en las respuestas indica que
los efectos podrian estar mediados por receptores VDR localizados en la superficie

celular, en lugar de receptores nucleares (10) (Figura 2).

El papel de las acciones no genémicas en la mayoria de las células no es del
todo conocido (9). Las multiples respuestas rapidas de la 1,250H:2D3 se traducen en
diversos efectos fisiologicos dentro de los que cabe citar la absorcién intestinal
rapida de calcio, la secrecion de insulina por las C@ pancreaticas inducida por VDR,
la apertura de canales de calcio y cloro dependientes de voltaje en los osteoclastos, y

la migracién rapida de células endoteliales, entre otros muchos efectos (14).

Asi, mediante la induccién de segundos mensajeros o la apertura de canales
i6nicos, la 1,250H2D3logra tener efectos en maltiples tipos celulares y se explica la

diversidad de funciones de esta hormona (4,9,15).



1.3. Efectos esqueléticos de la Vitamina D

La 1,250H2D3 es un componente esencial de las interacciones entre rifion,
hueso, glandula paratiroides e intestino, que mantiene la concentraciéon de calcio
intracelular y extracelular en rango fisiologico. Para ello (2) (Figura 4):

1. Estimula la resorcion 6sea;

2. Induce el paso de stem cell a osteoclastos maduros;

3. Aumenta la absorcion intestinal de calcio;

4. Aumenta la sintesis de proteina transportadora de calcio intestinal;
5. Aumenta la absorcion intestinal de fésforo; y

6. Aumenta la reabsorcion renal de calcio y fésforo.

Reference range
<20 ng/ml 20-100 ng/ml >150 ng/ml
CC——sssesssasa

Deficiency Preferred range Intoxication
30-60 ng/ml

1,25(0H),D ——> 24-OHase —> indg:ic
a

Ca?* and HPO,/
Y Absorption
calcium and phosphorus «—

Fig. 4. Sintesis y metabolismo de la vitamina D en la regulaciéon del

metabolismo del calcio, fosforo y hueso (Holick, 2007) (2).
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1.3.1. Intestino:

La 1,250H:D3 aumenta la absorciéon de calcio y fésforo en el intestino

delgado.

Induce la expresion de canales y transportadores que aumentan la captacion
del calcio por mecanismos de transporte activos, a través de canales epiteliales
TRPVO6 (transient receptor potential cation channel, subfamily V', member 6) y en menor
proporcion TRPV5, proteinas transportadoras de calcio (CaBP) o calbindinas, y
transportadores sodio-calcio (NCX1), entre otros. Los canales TRPV6 y TRPV5

también se expresan en células renales, inducidos por la 1,250H:2Ds3 (8).

Adicionalmente, incrementa el transporte de fosfato mediante el estimulo de
la expresion de la proteina cotransportadora de sodio-fosfato tipo 2 (NPT2), en la
superficie luminal de los enterocitos de yeyuno e ileon, y cambios en la composicién

de la membrana plasmatica del enterocito que incrementan la fluidez de la captacion

de fosfato (8).

El efecto de la vitamina D es tan fundamental en estos procesos que sin una
adecuada cantidad de esta hormona solo se absorbe el 10-15% del calcio y el 60%
del fésforo ingeridos en la dieta. La interaccion de la 1,250H2D3 con el receptor
VDR-RXR aumenta la eficiencia de la absorcion intestinal de calcio en,

aproximadamente, el 30-40% y la de fésforo en cerca del 80% (2).

1.3.2. Hueso:

La 1,250H:D3 interviene en multiples procesos que van desde el desarrollo
de la placa de crecimiento hasta el control de la homeostasis Osea, al regular el

equilibrio entre la formacion y la resorcion 6sea (Figura 5) (4,16).

Es esencial para el desarrollo y mantenimiento del esqueleto mineralizado. Su
deficiencia produce raquitismo en nifios y adolescentes, por defecto en la

mineralizacioén del hueso y del cartilago en la placa de crecimiento, y osteomalacia en
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adultos, por defecto en la mineralizacién del osteoide organico en huesos que ya no

estan en crecimiento (2).

1,25(0H)2D3
y A
[ Bone synthesis ] [ Bone resorption ]
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Differentiation) Mineralization Osteoclast ] Osteoclast
ifferentiation e . L
i iati Ca?* bindin v differentiation

mineralization of dieniaton g activation

growth plates Osteoblast

; ® o
® e
Primary O Growth |
chondrocytes =)=, Non-mineralized ) factors Osteoclast
A A i | matrix 4
Hypertrophied | €. ®.1© .1 cytokines precursors
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esponge W Bone
e———————— 5 .

Fig. 5. Efectos de la vitamina D sobre el sistema 6seo. Adaptado de Gil et al.

(2018) (4).

Induce la diferenciaciéon de los osteoblastos y la sintesis de diferentes
proteinas de unién al calcio éseo, como la osteocalcina (OC), de la que se habla a
continuacioén, y la osteopontina. Permite conservar las concentraciones séricas de
calcio y foésforo en niveles suficientes para mantener la mineralizacion pasiva de la
matriz 6sea inicialmente no mineralizada, compuesta por colageno y tejido osteoide

sintetizados por los osteoblastos (4,16).

Por otra parte, cuando hay deficiencia de calcio sérico, induce la
diferenciacién y activacion de los osteoclastos. La 1,250H:2D3 es reconocida por los
receptores localizados en los osteoblastos, aumentando la expresion de la citoquina
RANKL (ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B). RANKL, al
unirse a su receptor RANK (receptor activador del factor nuclear kappa B)
localizado en los preosteoclastos, induce su maduraciéon a osteoclastos. Ademas,

reprime la expresion de osteoprotegerina (OPG), proteina que evita la unidn del
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RANKL a su receptor, para impedir interferencias en la osteoclastogénesis mediada
por RANK (16,17) (Figuras 4 y 5). Los osteoclastos maduros inician el proceso de
resorcion 6sea extrayendo calcio y fésforo del hueso hacia la circulacion,
manteniendo asi los niveles de calcio y fésforo en sangre. Por su parte, la ingesta

adecuada de calcio y fésforo promueve la mineralizacién del esqueleto (2,4).

La 1,250H:Ds3 interviene también en la regulacion de la proliferacion y

apoptosis de otras células esqueléticas, incluyendo los condrocitos.

Osteocalcina: nexo entre metabolismo dseo y metabolismo energético

En los dltimos afios se ha producido un gran avance en el conocimiento de
las acciones ejercidas por el hueso. Asi, ademas de las acciones clasicas de soporte
locomotor, proteccion de organos y regulacién de la homeostasis mineral, se ha

caracterizado la relacion entre las células 6seas y el metabolismo energético.

Los estudios realizados en modelos animales han demostrado el papel de la
OC en la regulacion del metabolismo energético y de la glucosa (18,19). Se trata de
una proteina no colagena producida por células de la estirpe osteoblastica y se
relaciona con el proceso de mineralizacion 6sea (20). Tras su sintesis, la mayor parte
se incorpora a la matriz extracelular del hueso pero se liberan pequefias cantidades a
la circulaciéon, por lo que se considera un marcador de formaciéon o6sea. Su
modificaciéon postraduccional mediante una gamma-carboxilacién dependiente de
vitamina K, le permite unirse fuertemente a los iones de calcio de la hidroxiapatita.
Sin embargo, la fraccién infracarboxilada (ucOC), con menos de 3 residuos
carboxilados, tiene una menor afinidad por el hueso. Asi, una mayor proporciéon de
ucOC se encuentra en la circulaciéon pudiendo actuar de forma directa sobre la Cj3
pancreatica y el adipocito, incrementando la secrecién de insulina, disminuyendo la
glucosa plasmatica, asi como aumentando la sensibilidad a la insulina y el gasto

energético (19,21-24) (Figura 0).
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Fig. 6. Sintesis y carboxilacion de la

osteocalcina. Adaptado de Motyl, McCabe y

Schwartzy (2010) (23)
HA: Hidroxiapatita; K: Vitamina K; OC

Osteocalcina; OTP-PTP: Proteina tirosina
fosfatasa osteotesticular; ucOC: Osteocalcina

infracarboxilada.
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extracelular

Pero el hueso no es solo un emisor de senales endocrinas, a su vez es

receptor de estas sefiales. En los osteoblastos existen receptores para la insulina
bl

cuya activacion estimula la resorcion ésea y, por tanto, la decarboxilacion (o

activacion”) de la OC que conlleva a un aumento de la secrecion de ucOC

(13 .
(“metabdlicamente activa”) (25,26) (Figura 7)
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Fig. 7. Regulacion de la activacion de osteocalcina y sefializacion del
receptor de insulina en los osteoblastos. Adaptado de Confavreux (2011) (26)

InsR: Receptor de insulina; OTP-PTP: Proteina tirosina fosfatasa osteotesticular
< f om0, .
; :

OPG: Osteoprotegerina; OC: Osteocalcina (“inactiva”); ucOC: Osteocalcina

infracarboxilada (“metabdlicamente activa”)
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De esta manera, se establece un sistema de retroalimentacién positivo que, a
su vez, estarfa regulado de forma negativa por la activaciéon del tono simpatico
mediada por la leptina secretada por los adipocitos (el tono simpatico es un

regulador negativo de la resorcion 6ésea) (25,26) (Figura 8).
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Fig. 8. Representacion esquematica de la relacion entre metabolismo 6seo

y metabolismo energético (Ducy, 2011) (25).

Estos hallazgos han dado lugar a un nuevo concepto del hueso como 6rgano
endocrino mediante la secrecion de OC. Sin embargo, los resultados procedentes de
la investigaciéon en humanos han sido muy variados y contradictorios (18,27,28), por
lo que resulta controvertido establecer la relacion de la OC, o su forma

infracarboxilada, con el metabolismo energético y de la glucosa en humanos.

1.3.3. Glandula paratiroides:

La 1,250H:2D3 ejerce un potente efecto modulador sobre la funcién de las

glandulas paratiroides.
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En las glandulas paratiroides existen 2 receptores clasicos conocidos a través
de los que se modula tanto la sintesis y secrecion de PTH como el tamafio glandular:
el receptor VDR vy el receptor sensible al calcio (CaSR). La 1,250H:2D3 inhibe la
sintesis de PTH, por represion de la transcripcion del gen de la PTH, aumenta la
expresion de VDR en las células paratiroideas, asi como la respuesta de estas al
calcio sérico por inducciéon de la transcripcion del CaSR, e inhibe el crecimiento
glandular. Por este motivo, la vitamina D constituye un tratamiento efectivo para el

hiperparatiroidismo secundario en la enfermedad renal crénica (10,16,17,29,30).

También se ha demostrado la presencia del receptor para el FGF-23 (FGF-R)
y su correceptor, la proteina Klotho, que permite al FGF-23 ejercer una accion

inhibitoria sobre la glandula paratiroides (29,30).

1.3.4. Rifdn:

El efecto renal mas importante de la vitamina D es la regulacion de su propia
homeostasis mediante la supresion de la 1aOH y la induccion de 1a 24-OH. Ademas,
aumenta la reabsorcion tubular de calcio por un mecanismo similar al descrito a
nivel intestinal, aumenta la expresion de calbindinas y activa el transporte de calcio
en el tubulo distal inducido por la PTH. E1 TRPV5 es un canal muy importante para

la reabsorcion tubular del calcio y su expresion esta inducida por la 1,250H2Ds3 (8).

1.4. Efectos extraesqueléticos de la Vitamina D

La 1,250H:D; tiene multiples acciones no calciotropicas que explican la
relacion de su deficiencia con multiples procesos tales como las enfermedades

autoinmunes, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, las infecciones o el

cancer (4,16) (Figura 9).
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Fig. 9. Metabolismo de la vitamina D y efectos extraesqueléticos (Holick,

2007) (2).

El VDR esta presente en casi todas las células organismo, incluyendo cerebro,
corazon, piel, CB del pancreas, géonadas, prostata, mama, colon y células del sistema
inmune, entre otras, por lo que son capaces de responder a la 1,250H2D3. Ademas,
algunos de estos tejidos y células expresan la enzima 1a«OH, por lo que son capaces

transformar la 250HD a su forma mas activa.

Directa o indirectamente, la vitamina D controla mas de 200 genes,
incluyendo genes responsables de la regulacion de la proliferacion, la diferenciacion

y la apoptosis celular, y de la angiogénesis. Disminuye la proliferacion celular tanto
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de células normales como de células cancerosas e induce su diferenciacion. Asi, se
ha observado que la vitamina D y sus analogos inhiben la proliferacion, la
angiogénesis, la migracién y la invasion de lineas celulares malignas de los canceres
de colon, prostata y mama, e inducen su diferenciacion y apoptosis (13). La sintesis
de prostaglandinas y la via de sefializacion Wnt/B-catenina estin también
influenciadas por la vitamina D, que suprime la expresion de COX-2 y aumenta la
de 15-PGDH, reduciendo de ese modo los niveles de prostaglandinas inflamatorias
e inhibiendo la promocién de la carcinogénesis mediada por ellas. Este efecto sobre
la sintesis de prostaglandinas también da lugar a una supresion de la angiogénesis
tumoral. La vitamina D, ademas, regula la sefializacion de los receptores
androgénicos y estrogénicos, y de este modo inhibe el crecimiento tumoral de
algunos tumores hormonodependientes, como son el de prostata y el de mama.
Adicionalmente, en este ultimo, reduce la expresion de aromatasa, lo que contribuye

a la inhibicién de su crecimiento (13).

La vitamina D es también un potente inmunomodulador (2,4,13,31) (Figura

10).
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Fig. 10. Efectos de la vitamina D sobre la inmunidad innata y adquirida
(Gil, et al., 2018) (4).

CYP: Citocromo; M@: Macrofago; TH: Célula T-helper; TLR: Receptor toll-like;
TREG: Célula T reguladora; VDR: Receptor de vitamina D.
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Los VDR estan presentes en todas las células del sistema inmune, y un gran
numero de genes relacionados con la inmunidad estan regulados por la vitamina D.
Se ha demostrado su participacion tanto en la inmunidad natural o innata como en
la adquirida. La vitamina D mejora los efectos antimicrobianos de los macréfagos y
los monocitos, asi como la quimiotaxis y la capacidad fagocitaria de estas células.
Respecto a la inmunidad adquirida, la vitamina D regula la diferenciaciéon y
proliferacion de linfocitos T y B, especialmente cuando estos han sido activados. En
cuanto a los linfocitos T activados, la vitamina D los conduce a una situacién de
mayor tolerancia inmune, suprimiendo la proliferaciéon y diferenciaciéon de los
linfocitos T-helper y modulando la produccién de sus citoquinas (inhibe las
citoquinas  proinflamatorias y promueve la produccién de citoquinas
antiinflamatorias). En consecuencia, no es de extrafiar la relacién descrita por
diversos autores entre la deficiencia de vitamina D y las enfermedades autoinmunes,
tales como la diabetes mellitus tipo 1 (DMI1), la artritis reumatoide, el lupus
eritematoso  sistémico, la esclerosis multiple, la psoriasis o la enfermedad

inflamatoria intestinal cronica (2,4,13) (Figura 11).

La vitamina D interviene también en numerosos procesos metabolicos y en
las enfermedades cardiovasculares (Figura 11): aumenta la produccién de insulina y
disminuye la resistencia a esta, inhibe la sintesis de renina y aumenta la contractilidad

del miocardio, entre otros (13).
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Fig. 11. Principales causas de déficit de vitamina D y potenciales

consecuencias sobre el estado de salud (Holick M.F., 2010) (13).

A continuacién, nos centraremos con mas detalle en el papel de la vitamina

D en la regulacién del metabolismo energético y de la glucosa.

1.4.1. Vitamina D y diabetes mellitus tipo 1:

El estado de insuficiencia de vitamina D se reconoce cada vez mas como uno
de los factores asociados al riesgo de DM1 (32-35). De etiopatogenia distinta a la
DM2, 1la DM1 puede tener conexiones con la vitamina D y su metabolismo a través

de la accién de esta sobre el sistema inmune (36,37) y la funcionalidad de las células

de la médula 6sea (35).

Littorin et al. (2006) (38) observaron que adultos jévenes con reciente
diagnostico de DM1 tenfan niveles mas bajos de vitamina D que los sujetos sin la
enfermedad que participaron como controles. Sorensen et al. (2012) (39) realizaron
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un seguimiento a 29072 mujeres embarazadas y sus descendientes. Observaron que
los hijos de las mujeres que tenfan niveles mas bajos de vitamina D durante el
embarazo tenfan el doble de riesgo de sufrir DM1 que aquellos de madres con
niveles mas altos. En 2016, este mismo grupo publicé un estudio de casos y
controles sobre las concentraciones de DBP durante la gestacién y su asociacion
con el riesgo de DM1 en la descendencia (40). Encontraron que concentraciones
bajas, particularmente en el tercer trimestre, tendfan a asociarse con mayor riesgo de
DM1 en la descendencia. Sin embargo, estos datos proceden de estudios

observacionales y resultan controvertidos (41).

También se han evaluado los efectos de la suplementacién con vitamina D.
Un estudio realizado sobre una cohorte de recién nacidos con seguimiento durante
un afo (Hypponen, et al, 2001) (42), mostré que los nifios que tomaron
suplementos de vitamina D, tanto regular como irregularmente, tuvieron menos
riesgo de padecer DM1 que los que no lo hicieron (RR = 0.12, 95% IC [0.03-0.51]; y
RR = 0.16, 95% IC [0.04-0.74], respectivamente). Li et al. (2009) (43) estudiaron a
35 pacientes con diabetes autoinmune latente del adulto (LADA) que fueron
aleatorizados a un grupo de tratamiento solo con insulina frente a un grupo de
tratamiento con insulina y vitamina D durante un afio. Al final del estudio, los
niveles de péptido C disminuyeron en el grupo tratado solo con insulina (p = 0.006),
mientras que en el grupo tratado con insulina y vitamina D se mantuvieron estables.
El 70% de los pacientes tratados con vitamina D mantuvieron o incrementaron sus
niveles de péptido C, frente al 22% de los tratados solo con insulina (p = 0.01) (43).
Un resultado similar se ha obtenido en un reciente ensayo clinico aleatorizado (ECA)
doble ciego de 6 meses de duracién, realizado en el sur de la India (Sharma, et al,,
2017) (44), en 52 ninos con DM1 (26 tratados con insulina y vitamina D3 frente a
26 tratados solo con insulina) de uno a 18 anos de edad. Sin embargo, a pesar del
aumento de la funcién residual de la CB y el aumento de la produccién de insulina
(aumento del péptido C) observado en el grupo de intervencién, no hubo
diferencias en cuanto a HbAlc ni en cuanto a los requerimientos de insulina

exogena (44).
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Un metaandlisis realizado a partir de estudios observacionales concluyé que
los suplementos de vitamina D en edades tempranas podrian proteger frente al
desarrollo de DM1 (45). Sin embargo, otros autores no han encontrado este efecto

protector de la vitamina D sobre los sujetos con DM1 de inicio reciente (46,47).

Por otra parte, se ha descrito una asociacion entre la latitud y la DM1, de tal
manera que las poblaciones que viven mas alejadas del ecuador presentan una mayor
incidencia de esta enfermedad (Baggerly, et al., 2015) (48). Esto podtia estar
relacionado con el hecho de que en las zonas de mayor latitud hay menor radiacién
UVBy, por tanto, menor produccion endogena de vitamina D3 (49) (Figura 12).
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Fig. 12. Tasa de incidencia de DM1 por latitud en 51 regiones del mundo
(Moht, et al., 2008) (49). Tasa por 100000 nifios menores de 14 afios para el afio
2002; R? = 0.25, p < 0.001.

En modelos animales, la vitamina D ha demostrado ejercer efectos

importantes sobre la disminucion del riesgo de DM1. En concreto, se observé que
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la administraciéon de 1,250H:2D3 inhibia el desarrollo de insulitis y la apariciéon de
DM1 en ratones NOD (ratones diabéticos no obesos, modelo murino de DMT1)
(50-52). Adicionalmente, Gregori et al. (2002) (53) mostraron que la administraciéon
de un analogo de 1,250H:2D3 a ratones NOD que ya habian desarrollado diabetes
autoinmune, frené la progresion de la inflamacién de las CB pancredticas por
modulacion de la respuesta de linfocitos T. Mas recientemente, un estudio realizado
sobre un modelo de ratas diabéticas (Mazanova, et al., 2018) (35) ha demostrado una
relacion entre la deficiencia de 250HD asociada a la DM1 vy alteraciones de la
expresion renal y extrarrenal de 1eOH y de VDR. La administraciéon de vitamina D3
contrarresté las anormalidades del sistema endocrino, paracrino y autocrino
relacionadas con la deficiencia de vitamina D en este modelo de ratas diabéticas.
Estos hallazgos sugieren un posible papel de la deficiencia de vitamina D vy las

alteraciones de su metabolismo sobre el desarrollo 6seo y la disfuncién de las células

de la médula 6sea en la DM1 (35).

En humanos, los resultados obtenidos hasta la fecha se basan sobre todo en
estudios observacionales (Maddaloni, et al., 2018) (54). Son necesarias
investigaciones complementarias mediante ECA con adecuado tamafio muestral y
largos periodos de seguimiento que ayuden a dilucidar si la vitamina D puede ejercer
un beneficio afiadido en el tratamiento de los pacientes con DM1, o en su

prevencion.

1.4.2. Vitamina D y diabetes mellitus tipo 2:

La hipotesis de que la vitamina D puede ser un factor relevante sobre el
riesgo de DM2 parece consistente, dados los numerosos estudios que han
demostrado una asociacion inversa entre la deficiencia de vitamina D y la DM2. La
evidencia cientifica reciente relaciona la accion de la vitamina D con la secrecion de
insulina y la sensibilidad a la misma, por lo que la vitamina D podria desempefiar un
papel clave en la regulacién de la homeostasis de la glucosa tanto en la prediabetes

como en la DM2 establecida (54). Esto se explica porque las C@ pancreaticas
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expresan VDR y su estimulo por parte de la 1,250H:2D3 favorece la produccion de

insulina. Ademas, el VDR se expresa en los tejidos diana de la insulina, aumentando

su sensibilidad a la misma (13,31,37,55-58) (Tabla 3).

Tabla 3. Posibles mecanismos de accién y beneficios de la vitamina D en la

fisiopatologfa de la DM2. Modificado de Zuluaga-Espinosa et al. (2011) (31).

Mecanismos

Evidencia

Mejoria en la funcién de la CB pancreatica

Efecto directo de la
vitamina D sobre la
secrecion de insulina

Presencia de VDR en las CB pancreaticas
Expresion de 1«OH en las CB pancreaticas

Deterioro en la respuesta de secrecion de insulina en ratones &nockout

para el VDR
Presencia de VDRE en la region promotora del gen de la insulina
Activacion transcripcional del gen de la insulina por la 1,250H:D3

La deficiencia de vitamina D deteriora la respuesta de secrecion de
insulina inducida por glucosa

Restauracion de la secrecion de insulina tras la suplementacion con
vitamina D (modelos animales)

Efecto indirecto de la
vitamina D sobre la
secrecion de insulina

Modulacién del flujo de calcio y de la concentracién intracelular de
calcio en la CB pancreatica mediante la regulacion de la calbindina.

¢Aumento de secrecién de OC por los osteoblastos durante el
proceso de mineralizacién 6sea? La OC se ha relacionado con
aumento de la secrecion de insulina en modelos animales

Mejoria en la accién de

la insulina

Efecto directo de la
vitamina D en la
accion de insulina

Asociacion inversa entre niveles de 1,250H2Ds3 y sarcopenia
Presencia de VDR en el musculo esquelético

La vitamina D estimula la expresion del receptor de insulina y
aumenta la respuesta a la insulina para el transporte de glucosa

La vitamina D activa directamente el PPAR-8, factor de
transcripcion implicado en la regulacion del metabolismo de los
acidos grasos en el musculo esquelético y en el tejido adiposo

Efecto indirecto de la
vitamina D en la
accion de insulina

Regulacion del aumento de la PTH (el aumento de los niveles de
PTH puede inducir resistencia a la insulina)

¢Aumento de secrecién de OC por los osteoblastos durante el
proceso de mineralizacién 6sea? La OC se ha relacionado con
aumento de la sensibilidad a la insulina en modelos animales
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Mejoria en la inflamacion sistémica

Interaccion con los VDRE en la region promotora de los genes de las
citoquinas al interferir con factores de transcripcion implicados en la
generacion y accion de las citoquinas

Efecto dela Infrarregulacion del factor nuclear kappa B, importante modulador de
vitamina D sobre genes que codifican para citoquinas proinflamatorias implicadas en la
las citoquinas resistencia a la insulina

Interferencia con la generacién de citoquinas por la sobreexpresion de

calbindina, y por tanto, proteccion contra la apoptosis inducida por

citoquinas que podtia ocurrir tras un aumento del calcio libre citosolico

CB: Célula beta; VDR: Receptor de la vitamina D; 1«OH: 1a-hidroxilasa; VDRE: Elemento de
respuesta a vitamina D; 1,250H:Ds3: 1,25-hidroxivitamina D3 o calcitriol; PPAR-8: Peroxisome
proliferator-activated receptor-8; PTH: Parathormona; OC: Osteocalcina.

La relacién clinica entre el estatus de vitamina D vy las alteraciones de la
homeostasis de la glucosa, intolerancia a la glucosa ITG) y DM2, ha sido evaluada

en multiples estudios con resultados contradictorios.

Una revision sistematica y metaanalisis publicado en 2011 (59) mostré que el
riesgo de desarrollar DM2 era un 43% mas bajo en sujetos con concentraciones de
250HD >25 ng/ml frente a aquellos con concentraciones <14 ng/ml. Del mismo
modo, la suplementaciéon con >500 Ul/dia de vitamina D3 se asocié con un tiesgo
de DM2 un 13% mas bajo comparado con <200 Ul/dia (59). Otro metaanalisis
(Song, et al., 2013) (60) concluy6é que las concentraciones mas altas 250HD se
asociaban con una reduccion del 38% del riesgo de sufrir DM2 frente a las
concentraciones de 250HD mas bajas (RR = 0.62, 95% IC [0.54-0.70]). En el
Nurses’ Health Study se realizé un seguimiento a mas de 83000 mujeres y se observo
que una ingesta diaria >1200 mg de calcio junto con suplementacién de vitamina
D3 >800 Ul/dia se asoci6é con un menor riesgo de padecer DM2 (RR = 0.67, 95%
IC [0.49-0.90]), comparado con una ingesta de calcio <600 mg/dia y 400 UI/dia de
vitamina D3 (56,61). Otro estudio prospectivo con mas de 2000 participantes
(Deleskog, et al., 2012) (62), mostré que el riesgo de progresion de prediabetes a
diabetes fue un 62% menor en aquellos sujetos con concentraciones de 250HD en
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el cuartil més alto frente al cuartil mas bajo. Publicaciones mas recientes (Li, et al.,
2018 y Upreti, et al.,, 2018) (63,64) también apuntan que la suplementaciéon con
vitamina D en pacientes con DM2 reduce la resistencia a la insulina de manera
efectiva y se asocia con un mejor control glucémico asi como de otros parametros

metabdlicos.

Todas estas evidencias apoyan el efecto antidiabético de la vitamina D en
humanos (65). El VDR esta expresado en las CB pancreaticas, y la vitamina D
estimula la secrecién de insulina (66,67). Ademas, diversos estudios han demostrado
que los suplementos de vitamina D favorecen la sensibilidad a la insulina (68-70),
mediante el incremento de la expresién de receptores insulinicos (66). También
modula la inflamacién, que juega un papel importante en la fisiopatologia de la DM2

(66,71).

Sin embargo, existen evidencias contradictorias. Una revisién sistematica y
metaanalisis (George, Pearson y Witham, 2012) (72) no encontré evidencias
suficientes sobre el efecto beneficioso de la suplementaciéon con vitamina D como
medida para mejorar la glucemia o la resistencia a la insulina en pacientes con DM2.
En 2015 se publicaron los resultados del ensayo clinico SUNNY-T7ia/ (73). Se trata
de un ECA doble ciego, controlado con placebo, realizado en 275 pacientes adultos
con DM2 sin terapia insulinica, que fueron aleatorizados a recibir suplementos de
vitamina D3 (50000 Ul/mes) o placebo durante seis meses con el objetivo de
evaluar cambios en la HbAlc y otros parametros del metabolismo de la glucosa. El
estudio concluyé que la administracion de dosis altas intermitentes de suplementos
de vitamina D3 en pacientes con DM2 bien controlada no mejoré el control
glucémico. En otro ECA recientemente publicado (The VVitamin D for Established Type
2 Diabetes [DDM2] Study, 2018) (74), la suplementacién con 4000 Ul/dfa de vitamina
D3 durante 48 semanas, no modificé la tasa de secrecion de insulina ni la HbAlc en

127 pacientes con DM2 bien controlada con metformina.

Por tanto, a pesar de que los datos observacionales apoyan la funciéon de la

vitamina D en la fisiopatologia de la DM2, los resultados de los principales ECA
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que evaltan la eficacia de la suplementacién con vitamina D para la mejora de la

homeostasis de la glucosa en personas en riesgo o con DM2 no son concluyentes.

1.4.3. Vitamina D y obesidad:

Existen datos que sugieren la implicaciéon de la hipovitaminosis D en el
desarrollo de la obesidad. I.a vitamina D es capaz de inhibir la diferenciacién de los
adipocitos a través de su interaccion con el VDR presente en estas células (75).
Ademais, en sujetos obesos, se ha observado que la suplementaciéon con vitamina D
desciende los niveles de hormona de crecimiento (GH) y de factor de crecimiento
similar a la insulina tipo 1 IGF-1), por lo que los efectos adversos del eje GH-IGF-
insulina sobre el metabolismo de la glucosa y el sindrome metabdlico (SM) podtian,

en parte, estar asociados al estado deficitario de vitamina D (76).

Se ha demostrado que los sujetos obesos tienen concentraciones de 250HD
mas bajas que los no obesos (71,76—80). Esto se ha explicado, entre otros factores,
por el almacenamiento o “secuestro” de la vitamina D en la grasa corporal (81,82).
Ademas, los sujetos obesos responden peor a la suplementaciéon con vitamina D,
obteniendo un menor incremento de las concentraciones séricas de 250HD frente a
los sujetos no obesos en respuesta a las mismas dosis de suplemento. Esto implica,

por tanto, mayores necesidades (71,79,80).

Los resultados de los estudios que tratan de establecer la relacion entre las
concentraciones séricas de 250HD y la masa grasa corporal no son concluyentes.
También son contradictorios los datos obtenidos de los ECA que tratan de
determinar la influencia de la suplementacion con vitamina D sobre la masa grasa
corporal (83—85). Una reciente revision sistematica y metaanalisis (Golzarand, et al.,
2018) (83) concluye que las concentraciones séricas de 250HD se correlacionan
inversamente con el porcentaje de masa grasa (PMG) corporal; sin embargo, la

suplementaciéon con vitamina D3 no tiene ningun efecto sobre el PMG.
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Los datos de correlacion entre vitamina D y masa grasa corporal publicados
por otros autores (86,87) tienen justificacion en el marco del SM. Un estudio
prospectivo realizado en 4727 jévenes sanos, con seguimiento de 20 afios, observé
que la prevalencia de la mayorfa de los componentes del SM (obesidad abdominal,
hiperglucemia y concentraciones séricas bajas de HDL-colesterol) fue descendiendo
significativamente a medida que aumentaban los quintiles de ingesta de vitamina D.
Ademas, hubo una asociacién inversa significativa entre la ingesta dietética o por
suplementacion de vitamina D y el riesgo de SM a los 20 afios (88). Otro estudio de
seguimiento durante cinco afios de 11547 adultos sanos, mostré una correlacion
inversa entre las concentraciones séricas de 250HD y el mayor riesgo de SM, mayor
circunferencia de cintura, mayores concentraciones de glucosa y triglicéridos séricos,
y mayor resistencia a la insulina (89). En conexiéon con estos hallazgos, algunos
estudios han demostrado que la correccion del déficit de vitamina D en sujetos
obesos mejora la sensibilidad a la insulina; si bien otros autores no han encontrado

este efecto (76,90).

Cabe también mencionar el fenotipo de obesidad metabolicamente sana
(MHO, metabolically healthy obesity), definida como la presencia de obesidad (IMC =30
kg/m?) sin ningin componente del SM asociado (91) (Figura 13).

Metabolically Healthy Obese vs Metabolically Abnormal Obese

Adipose-tissue metabolism?
Muscle characteristics?

Gene expression?

High fat mass High fat mass

High insulin sensitivity Low insulin sensitivity

Low ectopic fat High ectopic fat

Low triglycerides High triglycerides

Low inflammation High inflammation

High HDL-cholesterol Low HDL-cholesterol

Low intima-media thickness High intima-media thickness
High adiponectin Low adiponectin

Low ApoB High ApoB

Fig. 13. Factores que pueden distinguir a individuos obesos
metabolicamente sanos de sujetos obesos con disfunciéon metabélica, a

pesar de tener una masa grasa similar (Primeau, et al., 2011) (91).
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Un estudio prospectivo recientemente publicado (Al-Khalidi, et al., 2018)
(92), realizado a partir de 11333 participantes de la NHANES III (T)hird National
Health and Nutrition Examination Survey), con 19 afios de seguimiento, ha evaluado la
asociacion entre MHO, vitamina D y riesgo de mortalidad cardiometabélica y por
todas las causas. Los resultados de este estudio apoyan la hipdtesis de que el
tenotipo MHO es una condicién benigna que no se asocia con un mayor riesgo de
mortalidad por todas las causas (hazard ratio [HR] = 0.89, 95% IC [0.52-1.51]) ni
con un mayor riesgo de mortalidad cardiometabdlica (HR causa-especifica = 1.21,
95% IC [0.33-4.46]); y que la deficiencia de vitamina D puede aumentar el riesgo de
mortalidad cardiometabdlica asociado con la disfuncién metabdlica tanto en

individuos con peso normal como en obesos.

1.4.4. Vitamina D, homeostasis de la glucosa y riesgo cardiovascular:

El SM es una entidad compleja caracterizada por la presencia de distintos
factores de riesgo cardiovascular (FRCV) en un mismo individuo y supone un
aumento del riesgo de ECV y DM2 (93). La creciente prevalencia de obesidad
abdominal y de HTA, asi como de las alteraciones del metabolismo lipidico y de la
glucosa, incluso en la poblaciéon infantil, hace que el SM, independientemente de los
criterios diagnosticos utilizados, sea cada vez mas frecuente en nuestro medio y
represente uno de los principales problemas de salud publica del siglo XXI. Este
hecho tiene una enorme trascendencia clinica, ya que el reconocimiento vy
diagnostico del SM identifica un fenotipo de pacientes con un elevado riesgo
cardiovascular y, por tanto, susceptibles de recibir medidas terapéuticas, tanto de

modificacion del estilo de vida como farmacologicas.

Existen varias definiciones del SM (94) (Tabla 4), pero, independientemente
de los criterios utilizados, los factores de riesgo metabdlico incluyen la dislipemia
aterogénica (elevacion de triglicéridos, disminucion de colesterol-HDL, aumento de
APO-B y un predominio de las particulas pequenas y densas de colesterol-LDL), la
elevacion de la glucemia, la elevacion de la presion arterial, el estado protrombético

y el estado proinflamatorio.
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Tabla 4. Criterios para el diagnodstico clinico del sindrome metabdlico segun

diferentes organizaciones. Adaptado de Strange, Shipman y Ramachandran (2015)

(94).
IDF (de 10
OMS 1998 EGIR 1999 NCEP/ATP AACE 2003 IDF 2005 a <16 afos)
111 2001
2007
GBA’ ITG’ I.).MZ ®  TInsulinemia GBA o ITG,
baja sensibilidad ) p .
. ., . . >p75, mas 2 3delos  mas cualquiera
Definicion a la insulina, L.
) de los siguientes de los
mais 2 de los . .
. siguientes siguientes
siguientes
>94H, Z80M,;
Perimetro  CC>0.9H, >0.85M;  >94H, >102H, IMC>25 fg%zciios >§Z% lfjs
; 2 > > 2 >
cintura (cm) o IMC>30 kg/m >80M >88M kg/m 5 de los siguientes
siguientes
Triglicéridos >150 >150 >150 >150 >150 >150
(mg/dl)
HDL-c <35H, <39 <40H, <40H, <40H, 40
(mg/dl) <39M <50M <50M <50M
Presion >140/90 0 en TASZ130 0 'TASZ130
arterial =>140/90 7tr camient >130/85 >130/85 TAD=850 en y/o
(mmHg) a o tratamiento  TAD=85
Glucosa GBA o ITG >100 GBA o ITG 2100 o
(m“ Jany  OBAITGoDM2  (pero no Tab to (peto no >100 DM2
g/dD diabetes) abetes diabetes) conocida
Otros datos
Otr Microalbuminuria asociados con
o8 AC >30 mg/g resistencia a la
insulina!

I Incluye sindrome de ovario poliquistico, historia familiar o grupo étnico
susceptible de DM2, estilo de vida sedentario y edad avanzada.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud; EGIR: European Group for the Study
of Insulin Resistance; NCEP/ATP: National Cholesterol Education
Program/Adult Treatment Program; AACE: American Association of Clinical
Endocrinologists; IDF: International Diabetes Federation; HDL: Lipoproteinas
de alta densidad; GBA: Glucemia basal alterada; ITG: Intolerancia la glucosa;
DM2: Diabetes mellitus tipo 2; CC: Ratio cintura/cadera; H: Hombre; M: Mujer;
IMC: Indice de masa corporal; AC: Ratio albumina/creatinina; TAS: Tension

arterial sistolica; TAD: Tension arterial diastdlica.
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En Espana, la prevalencia de prediabetes y SM se sitda en el 25% y el 31.2%,
respectivamente. La prevalencia de SM en las mujeres espafiolas se ha mantenido
estable en la dltima década (28.5%), mientras que se ha incrementado ligeramente en
los varones (34.2%). También se ha constatado un incremento del riesgo de ECV en

los sujetos con ITG y en aquellos con SM (95).

Por otra parte, en la actualidad las caracteristicas y el perfil de riesgo
cardiovascular de los pacientes con DM1 se asemejan cada vez mas a los de la DM2.
Esto puede atribuirse a diferentes factores, entre los que cabe destacar otras
complicaciones de la DM1 como la nefropatia, la menor edad de inicio de la DM1 y,
en consecuencia, un mayor periodo de exposicion a los principales FRCV junto a su
documentado deficiente control (96-98). En la poblacién norteamericana la
prevalencia de SM en pacientes con DM1 oscila entre el 21% segun la definicién de
la OMS, el 12% segun los criterios del NCEP/ATP-III y el 8% segin los de la IDF.
Los estudios realizados en Europa en pacientes con DM1 revelan una prevalencia
de SM seguin los criterios del NCEP/ATP-III del 38% en varones y del 40% en
mujeres. Se han referido datos similares en el area mediterranea, donde la
prevalencia de SM es del 24.5% vy el 43.2% en varones y mujeres con DMI,
respectivamente, tasas que contrastan con el 58.8% y el 80.8% descritos en pacientes,

hombres y mujeres respectivamente, con DM2 (96-98).

Por tanto, dado que el término SM se asocia en general a la DM2, también es
necesario considerar su posible presencia en sujetos con DM1, asi como el impacto

de la resistencia a la insulina sobre sus complicaciones micro y macroangiopaticas.

1.4.4.1. Resistencia a la insulina:

El nexo patogénico entre el SM, la DM2 vy las complicaciones
cardiovasculares es la resistencia a la insulina, presente durante afios antes del inicio

de la DM2 (Figura 14).
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La resistencia a la insulina se define como una respuesta biolégica alterada

Intolerancia

tanto a la insulina de secreciéon enddgena como a la insulina de administracion
exogena (99). Se manifiesta por una disminuciéon del transporte de glucosa
estimulado por la insulina, una alteraciéon del metabolismo de la glucosa en los
adipocitos y en el musculo esquelético, y por una alteraciéon de la supresion de la
produccién hepatica de glucosa. La sensibilidad a la insulina esta influenciada por
varios factores entre los que se encuentran la edad, el peso, el grupo étnico, la grasa
corporal (especialmente la abdominal), la actividad fisica y los farmacos, junto con
un importante componente genético y factores ambientales (99). Ademas, como ya
se ha comentado con anterioridad, existen datos que apoyan el efecto de la vitamina
D sobre la resistencia a la insulina (véase Tabla 3). Se conoce que las células
musculares esqueléticas expresan VDR, de manera que su activaciéon podria
estimular la expresién de receptores insulinicos. La vitamina D también podria
regular el metabolismo lipidico y de la glucosa interactuando directamente con el
PPAR-8. Y, finalmente, la presencia de VDR y de la enzima 1«OH en células del
sistema inmunitario y en los adipocitos, vincula la vitamina D con el estado

inflamatorio de bajo grado caracteristico del SM y la DM2 (13,31,37,55-57).

No hay que olvidar que la resistencia a la insulina también puede presentarse
en la DMI1, lo que se ha llamado “diabetes doble” por la suposicion de que esta

situacion entrafia un riesgo muy elevado de ECV (90).
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En definitiva, la resistencia a la insulina esta estrechamente asociada a un

gran numero de FRCV y, de forma global, a la ECV (Figura 15).

Resistencia
a la insulina

~= 4

Aterosclerosis

Fig. 15. Resistencia a la insulina y su asociaciéon con los FRCV (Chillarén,

et al., 2008) (96).

1.4.4.2. Hipovitaminosis D v factores de tiesgo cardiovascular:

Un numero creciente de publicaciones relacionan la hipovitaminosis D con el

SM vy los distintos FRCV que lo conforman (Figura 16).
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Fig. 16. Componentes del SM,
relaciones complejas entre ellos y
areas que pueden verse afectadas
por la hipovitaminosis D.
Adaptado de Strange et al.. (2015)
(94).

ECV: Enfermedad cardiovascular;
DM2: Diabetes mellitus tipo 2; HT'A:

Hipertension arterial.
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Numerosos estudios observacionales muestran que los sujetos con menores
concentraciones de 250HD tienen una mayor prevalencia e incidencia de ECV (93),
y que la deficiencia de vitamina D se asocia con una mayor mortalidad
cardiovascular (92). Los hallazgos de los estudios transversales se han visto
reforzados por los resultados de estudios prospectivos, donde los sujetos con
menores concentraciones basales de 250HD presentan mayor riesgo de SM tras 5-
10 afios de seguimiento, asi como una mayor mortalidad cardiovascular (89). En
conjunto, estos datos apoyan una relaciéon estrecha entre SM e hipovitaminosis D,
pero la patogenia no esta bien definida y el efecto de la suplementacién con

vitamina D sobre el riesgo cardiovascular en pacientes con SM no es concluyente.

Ademas de la asociaciéon entre el SM como entidad y la hipovitaminosis D,
diversas investigaciones han evaluado la relacién entre la hipovitaminosis D y cada
uno de los componentes del SM por separado, como en el caso de la diabetes y la

obesidad, anteriormente discutidos.

La relacién entre HT'A e hipovitaminosis D también parece clara en diversos
metaanalisis (100,101). Entre los mecanismos que se postulan como mediadores de
esta asociacion se encuentra la conocida interacciéon de la vitamina D sobre el
sistema renina-angiotensina-aldosterona. Los estudios realizados en modelos
animales han demostrado que la insuficiencia de 250HD activa el sistema renina-
angiotensina, pero los datos procedentes de estudios en humanos son limitados y
contradictorios (102—105). Otro mecanismo posiblemente implicado seria el efecto
de la vitamina D sobre el estado inflamatorio de bajo grado. Se ha demostrado la
presencia de VDR y 1aOH en los cardiomiocitos, en el endotelio vascular y en el
musculo liso de la pared arterial, por lo que la vitamina D podria modular la
inflamacion, la proliferacion celular y quiza también los procesos relacionados con la
trombosis arterial (105). Finalmente, dada la conocida asociacién entre el
hiperparatiroidismo primario y la HTA, la elevacién de la PTH que acompafia al
déficit de vitamina D también podria tener un papel (106). No obstante, los estudios

que han evaluado el efecto de la suplementacién con vitamina D sobre el control de

la HTA no han aportado resultados esperanzadores (102,103,107-109).
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Finalmente, lo datos sobre la relaciéon entre la hipovitaminosis D y la
dislipemia aterogénica son escasos. Los sujetos con hipovitaminosis D parecen
presentar mayores concentraciones séricas de triglicéridos 'y menores
concentraciones de colesterol-HDL; mientras que su asociacion con el colesterol-
LDL es inconsistente (110). La relacion del déficit de vitamina D con la resistencia a
la insulina y el efecto de la vitamina D sobre la inhibicién de la diferenciacion del
tejido adiposo y de la lipoproteinlipasa constituyen potenciales mecanismos que
podrian estar implicados en la relacién del déficit de vitamina D con la dislipemia
aterogénica (110). Sin embargo, de nuevo, el efecto de la suplementaciéon con

vitamina D sobre los lipidos esta por clarificar (109,111).

En definitiva, aunque los estudios de cohortes han demostrado una
asociacion inversa entre el estatus de vitamina D y el riesgo cardiovascular, en el
momento actual, no existen datos concluyentes acerca del efecto de la
suplementacién con vitamina D sobre los componentes del SM (109,112—-114) ni
sobre la reduccién de los eventos cardiovasculares (115-118). Deben tenerse en
cuenta las limitaciones de los estudios observacionales para esclarecer mecanismos
causales, y que la informaciéon derivada de los estudios de intervencién es
insuficiente. Ademas, estos ultimos deben tomarse con precauciéon debido a su
heterogeneidad y a que la mayoria no han sido disefiados para valorar los efectos

cardiovasculares.

1.5. Definicion de los niveles 6ptimos de Vitamina D

La medicién de la concentracion sérica de 250HD es aceptada comtinmente
como indicador clinico del estatus organico en vitamina D. Este metabolito tiene
una vida media larga, de dos a tres semanas, y es el de mayor concentraciéon en el
organismo, alcanzando concentraciones hasta 1000 veces mayores que la
1,250H2D3. Ademas, la producciéon de esta ultima se encuentra estricta y
hormonalmente regulada, por lo que incluso en pacientes con deficiencia grave de
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vitamina D pueden encontrarse concentraciones séricas de 1,250H:D3 normales

(119).

Actualmente, la definiciéon de las concentraciones adecuadas de 250HD
sigue siendo motivo de controversia dada la variabilidad entre los laboratorios y los
distintos métodos disponibles para su medicién. El punto de corte de la normalidad
difiere entre sociedades cientificas. Asi, el Instituto de Medicina de los EEUU (IOM)
(120) propone valores para la poblacion general sana por encima de 20 ng/ml,
mientras que la Fundacién Internacional de Osteoporosis (IOF) lo define para
pacientes por encima de 30 ng/ml (121). Esta recomendacion es apoyada por la
Sociedad de Endocrinologia de Estados Unidos (122) y otras sociedades cientificas
de multiples pafses. En Espafia, la Sociedad Espafiola de Investigacion Osea y del
Metabolismo Mineral (SEIOMM) en un consenso que inclufa la mayoria de
sociedades cientificas, incluyendo la Sociedad Espafiola de Endocrinologia y
Nutriciéon (SEEN), también propone concentraciones por encima de 30 ng/ml

(123,124) (Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones séricas de 250HD vy significacion (Torres del Pliego y
Nogués-Solan, 2014) (124).

250HD 250HD Diagnéstico
(ng/ml) (nmol/1) g
<20 <50 Deficiencia de vitamina D
20-30 50-75 Insuficiencia de vitamina D
>30 =75 Concenttac.longs suficientes de
vitamina D

En cualquier caso, se podria proponer una concentracion sérica de 20 ng/ml
como objetivo minimo indiscutible a obtener, aunque parece preferible obtener
valotres por encima de 30 ng/ml, como han mostrado la mayoria de los estudios a
este respecto (125-127). Concentraciones séricas de 250HD por encima de
30 ng/ml asegurarfan una adecuada salud 6sea pero se ha visto que probablemente

sean necesarios valores superiores para obtener resultados favorables en otros
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objetivos de salud como pueden ser la salud dental, la prevenciéon del cancer
colorrectal o la salud cardiovascular, entre otros (125-127). En un metaanalisis que
analiz6 11 estudios y un total de 51231 pacientes, Zitterman et al. (2012) (127)
concluyeron que el rango de 250HD objetivo de 30-35 ng/ml era el que oftecia la

mejor reducciéon del riesgo de mortalidad por todas las causas.

También resulta controvertido el valor sérico maximo recomendable de
250HD. Durante mucho tiempo se ha creido que wvalores altos no serfan
perjudiciales siempre que no alcanzaran las concentraciones definidas como toxicas.
Actualmente esta abierto el debate sobre si valores elevados de 250HD podrian
asociarse con riesgo de muerte cardiovascular o de cualquier otra causa (128). En
poblaciones muy expuestas al sol, como pescadores o labradores, es excepcional
sobrepasar una concentracién sérica de 65-70 ng/ml, y no se ha evidenciado
toxicidad con dichas concentraciones. Por ello, algunos autores han propuesto
concentraciones de 60-70 ng/ml como punto de corte maximo recomendable
(122,128). En un analisis de 30 estudios que evaluaban cualquier efecto adverso
derivado de concentraciones séricas elevadas de 250HD en adultos, no se
describieron efectos de toxicidad por debajo de 100 ng/ml (127-129). Por tanto,
concentraciones séricas de 250HD entre 30 y 70 ng/ml parecen fisioloégicamente

saludables.

El Grupo de Trabajo de Osteoporosis y Metabolismo Mineral de la SEEN,
del que formo parte, ha publicado recientemente un documento de consenso sobre
“Recomendaciones de vitamina D para la poblacion general”, en el que sugiere
(recomendacion débil y evidencia muy baja) mantener concentraciones séricas de
250HD entre 30 y 50 ng/ml para conseguir los beneficios de salud que aporta la
vitamina D, manteniendo un adecuado perfil de seguridad y minimizando la
inexactitud observada con los diferentes ensayos comercializados hasta que existan
evidencias mas solidas sobre los beneficios extraéseos obtenidos con niveles mas

elevados de vitamina D (5).
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1.6. Prevalencia de insuficiencia/deficiencia de Vitamina D en

Espaiia

Hoy en dia, la insuficiencia/deficiencia de vitamina D constituye una
epidemia en todo el mundo que afecta a mas de la mitad de la poblacién, y ha sido
descrita en nifios, jévenes, adultos, mujeres gestantes y posmenopausicas, y
ancianos. En las personas que han tenido fracturas osteoporoticas la prevalencia de
concentraciones bajas de 250HD puede alcanzar hasta el 100% (113).
Recientemente han sido revisados estos valores a nivel mundial encontrando un
88% de la poblacién con concentraciones séricas de 250HD por debajo de
30 ng/ml, un 37% con valores por debajo de 20 ng/ml y hasta un 7% con valores

medios infetiores a 10 ng/ml (130).

En Espafia esta situacién es muy similar, segun los datos mas relevantes
publicados desde 1998 hasta 2015 (5). En individuos mayores de 65 afios se han
descrito concentraciones de 250HD por debajo de 20 ng/ml en un 80-100% de las
personas y en poblacién menor de 65 afios el déficit alcanza a un 40% de la
poblacion espafiola (5). Esta aparente “paradoja” de concentraciones bajas de
vitamina D que Espafia comparte con otros paises de la cuenca del Mediterraneo se
ha querido explicar por el escaso aporte dietético de vitamina D debido a la falta de
fortificaciéon de los alimentos, que no puede ser resuelto exclusivamente por la
sintesis cutanea. L.a mayor parte de Espana esta por encima del paralelo 35°N,
donde la posibilidad de sintetizar vitamina D es escasa en invierno y primavera. Pero
también las altas temperaturas del verano (hasta 30-40°C) en determinadas zonas de
Espafa propician la ausencia de exposicion al sol, y por eso los valores de 250HD

en verano podrian ser incluso mas bajos (131).
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1.7. Causas del déficit/insuficiencia de Vitamina D e indicaciones de

cribado

El déficit de vitamina D puede ser de origen extrinseco, por falta de

exposicion solar o de aporte dietético, o bien de origen intrinseco, por alteraciones

en su absorcién o metabolismo (5) (Tabla 6).

Tabla 6. Mecanismos patogénicos implicados y causas de situaciones de carencia de

vitamina D. Adaptado de Varsavsky et al. (2017) (5).

Origen Causas
Ingesta inadecuada
Escasa exposicién a la luz solar
Extrinseco
Uso de cremas con filtro de radiaciones ultravioletas (factor de proteccién > 8)
Hiperpigmentacién cutanea
Edad avanzada (disminucién de la sintesis cutanea de vitamina D)
Malabsorcion:
*  Gastrectomia (total, parcial, bypass gastrico)
*  Enfermedades intestinales (ej. Enfermedad celiaca, Enfermedad de Crohn)
»  Cirrosis biliar primatia
* Insuficiencia pancredtica (ej. Fibrosis quistica)
e Tratamiento con colestiramina
*  Colostasis cronicas
Incremento del catabolismo de la vitamina D:
*  Anticonvulsivantes
e Antirretrovirales para VIH
*  Tuberculostiticos
*  Hiperparatiroidismo
* Enfermedad de Paget 6sea
*  Enfermedades granulomatosas cronicas
Intrinseco *  Algunos linfomas

Obesidad (disminucién de la biodisponibilidad de vitamina D)

Deficiencia de 25-hidroxilacién hepatica:
*  Hepatopatia crénica grave / Citrosis hepética
e Cirrosis biliar

Deficiencia de 1a-hidroxilacién renal:
* Insuficiencia renal crénica
*  Raquitismo dependiente de vitamina D tipo-1
*  Hipoparatiroidismo
*  Pseudohipoparatiroidismo

Pérdida renal de 250HD:
¢ Sindrome nefrético

Anomalias del VDR:
e Raquitismo dependiente de vitamina D-tipo II
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El cribado universal del déficit de vitamina D no esta recomendado (5,122).

Las medidas de salud publica deben dirigirse a personas o grupos que acumulan

factores de riesgo (fuerte grado de recomendacion y evidencia baja segun el

documento de consenso del Grupo de Trabajo de Osteoporosis y Metabolismo

Mineral de la SEEN) y a aquellos en los que podtia esperarse una rapida respuesta

en términos de salud tras la optimizacion del estatus de vitamina D (5) (Tabla 7).

Tabla 7. Indicaciones de cribado del déficit de vitamina D. Adaptado de Varsavsky

etal. (2017) (5).

Indicaciones de cribado del déficit de vitamina D

Raquitismo

Osteomalacia
Osteoporosis
Enfermedad renal crénica
Enfermedad hepatica

Sindromes de malabsorcion:
*  Fibrosis quistica
¢  Enfermedad inflamatoria intestinal
¢ Enfermedad de Crohn
*  Cirugfa bariatrica
*  Enteritis post-radioterapia

Hiperparatiroidismo

Farmacos:
¢ Anticonvulsivantes
¢ Glucocorticoides
* Antirretrovirales empleados frente al VIH
* Antifdngicos
¢ Colestitamina

Embarazo y lactancia

Ancianos institucionalizados, con historia de caidas o con historia de fracturas no
traumaticas

Obesidad
Exposicion solar insuficiente

Enfermedades granulomatosas:
e Sarcoidosis
e Tuberculosis
* Histoplasmosis
¢ Coccidiomicosis
*  Beriliosis

Algunos linfomas
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1.8. Recomendaciones de ingesta de Vitamina D

El aporte diario recomendado de vitamina D es actualmente objeto de
polémica. E1 IOM, las sociedades de Endocrinologia y la US Task Force no estan de
acuerdo en los requerimientos diarios, aunque coinciden en que existe deficiencia
entre la poblacién (120,122). La explicaciéon coherente del tema estaria en que el
IOM vy la US Task Force harfan recomendaciones para la poblaciéon sana, mientras

que las sociedades médicas intentarfan dar recomendaciones para pacientes y casos

especiales (120,122,132).

La informacién aportada por los registros nacionales muestra que la ingesta
total de vitamina D estd por debajo de los aportes recomendados. El comité del
IOM recomienda alcanzar concentraciones séricas de 250HD por encima de
20 ng/ml para mantener la salud ésea en la practica totalidad de los individuos. Este
comité asume que, ante una minima exposicion al sol, la cantidad diaria
recomendada de 600 unidades internacionales (UI) de vitamina D por dia satisface
las necesidades de casi todo el mundo en los Estados Unidos y Canada. Para
mayores de 70 afios, esta cantidad aumenta a 800 UI debido a los posibles cambios

asociados al envejecimiento (5,120).

En base a las evidencias revisadas, el Grupo de Trabajo de Osteoporosis y
Metabolismo Mineral de la SEEN sugiere (recomendacion débil y evidencia baja)
una ingesta diaria de 600 UI de vitamina D en menores de 70 afios y de 800 UI para

mayores de 70 afos (5).

1.9. Tratamiento con suplementos de Vitamina D

En Espafia disponemos de preparaciones de vitamina D3 (colecalciferol),
250HD (calcifediol o calcidiol), 1,250H:2Ds3 (calcitriol) y 1« OHDj3 (alfacalcidiol). No
disponemos de suplementos de vitamina D2, solo esta disponible en dosis fijas en
formulaciones multivitaminicas y con dosis insuficientes para tratar el déficit de
vitamina D (5). La 1,250H2D3 y la 1«OHD3 (que se metaboliza a 1,250H2D3
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inmediatamente) tienen una vida media corta y mayor riesgo de hipercalcemia por lo
que no se recomiendan para el tratamiento habitual del déficit de vitamina D. Su
indicaciéon se restringe a la insuficiencia renal, al hipoparatiroidismo, al

pseudohipoparatiroidismo y a tipos especiales de raquitismos u osteomalacias (5).

La potencia bioldgica de la vitamina D se establece de forma que 40 Ul
equivalen a 1 pg de vitamina D3. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
vitamina D3 y la 250HD no son equipotentes; la 250HD es mas hidrofilica, tiene
una vida media mas corta, es mas rapida en su comienzo de accion y es de tres a seis

veces mas potente para elevar las concentraciones séricas de 250HD (133,134).

La dosis de vitamina D a utilizar dependera de la causa y la gravedad del
déficit, asi como de la formulacion de vitamina D utilizada. Se han estudiado
multiples pautas, encontrando que con dosis diarias, semanales, mensuales,
bimensuales e incluso trimestrales se obtienen resultados similares en las
concentraciones séricas de 250HD (5). En estudios de pacientes con capacidad
absortiva normal, se ha observado que por cada 100 Ul de vitamina D3
administradas las concentraciones séricas de 250HD aumentan entre 0.7 y 1 ng/ml,
siendo mayor en los pacientes con déficit grave. Es muy importante tener en cuenta
que existen multiples factores que pueden disminuir la respuesta al tratamiento
como la edad, la obesidad, los factores genéticos (asociados a la DBP, enzimas
relacionadas con la activacion y degradacion de la vitamina D y sus metabolitos), las
concentraciones séricas iniciales de 250HD, la formulacién de vitamina D utilizada,

la adherencia al tratamiento y la capacidad de absorcion intestinal (135).

El Grupo de Trabajo de Osteoporosis y Metabolismo Mineral de la SEEN,
recomienda utilizar vitamina D3 o 250HD para el tratamiento del déficit de
vitamina D (recomendacién fuerte y evidencia moderada). Ademas, sugiere
monitorizar las concentraciones séricas de 250HD cada tres o cuatro meses para
valorar la respuesta al tratamiento hasta alcanzar las concentraciones deseadas, y

luego a intervalos de seis meses (recomendacion débil y evidencia baja) (5).
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1.10. Vitamina D y osteoporosis posmenopausica

La osteoporosis posmenopausica (OPPM) es un problema sanitario global

cuya importancia va en aumento con el envejecimiento de la poblacion.

La osteoporosis se define como un trastorno esquelético sistémico
caracterizado por una masa Osea baja y un deterioro de la microarquitectura del
tejido 6seo, con el consecuente incremento de la fragilidad 6sea y una mayor
susceptibilidad a las fracturas (1306). La resistencia 6sea refleja fundamentalmente la
union de la densidad y la calidad 6seas y, a su vez, el concepto de calidad integra
todos aquellos factores ajenos a la masa 6sea que condicionan la fragilidad del hueso,
e incluye la microarquitectura, el grado de recambio, el acumulo de lesiones o
microfracturas y el grado de mineralizacion. L.a OMS establecié en 1994 unas
definiciones basadas en mediciones de la densidad mineral 6sea (DMO) de la

columna lumbar, la cadera o el antebrazo en mujeres posmenopausicas caucasoides

(137) (Tabla 8).

Tabla 8. Criterios diagndsticos de osteoporosis de la OMS.

Valoracion Valor de DMO

Normal T-score >-1

Osteopenia T-score entre -1y -2.5 DE

Osteoporosis T-score <-2.5 DE

T-score: Valor de densidad mineral 6sea (DMO) comparado con el valor medio

del adulto joven expresado en términos de desviacion estandar (DE).

En Espafia, la OPPM afecta al 35% de las mujeres mayores de 50 afios y al
52% de las mayores de 70 (138). La consecuencia mas directa de la osteoporosis es

el incremento de las fracturas por fragilidad y de la morbimortalidad que esto

conlleva (139).

43



1.10.1. Papel de la Vitamina D en el tratamiento de la osteoporosis

posmenopausica:

Segun las ultimas gufas de practica clinica de la SEIOMM (140), se aconseja
que los farmacos utilizados en el tratamiento de la OPPM (farmacos antirresortivos
o farmacos anabdlicos) se prescriban junto con calcio y vitamina D. Ello se basa en
tres razones. La primera es fisiopatologica: puesto que se considera que la falta de
calcio y vitamina D favorece a la larga el desarrollo de fracturas, a una paciente con
OPPM debe evitarsele dicho riesgo asegurando un aporte adecuado de ambos. La
segunda es pragmatica: la eficacia de los distintos farmacos utilizados en el
tratamiento de la osteoporosis se ha probado administrando conjuntamente calcio y
vitamina D, de manera que, de hecho, apenas tenemos informacion respecto a su
eficacia en ausencia de los mismos. La tercera ha venido a subsanar en parte la
carencia de informacién sefialada en el punto anterior. En los tltimos afios se han
realizado diversos estudios que han concluido que la eficacia de los farmacos
utilizados en el tratamiento de la osteoporosis (fundamentalmente de los
bifosfonatos) es menor si no se administra vitamina D, no solo en cuanto a la
probabilidad de aparicién de nuevas fracturas sino también en cuanto a una mala
evolucion de la masa 6sea y una mayor probabilidad de respuesta inadecuada (cuatro

veces mayor en las pacientes con concentraciones de 250HD inferiores a 30 ng/ ml).

No se han realizado ECA que comparen la eficacia de diferentes dosis de
calcio o vitamina D. La informacién de la que se dispone se refiere mas bien a la
conveniencia de alcanzar, en el tratamiento de estas pacientes, concentraciones
séricas de 250HD situadas al menos por encima de 20 ng/ml, y mejor por encima
de 30 ng/ml. La dosis diaria de vitamina D que debe ingerirse para conseguit estos
niveles es variable, pero la opinién mas generalizada la situa entre 800 y 1000 UI/dia
(140). En cuanto al calcio, la ingesta diaria debe ser de 1000-1200 mg/dia,
preferiblemente mediante la dieta pero si con ésta no se alcanza, deben afiadirse
suplementos. Por tanto, hay consenso universal respecto a que las pacientes con
OPPM deben recibir calcio (1000-1200 mg/dfa) y vitamina D (800 UI/dfa) junto al

tratamiento metabdlico 6seo principal (140).
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1.10.2. Osteoporosis posmenopausica y enfermedad cardiovascular:

Se sabe que la ECV es la primera causa de mortalidad en mujeres
posmenopausicas (95). Ademas, la presencia de ECV se ha asociado a una
disminuciéon de la masa 6sea; y a la inversa, el hallazgo de una DMO reducida
también se ha asociado a una mayor incidencia de ECV, sobre todo en mujeres
posmenopausicas (141-143). Asi, las mujeres con una masa O6sea disminuida
presentan un aumento de la mortalidad cardiovascular (22-44% por cada desviacion

estandar del descenso en la DMO) (142).

La osteoporosis y la ECV se habian considerado clasicamente como procesos
independientes relacionados con la edad, aunque cada vez existen mas evidencias
que confirman que ambas entidades comparten mecanismos fisiopatolégicos
comunes (144,145). Asi, las alteraciones del metabolismo de la glucosa constituyen
un importante factor de riesgo comun para la fragilidad 6sea y la ECV (146-148).
Los mecanismos fisiopatologicos subyacentes a la fragilidad 6sea en la diabetes son
complejos e incluyen la hiperglucemia, el estrés oxidativo y la acumulaciéon de
productos avanzados de la glicacién, que comprometen las propiedades del
colageno, aumentan la adiposidad de la médula 6sea, liberan factores inflamatorios y
adipoquinas y alteran la funcién de los osteocitos; la disregulacion de la via Wnt y el
incremento de esclerostina (149—151). Todo ello condiciona una baja resistencia del
tejido 6seo por alteracidbn en su microarquitectura, alteracion en el grado
remodelado 6seo y acimulo de lesiones, independientemente de la cantidad de masa

Ssea (148,149,152,153).

Se ha propuesto que la vitamina D podria ser un factor contribuyente a la
relaciéon observada entre la fragilidad 6sea y la ECV (142), pero aun no se han
estudiado en profundidad los mecanismos subyacentes. Este aspecto merece una

mayor investigacion.
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2. JUSTIFICACION
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JUSTIFICACION

En los dltimos afios se ha producido un creciente interés por la vitamina D y
su relacion con las ECV. La hipétesis de que la hipovitaminosis D podria
considerarse como un componente mas del SM se encuentra en investigacion. Las
evidencias apuntan a que el efecto de la vitamina D sobre la resistencia a la insulina

podria ser uno de los principales mecanismos causales que explicarian esta relacion.

La fragilidad 6sea también se ha relacionado con el riesgo de ECV a través de
diversos factores, entre los que se ha implicado a la vitamina D. Sin embargo, la

evidencia cientifica al respecto es bastante escasa.

Existe un relativo consenso sobre las concentraciones séricas de 250HD
suficientes para mantener una adecuada salud 6sea. Sin embargo, no se conoce cual
serfa el valor 6ptimo de 250HD que aportaria beneficios sobre la homeostasis de la

glucosa y la salud cardiovascular.

Basandonos en estas premisas, la consideraciéon del estatus de vitamina D
como un FRCV modificable tendria un gran impacto sobre la salud publica, sobre
todo en aquellos grupos de poblaciéon con mayor riesgo de ECV como son las
mujeres con OPPM. Esta atractiva hipoétesis justifica el desarrollo del trabajo de

investigacion de esta Tesis Doctoral.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis de trabajo

La vitamina D interviene en la homeostasis de la glucosa y esta implicada en
la patogénesis de la diabetes mellitus tipo 2, el sindrome metabodlico y las

enfermedades cardiovasculares.

El estatus de 250HD podria constituir un factor de riesgo cardiovascular

modificable.

3.2. Obijetivo principal

Evaluar si las concentraciones séricas de 250HD estan relacionadas con
parametros del metabolismo de la glucosa y la composicién corporal en una cohorte

de mujeres con osteoporosis posmenopausica.

3.3. Objetivos secundarios

1. Identificar el umbral de concentracion sérica de 250HD a partir del cual se
observen beneficios sobre la homeostasis de la glucosa en nuestra poblacion

de estudio.

2. Determinar si los niveles séricos de osteocalcina infracarboxilada estin

relacionados con la homeostasis de la glucosa.

3. Evaluar si existe relaciéon entre 250HD, parametros del metabolismo de la
glucosa y fragilidad 6sea en mujeres con osteoporosis posmenopausica no

diabéticas.
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4. PACIENTES Y
METODOS
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PACIENTES Y METODOS

4.1. Pacientes

4.1.1. Ambito geografico del estudio:

Area de cobertura del Hospital Universitario San Cecilio de Granada. Se trata
de un Hospital de Segundo Nivel y centro de referencia del area sur de la provincia

de Granada, con asistencia de una poblaciéon aproximada de cerca de 400000

habitantes (154).

Las participantes del estudio se seleccionaron en la Unidad de Metabolismo
Osco de la Unidad de Gestion Clinica (UGC) de Endocrinologia y Nutricién del
propio Hospital entre junio de 2012 y enero de 2014.

4.1.2. Poblacién del estudio:

4.1.2.1. Poblacion diana:

Mujeres con OPPM pertenecientes al area de cobertura del Hospital
Universitario San Cecilio de Granada. El alcance calculado de la poblacién diana es
aproximadamente de 25800 a 29500 mujeres, teniendo en cuenta los siguientes
factores:

- En Espafa la prevalencia de osteoporosis en mujeres posmenopausicas

mayores de 50 afos se sitaa entre el 35 y el 40% (138);

- Enla provincia de Granada, la proporcion de poblacion en rango de edad de

50 a 85 afos se situa en torno al 35.5%, con una proporcion de mujeres del

52%, segun datos extraidos de la Estadistica del Padrén continuo del

Instituto Nacional de Estadistica a 1 de enero de 2018 (155);

- La poblacion asistida por el Hospital Universitario San Cecilio (154).
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4.1.2.2. Poblacion elegible:

Mujeres pertenecientes a la poblaciéon diana que durante el periodo de

estudio cumplieron los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

= Criterios de inclusion:

- Aceptacion y comprension del consentimiento informado.

- Régimen de vida ambulatorio.

- Caucasoides.

- Posmenopausia (transcurrido un afio al menos desde la fecha de ultima
menstruacion).

- Rango de edad entre 50-85 afios.

- DMO, expresada como T-score, de -2.5 DE en cadera total (CT), cuello
femoral (CF) o columna lumbar (CL), y/o historia de fractura por
fragilidad (156,157).

- Ausencia de déficits nutricionales.

»  Criterios de exclusion:

- Administraciéon de cualquier firmaco antiosteoporético durante el dltimo
ano.

- Enfermedad metabdlica 6sea distinta de la osteoporosis (enfermedad
6sea de Paget, hipercalcemia tumoral, artritis reumatoide, mieloma
multiple, metastasis 6seas, etc.).

- Osteoporosis secundaria (hiperparatiroidismo primario,
hipercortisolismo, hipertiroidismo, etc.).

- Tratamiento crénico con glucocorticoides.

- Farmacos que interfieran en el metabolismo 6seo o de la glucosa.

- DM1, DM2 o prediabetes.

- Enfermedad renal crénica grave (filtrado glomerular [FG] <30
ml/min/1.73m?) (158).

- Hepatopatia crénica.

- Enfermedad neoplasica activa.

- Tratamiento anticoagulante con dicumarinicos.
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4.2. Meétodos

4.2.1. Diseiio del estudio:

El estudio se llevé a cabo de acuerdo a las Normas de Buena Practica Clinica
y en cumplimiento de la Declaraciéon de Helsinki. Aunque no se realizé ninguna
intervencion experimental, consideramos necesario la aceptaciéon y comprension del
consentimiento informado por parte de las participantes para la recoleccion, uso y
almacenamiento de sus muestras biolégicas y datos clinicos con fines de

investigacion.

Se disefi6 un estudio exploratorio de corte transversal sobre una muestra de
40 mujeres con OPPM, de acuerdo a los criterios de inclusiéon y de exclusion
establecidos, que se seleccionaron de forma consecutiva en el periodo comprendido
entre junio de 2012 y enero de 2014. El protocolo de estudio incluyé para todas las
participantes:
- Historia clinica, cuestionario de actividad fisica y encuesta nutricional.
- Exploracion fisica, antropometria y analisis de composicion corporal.
- Extracciéon de muestras de sangre venosa en ayunas y determinacion de los
parametros bioquimicos.

- Determinaciéon de la DMO y estudio de radiologia vertebral.

Todas las pacientes estaban instruidas en cuanto a una dieta rica en calcio y
recibian suplementacién con vitamina D a dosis de mantenimiento (calcifediol

15960 UI mensuales) segun las tltimas guias de practica clinica (140).

Tras la evaluacion clinica inicial y la extracciéon de muestras de sangre venosa
para la determinacion de los parametros bioquimicos, todas las pacientes
comenzaron tratamiento antiosteopordtico especifico y seguimiento segun la
practica clinica habitual en la Unidad de Metabolismo Oseo de la UGC de

Endocrinologia y Nutricion del Hospital Universitario San Cecilio.
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4.2.2. Variables del estudio:

4.2.2.1. Variables clinico-demogrificas:

Edad en afios.

Peso en kilogramos (kg) y talla en metros (m).

IMC: Peso (kg)/Talla (m)2

Factores de riesgo cardiovascular (FRCV).

Habito tabaquico.

Habito alcohdlico: Clasificacion segin consumo mayor o menor de 20 g/dfa.
Nivel de actividad fisica segiin un cuestionario especifico validado. Se utilizo
la version en espafiol del cuestionario de evaluacion rapida de la actividad
tisica (RAPA, Rapid Assessment of Physical Activity) (159). El cuestionario,
autoadministrado y con nueve {tems, evalia la fuerza, la flexibilidad y la
intensidad de las actividades fisicas. Se necesitan de dos a cinco minutos para
realizarlo. El cuestionario RAPA clasifica al individuo en fisicamente inactivo
o sedentario (puntuacion <5) o fisicamente activo (puntuacion >5).

Riesgo de fractura segiin la Herramienta FRAX (version espafola) (160,161).
Se trata de una escala de puntuacién utilizada para valorar el riesgo absoluto
de fractura osteoporética a 10 afios y cuya finalidad clinica es ayudar a la
toma de decisiones respecto al inicio del tratamiento. Los factores de riesgo
evaluados por la herramienta son: edad, sexo, antecedentes de fractura a
partir de los 50 anos, DMO en CF, IMC, tratamiento con corticoides durante
mas de tres meses, osteoporosis secundaria, historia familiar de fractura de
cadera, habito tabaquico y consumo de alcohol >2 unidades/dfa. Una vez
introducidos todos los datos, la herramienta calcula el riesgo absoluto de
fractura para un periodo de 10 afios, expresado en porcentaje. Contempla el
riesgo para las principales fracturas osteoporoticas y de forma diferenciada el
riesgo de fractura de cadera. Los valores para la recomendacion del inicio del
tratamiento son =20% en el caso de las fracturas principales relacionadas con
la osteoporosis, y =23% para la fractura especifica de cadera. Esta

herramienta, aunque util, infraestima el riesgo de fracturas osteoporodticas
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principales en la poblacién espafiola, y no existe por el momento un umbral
terapéutico adaptado a Espafia (162).

* Ingesta calcica diatia (mg/dfa). Se estimé a partir de la encuesta nutricional
de la IOF que evalia la cantidad de ingesta semanal de varios tipos de

alimentos y productos, incluyendo los suplementos de calcio (163).

4.2.2.2. Variables analiticas:

Se tomaron muestras de sangre venosa por la mafiana tras al menos 8 horas
de ayuno nocturno. El suero fue almacenado a -80 °C hasta su analisis. Los
parametros bioquimicos de rutina fueron analizados en el Laboratorio de
Analisis Clinicos del Hospital. Algunos parametros especificos, como la ucOC,
fueron analizados por personal cualificado perteneciente al Instituto de
Investigacion Biosanitaria de Granada (ibs. GRANADA) en la Unidad de Apoyo

a la Investigacion del Hospital.

»  Fstatus de 250HD: la determinaciéon de las concentraciones séricas de
250HD, expresadas en ng/ml, se realiz6 mediante quimioluminiscencia
(CLIA) (Beckman Coulter UniCel DxI 800; CA) (164). Se establecieron dos
categorias de 250HD: 230 ng/ml y <30 ng/ml, y se dividié la muestra
segun percentiles de 250HD sérica.

s Metabolismo Oseo:
- Calcio (mg/dl), fosfato (mg/dl albumina dl) séricos: Se
analizaron segun las técnicas de Laboratorio automatizadas estandar.
Se calcul6 el calcio corregido por albumina segin la siguiente férmula:

Calcio sérico (mg/dl) — 0.8 * [4.0 — albumina (g/dl)].

- Hormona paratiroidea intacta (PTHi): Se determiné mediante el Kit

Intact PTH suministrado por Roche Diagnostics SL, Barcelona,
Espana. Se trata de un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
con anticuerpos monoclonales y técnica de sandwich. Los valores de

referencia se encuentran entre 15 y 65 pg/ml (165).
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Osteocalcina (OC): Su determinacion se realizé mediante CLIA (N-
Mid Osteocalcin; Immunodiagnostic Systems iSYS, Boldon, United
Kingdom, [IDS-iSYS] automated analyzer) (166). Los valores de
referencia son 10.4 - 45.6 ng/ml.

Osteocalcina infracarboxilada (ucOQ): Se analizé mediante el kit de

ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) Takara Bio
Inc., Shiga, Japan. Se trata de un ensayo tipo sandwich que utiliza dos
anticuerpos anti-ucOC monoclonales de ratén, uno de los cuales se
aplica sobre la placa y el otro es marcado con peroxidasa para la
captura y deteccion de la ucOC. El ensayo consta de dos pasos:
primero, las muestras se incuban en la placa de microtitulacion
recubierta con un anticuerpo; luego, la placa se lava y se incuba con el
anticuerpo anti-ucOC marcado con peroxidasa. Se afiade un sustrato
y la reaccion entre la peroxidasa y el sustrato resulta en el desarrollo
de color. La cantidad de ucOC se determina midiendo la absorbancia
mediante un lector de placas (fotémetro adaptado para aplicaciones
de inmunoensayos enzimaticos). Las concentraciones precisas de la
muestra se determinan mediante la comparacién de sus absorbancias
especificas con la absorbancia obtenida a partir de una curva estandar
(utilizando el kit estandar suministrado). La variabilidad intra e
interensayo son del 4.4 y 9.5%, respectivamente; la sensibilidad

0.25 ng/ml y el rango de normalidad 0.6 — 1.8 ng/ml (167).

Telopéptido carboxiterminal del coldgeno tipo I (CTX) en suero: Se

trata de un marcador de resorcion oOsea. Su mediciéon se realizo
mediante enzimoinmunoensayo con el Kit Elecsys B-CrossLaps
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). El intervalo de medicion
oscila entre 0.01 y 6 ng/ml, con una variabilidad intra e interensayo
inferior al 6%. Los valores de normalidad oscilan entre 0.157 y 0.44

ng/ml para mujeres premenopausicas, 0.33 y 0.782 ng/ml para
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mujeres posmenopdusicas, y entre 0.158 y 0.442 ng/ml para varones

(168).

" Metabolismo de la Glucosa y funcionamiento de la Cp pancredtica:

Glucosa (mg/dl) e insulina (WU/ml) séricas: Se analizaron segun las

técnicas de Laboratorio automatizadas estandatr.

Hemoglobina glicosilada (HbAlc): Expresada en %. Se determiné

mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), con el

analizador ADAMS Alc, HA-8160; Menarini, Florence, Italy (169).

Modelo de Homeostasis de 1a Glucosa e Insulinorresistencia (HOMA,
Homeostasis Model Assessment): Se utilizé la  aplicacion HOMA?2
Calculator v2.2 (170,171). E1 HOMA estima la funcién basal de las CB3

(%B) y la sensibilidad a la insulina (%S), como porcentajes de una
poblacién de referencia normal, a partir de las concentraciones de
insulina (WU/ml) y glucosa (mg/dl) séricas en ayunas. El HOMA2 de
Levy (172) mejoré el modelo matematico HOMA original de
Matthews (173). En 2004 se lanz6 la herramienta HOMAZ2 Calculator.
Esta aplicacion informatica permite un acceso rapido y facil al modelo
HOMAZ2 para la estimacién de los siguientes parametros: indice de
insulinorresistencia (HOMAZ2-IR), indice de B-secrecion (HOMAZ2-
%B) e indice de insulinosensibilidad (HOMA2-%S). El modelo esta
calibrado para un valor de normalidad de los indices HOMA2-%B y
HOMAZ2-%S del 100%, y un valor normal del HOMA2-IR de 1
(170,171).

" Otras determinaciones:

Bioquimica basica de funcién renal v hepatica, perfil lipidico y perfil

tiroideo: Segun las técnicas de Laboratorio automatizadas estandar. La

tasa de filtrado glomerular (FG) se estim6 segun la ecuacion CKD-

EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) (174).
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- Factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1): Para su

determinacién se empled el Kit IGF-1 1125 RIA, suministrado por
DiaSorin (Stillwater, Minnesota, USA). Los valores de normalidad en
adultos entre 40 y 54 afios son de 90 a 360 ng/ml y en adultos de mas
de 55 afios son de 71 a2 290 ng/ml (175).

4.2.2.3. Técnicas radiologicas:

Medicion de la masa dsea: Se evalud la densidad mineral 6sea (DMO) mediante
absorciometria dual por rayos X (DXA), empleando para ello el equipo
Hologic QDR4500 (Waltham, MA) con calibraciéon diaria mediante un
fantoma normalizado (Hologic X-Caliber, Hologic Inc., Walthman, MA).
Este densitometro utiliza radiografias digitales cuantitativas para medir de
forma exacta y rapida el contenido mineral 6seo en gramos y la DMO en
g/cm? Se tomé el T-score (valor de DMO comparado con el valor medio
del adulto joven expresado en términos de desviaciéon estandar) como
medida de la DMO. Se realizaron mediciones en CL (vértebras L1, 1.2, L3 y
L4) y fémur proximal (CF y CT). A fin de evitar falsas mediciones, las
vértebras fracturadas que se identificaron mediante radiologia simple de
columna fueron excluidas de la medicion de DMO (176). La precision de la
medida fue superior al 1% (coeficiente de variacion = 1.0% con DMO = 1.0
g/cm?) y la resolucion espacial de 1.5 mm. El tiempo de realizacién de la
prueba es de cinco 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 realizaciéon de una radiografia simple de toérax.

Estudio radioldgico: Se efectuaron radiografias laterales de columna lumbar y
toracica para evaluar la presencia de deformaciones en los cuerpos
vertebrales desde T4 a L5. Las mediciones se hicieron segun los criterios de
Genant (Figura 17): 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
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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 del 20-25%; fractura de
grado 2 o deformidad moderada cuando la reduccion es del 25-40%, y
fractura de grado 3 o deformidad grave cuando la reduccién es >40% en

cualquier altura del cuerpo vertebral (177,178).

O = Vértebra NORMAL no fracturada

0.5 = Vértebra DUDOSA o incierta

1 = Deformidad LEVE: 20-25% de
reduccion de altura anterior, media o
posterior; disminucion del area de
aproximadamente 10-20%.

2 = Deformidad MODERADA: 25-40%
de reduccion en cualquier altura;
disminucion del area de
aproximadamente 20-40%.

3 = Deformidad GRAVE: reduccion >40%
en cualquier altura y area
correspondiente.

Fig. 17. Escala de clasificacion visual de Genant. Modificado de Genant y

Jergas (2003) (178).

4.2.2.4. Andlisis de composicion corporal:

Lla composicion corporal se evalué mediante impedanciometria bioeléctrica
empleando para ello el equipo Tanita TBF-300A. El método BIA (analisis
bioeléctrico de impedancia) es extremadamente preciso para el analisis de la
composicion corporal. A partir del peso y su nivel de grasa, se indica la impedancia
expresada en Q, el PMG (%), la cantidad de masa grasa (kg), masa magra (kg) y agua
corporal (kg), el IMC (kg/m?) y la tasa metabdlica basal (TMB) (Kcal/dia) (179).
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4.3. Analisis estadistico

Se estudio la relacion entre las concentraciones séricas de 250HD (variable
predictora o independiente) y los parametros del metabolismo de la glucosa y la
composicion corporal (variables de estudio o dependientes). El analisis multivariante
incluy6 otras posibles variables predictoras de la homeostasis de la glucosa como la
edad, el IMC, el PMG y la ucOC. También se evalud la asociacion entre 250HD,
parametros del metabolismo de la glucosa y riesgo de fractura segun el indice FRAX

en nuestra poblacion.

El tratamiento y analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante el

programa SPSS version 18.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).

Para variables continuas se comprobé su distribuciéon normal mediante el test
de Kolmogorov-Smirnov. Cuando el tamafio de muestra fue mayor que 30 se
aplicaron pruebas paramétricas mediante la aplicaciéon del Teorema Central del

Limite.

Se emplearon medidas de tendencia central (media) y dispersion (desviacion
estandar [DE]) para variables continuas, y distribucién de frecuencias absolutas (en

valor numérico) y relativas (porcentajes) para variables categoricas.

Las diferencias para las variables cuantitativas de interés entre grupos de
comparacion se evaluaron mediante el test de la # de Student para dos muestras
independientes, o el test de la U de Mann-Whitney como prueba no paramétrica.
Para variables categoricas se utilizaron el test de la Chi Cuadrado (X?) de Pearson y

el test exacto de Fisher.

La asociacion entre las variables cuantitativas se analizé mediante el test de
regresion lineal univariante, previa comprobacién del modelo (aleatoriedad,
normalidad, linealidad y homogeneidad de varianzas), o mediante los test de

correlacién de Pearson y de Spearman.
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Por dltimo, se empleé el analisis multivariante mediante regresion lineal
multiple, previa comprobacién del modelo (aleatoriedad, normalidad, linealidad y
homogeneidad de varianzas), para estudiar las variables predictoras de la

homeostasis de la glucosa y del riesgo de fractura.

Todos los test estadisticos se realizaron a doble cola. Una p < 0.05 fue
considerada estadisticamente significativa. En el analisis de regresion lineal mualtiple

se acepto un valor de significacion < 0.10.
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5. RESULTADOS
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RESULTADOS

5.1. Estudio descriptivo

Caracteristicas de Ia poblacion de estudio:

Los datos demograficos y las caracteristicas clinicas generales de la poblacion
de estudio se recogen en la Tabla 9. La edad media fue de 62 * 8.5 afios. En cuanto
a la prevalencia de FRCV, se trata de mujeres posmenopausicas con un estilo de
vida sedentario en el 65% de los casos, el 15% eran fumadoras, el 27.5%
presentaban HTA, el 42.5% dislipemia, el 47.5% sobrepeso u obesidad y el 5% ya

habia sufrido un evento cardiovascular.

Tabla 9. Estudio descriptivo: Datos demograficos y caracteristicas clinicas.

VARIABLES Media DE
Edad (afios) 062 8.5
Talla (m) 1.56 0.05
Peso (kg) 61.8 10.4
IMC (kg/m?) 254 3.9
TAS (mm/Hg) 126.5 15.4
TAD (mm/Hg) 75.9 10.9
FG (ml/min/1.73m?) 78.3 20.3

FRCV (%) [abs.]

Fumadoras 15 [6]
Ex - fumadoras 27.5 [11]
Alcohol 0
Sedentarismo 65 [26]
HTA 27.5 [11]
Dislipemia 42.5 [17]
Sobrepeso u obesidad 47.5 [19]
ECV establecida! 512

Metabolismo de la glucosa

Glucosa en ayunas (mg/dl) 87 9

HbAlc (%) 5.4 0.3
Insulina (uU/ml) 8.7 3.9
HOMA2-IR 1.12 0.51

71



HOMA2-%S (%) 107 46
HOMA2-%B (%) 109 30

Pertfil lipidico (mg/dl)

Colesterol total 201 23
Colesterol-HDL 67 11
Colesterol-LDL 118 22
Triglicéridos 80 28
Perfil hormonal

TSH (mUI/ml) 2.11 1.37
IGF-1 (ng/ml) 113 31

Composicion corporal

PMG (%) 33.9 6.9
TMB (Kcal/dia) 1243 104
250HD (ng/ml) 43 20

I ECV establecida: incluye enfermedad cerebrovascular, enfermedad coronaria,
arteriopatia periférica.

DE: Desviacién Estindat; abs.: Valor absoluto; IMC: Indice de masa corporal;
TAS: Tension arterial sistdlica; TAD: Tension arterial diastdlica; FG: Filtrado
glomerular; FRCV: Factores de riesgo cardiovascular; HT'A: Hipertension arterial;
ECV: Enfermedad cardiovascular; HbAlc: Hemoglobina glicosilada; HOMA2-
IR: Indice de Insulinorresistencia; HOMA2-%S: Indice de Insulinosensibilidad;
HOMA2-%B: Indice de B-secrecion; TSH: Hormona Estimulante del Tiroides;
IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina 1; PMG: Porcentaje de masa
grasa; TMB: Tasa metabdlica basal; 250HD: 25-hidroxivitamina D.

Los datos para variables continuas se expresan como media = DE. Los datos

para variables categbricas se expresan como porcentajes y valor absoluto [abs.].

Los datos referentes al metabolismo mineral y la fragilidad 6sea se describen
en la Tabla 10. El 42.5% de las participantes tenia antecedentes de fractura

osteoporotica.
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Tabla 10. Estudio descriptivo: Metabolismo mineral y fragilidad 6sea.

VARIABLES Media DE

Metabolismo 6seo

OC (ng/ml) 18.5 8.5
ucOC (ng/ml) 8.3 10.0
CTX (ng/ml) 0.473 0.198
PTHIi (pg/ml) 49.9 15.6
Ca (mg/dl) 9.7 0.3
P (mg/dl) 3.3 0.4
DMO

T-score CL (DE) -2.9 0.6
DMO CL (g/cm?) 0.727 0.068
T-score CF (DE) -1.8 0.7
DMO CF (g/cm?) 0.044 0.073
T-score CT (DE) -1.6 0.8
DMO CT (g/cm?) 0.755 0.100
Indice FRAX (%)

Fractura osteoporotica 0.4 5
Fractura de cadera 2.2 3

Prevalencia de fractura (%)[abs.] 42.5[17]
Fractura vertebral 17.5 [7]
Fractura no vertebral! 32,513

Ingesta de calcio (%) [abs.]
500-1000 mg/dia 60 [24]
<500 mg/dia 40 [16]

! Fractura no vertebral: incluye fractura de cadera, humero, tercio distal de radio,
tibia y costal.

DE: Desviacion Estandar; abs.: Valor absoluto; OC: Osteocalcina; ucOC:
Osteocalcina infracarboxilada; CTX: Telopéptido carboxiterminal del colageno
tipo I; PTHi: Hormona paratiroidea intacta; Ca: Calcio corregido por albimina;
P: Fésforo; DMO: Densidad mineral dsea; CL: Columna lumbar; CF: Cuello
femoral; CT: Cadera total.

Los datos para variables continuas se expresan como media = DE. Los datos

para variables categoricas se expresan como porcentajes y valor absoluto [abs.].
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En cuanto al metabolismo de la glucosa y el funcionamiento de la Cp

pancreatica (véase Tabla 9), la HbAlc media fue de 5.4% * 0.3, el HOMA2-IR 1.12

* 0.51, el HOMA2-%S 107% £ 46 y el HOMA2-%B 109% % 30.

Las concentraciones séricas medias de 250HD fueron de 43 + 20 ng/dl

(véase Tabla 9); el 12.5% present6 niveles <30 ng/ml (insuficientes). Las Tablas 11

y 12 recogen los datos correspondientes a la epidemiologia descriptiva del estatus de

vitamina D.

Tabla 11. Estudio descriptivo: Clasificacion de las participantes segun las

concentraciones séricas de 250HD (suficientes/insuficientes).

Estatus de 250HD %  abs.
Insuficiente (< 30 ng/ml) | 12.5 [5]
Suficiente (= 30 ng/ml) 87.5 [35]

250HD: 25-hidroxivitamina D; abs.: Valor absoluto.

Tabla 12. Estudio descriptivo: Percentiles de 250HD.

VITAMINA D Percentiles
5 10 25 50 75 90 95
250HD (ng/ml) 22.96 27.50 32.30 37.20 45.87 73.50 94.34

250HD: 25-hidroxivitamina D.
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5.2. Estudio de asociacion lineal

5.2.1. Relacidon entre las concentraciones séricas de 250HD y el metabolismo

de la glucosa:

Todas las variables analizadas siguen una distribucién normal y retnen

Criterio de Durbin-Watson.

el

Los resultados del modelo de Analisis de Regresiéon Lineal Univariante para

el estudio de asociacion entre las concentraciones séricas de 250HD vy los

parametros del metabolismo de la glucosa y la funcién de la CB se resumen en

Tabla 13.

Tabla 13. Resumen del modelo de Analisis de Regresion Lineal Univariante.

la

Cocficientes no Coeficientes

estandarizados tipificados
Variable dependiente B Error tipico Beta ¢ b
HOMA2-IR -,008 ,004 -,313 -1,952 ,059
HOMAZ2-%S ,886 ,356 ,388 2,487 ,018*
HOMA2-%B -,710 ,226 -,468 -3,134 ,003*
Insulina (nU/ml) -,065 ,032 -,332 -2,050 ,048*
GB (mg/dl) ,080 ,074 ,179 1,078 ,288
HbAlc (%) -,001 ,003 -,043 -,255 ,800

Variables dependientes: HOMA2-IR: Indice de Insulinorresistencia; HOMA2-
%S: Indice de Insulinosensibilidad (medido en %); HOMA2-%B: Indice de B-
secrecion (medido en %); Insulina sérica basal (medida en pU/ml); GB:
Glucemia basal (mg/dl); HbAlc: Hemoglobina glicosilada (medida en %).
Variable independiente: 250HD: 25-hidroxivitamina D (medida en ng/ml).

* Nivel de significacion: < 0.05.
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Las concentraciones séricas de 250HD mostraron una asociacion
estadisticamente significativa con el HOMA2-%S (R = 0.388, p = 0.018), el
HOMA2-%B (R = -0.468, p = 0.003) y los niveles séricos de insulina (R = -0.332,
p = 0.048). También se encontrd asociaciéon entre los niveles de 250HD vy el
HOMAZ2-IR con tendencia a la significacion (R = -0.313, p = 0.059). Las
concentraciones séricas de 250HD no mostraron asociaciéon con la glucemia basal

(GB) ni con los niveles de HbAlc.

5.2.1.1. Asociacion entre 250HD y HOMAZ2-1IR:

Las concentraciones séricas de 250HD se correlacionaron con el HOMA2-
IR de forma negativa con tendencia a la significaciéon estadistica (R = -0.313,
p = 0.059). Cada incremento de 10 ng/ml en las concentraciones séricas de 250HD
se asoci6 a un descenso de 0.08 en el HOMAZ2-IR (véase Tabla 13). El 9.8% de la
variabilidad del HOMAZ2-IR se explica por los niveles de 250HD (Figura 18).

257 ° R=-0.313; R?>=0.098; p=0.059

(o]

2,09

HOMA2-IR

T | T T T T
00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

250HD (ng/ml)

Fig. 18. Asociacion lineal entre 20HD y HOMAZ2-IR.
HOMA2-IR: Indice de Insulinorresistencia; 250HD: 25-hidroxivitamina D

(concentraciones séricas en ng/ml).
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5.2.1.2. Asociacion entre 250HD y HOMAZ2-%S:

Las concentraciones séricas de 250HD se correlacionaron con el HOMA2-
%S de forma positiva estadisticamente significativa (R = 0.388, p = 0.018). Cada
incremento de 10 ng/ml en las concentraciones séricas de 250HD se asoci6 a un
incremento de 8.86% del HOMA2-%S (véase Tabla 13). El 15% de la variabilidad
del HOMAZ2-%S se explica por los niveles de 250HD (Figura 19).

2500 R=0.388; R?=0.15; p=0.018 o

200,07

150,04

100,01

HOMAZ2-%S

50,0

T T T T | I
] 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

250HD (ng/ml)

Fig. 19. Asociacion lineal entre 250HD y HOMAZ2-%S.
HOMA2-%S: Indice de Insulinosensibilidad; 250HD: 25-hidroxivitamina D

(concentraciones séricas en ng/ml).

5.2.1.3. Asociacion entre 250HD y HOMAZ2-%B:

Las concentraciones séricas de 250HD se correlacionaron con el HOMAZ2-
%B de forma negativa estadisticamente significativa (R = -0.468, p = 0.003). Cada
incremento de 10 ng/ml en las concentraciones séricas de 250HD se asocié a una
disminuciéon de 7.10% del HOMA2-%B (véase Tabla 13). El 21.9% de la
variabilidad el HOMAZ2-%B se explica por los niveles de 250HD (Figura 20).
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Figura 20. Asociacion lineal entre 250HD y HOMAZ2-%B.
HOMA2-%B: Indice de Insulinosecrecién; 250HD: 25-hidroxivitamina D

(concentraciones séricas en ng/ml).

5.2.1.4. Asociacion entre 250HD e insulinemia:

Las concentraciones séricas de 250HD se correlacionaron con los niveles
séricos de insulina de forma negativa estadisticamente significativa (R = -0.332,
p = 0.048). Cada incremento de 10 ng/ml en las concentraciones séricas de
250HD se asoci6é a una disminucion de los niveles séricos de insulina de 0.65
uU/ml (véase Tabla 13). El 11% de la variabilidad de la insulinemia se explica por
los niveles de 250HD (Figura 21).
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Fig. 21. Asociacion lineal entre 250HD e insulinemia.
Insulina: concentraciones séricas en uU/ml; 250HD: 25-hidroxivitamina D

(concentraciones séricas en ng/ml).

5.2.2. Relacion entre las concentraciones séricas de 250HD y la composicién

corporal:

El estudio de correlacion no mostré asociacion significativa de los niveles

séricos de 250HD con el PMG ni con el IMC (Tabla 14).
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Tabla 14. Resumen del estudio de correlaciéon entre 250HD y composicion

corporal.
Variables PMG IMC
r P r P
250HD
Pearson -0.121 0.468 -0.097 0.564
Spearman 0.083 0.619 0.066 0.692

250HD: 25-hidroxivitamina D (medida en ng/ml); PMG: Porcentaje de masa
grasa (medido en %); IMC: Indice de masa corporal (medido en kg/m?).
* Nivel de significacion: < 0.05.

5.3. Analisis de regresion lineal multiple

Con el fin de determinar el efecto independiente de las concentraciones
séricas de 250HD sobre los parametros del metabolismo de la glucosa y la funciéon
de la CB, se realiz6 un analisis multivariante con ajuste por otros factores que se han
relacionado con la homeostasis de la glucosa. Se consideraron variables clinicas

(edad), antropométricas IMC y PMG) y analiticas (ucOC).

Los resultados del modelo de Analisis de Regresion Lineal Multiple se
resumen en la Tabla 15. Tras ajustar por las wvariables introducidas, las
concentraciones séricas de 250HD se comportaron como un factor independiente
directamente relacionado con el HOMA2-%S (R = 0.368, p = 0.029), e
inversamente relacionado con el HOMA2-IR (R = -0.314, p = 0.073), el HOMA2-
%B (R = -0.498, p = 0.005) y los niveles séricos de insulina (R = -0.332, p = 0.061).
El PMG también se comporté como un factor independiente directamente
relacionado con el HOMA2-IR (R = 0.648, p = 0.077) y la insulinemia (R = 0.627,
p = 0.078), e inversamente relacionado con el HOMA2-%S (R = -0.687, p = 0.050).
La edad, el IMC y la ucOC no mostraron asociaciéon con los parametros del
metabolismo de la glucosa y la funcién de la CB estudiados en el analisis

multivariante.
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Tabla 15. Resumen del modelo de Analisis de Regresion Lineal Mdltiple.

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados tipificados
Variable
dependiente B Error tipico Beta 4 P
HOMA2-IR
Edad (afios) 0.004 0.011 0.059 0.320  0.751
IMC (kg/m?) -0.080 0.048 -0.597 -1.674  0.104
PMG (%) 0.050 0.027 0.648 1.827  0.077*
ucOC (ng/ml) -0.004 0.008 -0.083 -0.500  0.621
250HD(ng/ml)  -0.008 0.004 -0.314 -1.858  0.073*
HOMAZ2-%S
Edad (afos) -0.422 0.931 -0.079 -0.454  0.653
IMC (kg/m?) 6.267 4.049 0.524 1.548 0.132
PMG (%) -4.738 2.327 -0.687 -2.036  0.050%*
ucOC (ng/ml) -0.099 0.703 -0.022 -0.140  0.889
250HD(ng/ml)  0.842 0.366 0.368 2297  0.029*
HOMA2-%B
Edad (afios) 0.301 0.631 0.085 0.477 0.637
IMC (kg/m?) -1.446 2.744 -0.182 -0.527  0.602
PMG (%) 0.580 1.576 0.127 0.368 0.716
ucOC (ng/ml) -0.284 0.476 -0.096 -0.596  0.555
250HD(ng/ml) -0.755 0.248 -0.498 -3.042 0.005%
Insulina
Edad (afios) 0.036 0.085 0.077 0.420  0.677
IMC (kg/m?) -0.641 0.368 -0.601 -1.741 0.092
PMG (%) 0.395 0.217 0.627 1.822  0.078%*
ucOC (ng/ml) -0.032 0.064 -0.083 -0.498  0.622
250HD(ng/ml)  -0.065 0.033 -0.332 -1.945  0.061%*

Variables dependientes: HOMA2-IR: Indice de Insulinorresistencia; HOMA2-
%S: Indice de Insulinosensibilidad; HOMA2-%B: Indice de B-secrecién; Insulina

sérica basal (medida en pU/ml).

Variables independientes: Edad; IMC: Indice de masa corporal (medido en
kg/m?); PMG: Porcentaje de masa grasa (medido en %); ucOC: Osteocalcina
infracarboxilada (medida en ng/ml); 250HD: 25-hidroxivitamina D (medida en
ng/ml).

* Nivel de significacion: < 0.10.
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5.4. Analisis por subgrupos segiin concentraciones séricas de 250HD

Se realiz6 un analisis por subgrupos en funcién del estatus de 250HD con el

objetivo de evaluar las diferencias en cuanto a los parametros del metabolismo de la
glucosa y la funciéon de la CB estudiados (HOMAZ2-IR, HOMA2-%S, HOMA2-%B,
insulina, GB y HbAlc), la composicién corporal (PMG) y el IMC.

5.4.1. Analisis segtin estatus de 250HD insuficiente/suficiente:

Se dividi6 la muestra en dos subgrupos segiin concentraciones séricas de
250HD insuficientes (<30 ng/ml) o suficientes (=30 ng/ml) (véase Tabla 11,
Capitulo 5.1). No se encontraron diferencias significativas en los parametros del
metabolismo de la glucosa, el PMG ni el IMC (Tabla 16). Sin embargo, se observo
una HbAlc mas baja en el grupo con niveles de 250HD 230 ng/ml con tendencia

a la significaciéon estadistica (p = 0.062).

Tabla 16. Analisis comparativo segun estatus de 250HD insuficiente/suficiente.

Variables <321 r;gj{)ml Z?;:; il{,;/jjnl »

HOMA2-IR 1.18 £ 0.65 1.10 £ 0.50 0.964
HOMA2-%S 103.4 + 47.4 108 = 46.5 0.965
HOMA2-%B 131.4 £ 40.6 106.5 £ 27.9 0.120
Insulina 94149 8.5+ 3.9 0.819
GB 82+ 11 87+ 8 0.352
HbAlc 5.7 £ 0.08 54+0.3 0.062
PMG 382 %35 33.3%7.1 0.171
IMC 27533 251%39 0.135

HOMA2-IR: Indice de Insulinorresistencia; HOMA2-%S: Indice de
Insulinosensibilidad (medido en %); HOMA2-%B: Indice de B-secrecién
(medido en %); Insulina sérica basal (medida en uU/ml); GB: Glucemia basal
(mg/dl); HbAlc: Hemoglobina glicosilada (medida en %); PMG: Porcentaje de
masa grasa (medido en %); IMC: Indice de masa corporal (medido en kg/m?).
Datos para variables continuas expresados en medias £ DE.

* Prueba de Mann—Whitney. Nivel de significacion: < 0.05.
82



5.4.2. Anilisis segun percentiles de 250HD:

Con el objetivo de identificar la concentraciéon sérica de 250HD
determinante de la presencia de diferencias significativas en la homeostasis de la
glucosa en nuestra poblacién de estudio, se dividié la muestra en subgrupos segin
percentiles de 250HD (véase Tabla 12, Capitulo 5.1.). Se realizé6 un analisis
comparativo segun el percentil 50 (p50) y el percentil 75 (p75). Los resultados se

resumen en la Tabla 17.

Tabla 17. Analisis comparativo segin p50 y p75 de 250HD.

p50 p75
<37ng/ml 237 ng/ml <45ng/ml 2 45ng/ml

Variables (n=18) (n=22) p (n=28) (n=12) p
HOMA2-IR 1.17£0.54 1.06£0.49  0.680 1.22%0.52 0.77£0.31  0.009%*
HOMA2-%S  101.6%£40.3  112.8%£51.2  0.627 95.2136.1  145.2%54.6  0.010%*
HOMA2-%B  122.7£28.2  97.6£27.9  0.008* 118.5£27.7  82.8%£22.5  0.002%*
Insulina 9.2+4.3 8.213.7 0.516 9.5£4.0 0.0£2.3 0.008*
GB 83.5£8.6 90.4£7.9  0.018* 86.319.1 89.5£8.1 0.311
HbAlc 5.4%0.3 5.5£0.2 0.802 5.49%0.30 545%0.29  0.594
PMG 32.8%6.4 34.7£7.4 0.201 34.2%06.1 32.919.0 0.976
IMC 24.4%3.7 26.3+3.9 0.128 25.4%3.7 25.6£4.5 0.964

HOMA2-IR: Indice de Insulinorresistencia; HOMA2-%S: Indice de
Insulinosensibilidad (medido en %); HOMA2-%B: Indice de B-secrecién
(medido en %); Insulina sérica basal (medida en wU/ml); GB: Glucemia basal
(mg/dl); HbAlc: Hemoglobina glicosilada (medida en %); PMG: Porcentaje de
masa grasa (medido en %); IMC: Indice de masa corporal (medido en kg/m?).
Datos para variables continuas expresados en medias £ DE.

* Prueba de Mann—Whitney. Nivel de significacion: < 0.05.
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Se identificaron diferencias estadisticamente significativas en el HOMA2-%B
y en la GB en funcién del p50 de 250HD (37 ng/ml). Sin embargo, el grupo de
pacientes con concentraciones séricas de 250HD 2p75 (=245 ng/ml) mostré un
perfil de homeostasis de la glucosa significativamente mas favorable frente al grupo
con concentraciones de 250HD <45 ng/dl: menor HOMA2-IR (p = 0.009) (Figura
22.A), mayor HOMA2-%S (p = 0.010) (Figura 22.B), menor HOMA2-%B
(» = 0.002) (Figura 22.C), y menor insulinemia (p = 0.008) (Figura 22.D). No se
encontraron diferencias significativas en el resto de parametros del metabolismo de

la glucosa, ni tampoco en el PMG ni en el IMC.

2,54 (o]

p = 0.009%

2,0

HOMA2-IR
——

-36.8%

0,5 T

0,0

<45 245

250HD
Fig. 22.A. Diagrama de cajas: HOMAZ2-IR en funcion del p75 de 250HD.
HOMA2-IR: Indice de Insulinorresistencia; 250HD: 25-hidroxivitamina D
(concentraciones séricas en ng/ml).

* Prueba de Mann—Whitney. Nivel de significacion: < 0.05.
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Fig. 22.B. Diagrama de cajas: HOMA2-%S en funcién del p75 de 250HD.
HOMA2-%S: Indice de Insulinosensibilidad (%); 250HD: 25-hidroxivitamina D
(concentraciones séricas en ng/ml).

* Prueba de Mann—Whitney. Nivel de significacion: < 0.05.
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Fig. 22.C. Diagrama de cajas: HOMA2-%B en funcién del p75 de 250HD.
HOMA2-%B: Indice de Insulinosecrecion (%); 250HD: 25-hidroxivitamina D
(concentraciones séricas en ng/ml).

* Prueba de Mann—Whitney. Nivel de significacion: < 0.05.
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Fig. 22.D. Diagrama de cajas: Insulinemia en funcién del p75 de 250HD.
Insulina sérica basal (medida en pU/ml); 250HD: 25-hidroxivitamina D
(concentraciones séricas en ng/ml).

* Prueba de Mann—Whitney. Nivel de significacion: < 0.05.
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5.5. Relaciéon entre 250HD, homeostasis de la glucosa y riesgo de

fractura

Se evalué la relacién de las concentraciones séricas de 250HD vy los
parametros del metabolismo de la glucosa con el riesgo absoluto de fractura a 10

afios segin la herramienta FRAX (indice FRAX).

Los resultados del estudio de correlacion se resumen en la Tabla 18. No se
encontré asociacion entre las concentraciones séricas de 250HD y el indice FRAX.
Sin embargo, el estudio de correlacion mostré una asociaciébn positiva
estadisticamente significativa entre la HbAlc y el indice FRAX para fractura
osteoporética principal (Figura 23). El resto de parametros del metabolismo de la

glucosa no se correlacionaron con el riesgo de fractura segun la herramienta FRAX.

Tabla 18. Resumen del estudio de correlacion de las concentraciones de 250HD y

los parametros del metabolismo de la glucosa con el indice FRAX.

Probabilidad de fractura Probabilidad de factura

Variables osteoporodtica principal (%) de cadera (%)

r p r Vi
250HD 0.013 0.940 0.145 0.386
HOMA2-IR -0.025 0.884 -0.062 0.715
HOMA2-%S 0.023 0.894 0.043 0.801
HOMA2-%B -0.048 0.779 -0.012 0.942
Insulina -0.007 0.967 -0.031 0.859
GB 0.146 0.380 -0.042 0.804
HbAlc 0.434* 0.006* 0.229 0.167

250HD: 25-hidroxivitamina D (medida en ng/ml); HOMA2-IR: Indice de
Insulinorresistencia; HOMA2-%S: Indice de Insulinosensibilidad (medido en %o);
HOMA2-%B: Indice de B-secrecién (medido en %); Insulina sérica basal
(medida en pU/ml); GB: Glucemia basal (mg/dl); HbAlc: Hemoglobina
glicosilada (medida en %); Probabilidad de fractura = Indice FRAX.

* Test de correlacion de Spearman. Nivel de significacion: < 0.05.
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Fig. 23. Asociacién entre HbAlc e Indice FRAX para fractura
osteopordtica principal.

Variable dependiente: Indice FRAX para fractura osteopordtica principal: Riesgo
absoluto de fractura a 10 afios (medido en %).

Variable independiente: HbAlc: Hemoglobina glicosilada (medida en %).

* Test de correlacion de Spearman. Nivel de significacion: < 0.05.

El modelo de Analisis de Regresion Lineal Mdultiple ajustado por las
concentraciones séricas de 250HD vy el resto de parametros del metabolismo de la
glucosa (HOMA2-IR, HOMA2-%S HOMA2-%B, insulina, GB y HbAlc),
demostré que la HbAlc era la unica variable relacionada con el riesgo absoluto de
fractura osteoporotica principal medido con el indice FRAX (B = 8.788, R = 0.507,
p = 0.016) (Tabla 19).
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Tabla 19. Resumen del modelo de Analisis de Regresion Lineal Multiple para el
Indice FRAX.

Cocficientes no Cocficientes

Variable estandarizados tipificados

dependiente B Ervor tipico Beta t p

FRAX fractura

principal
250HD 0.042 0.050 0.164 0.835 0.414
HOMAZ2-IR -48.758 29.119 -4.915 -1.674  0.106
HOMA2-%S -0.040 0.064 -0.363 -0.632  0.533
HOMA2-%B 0.038 0.234 0.219 0.164 0.871
Insulina -8.203 17.387 -1.581 -0.472  0.641
GB 0.312 0.610 0.535 0.511 0.014
HbAlc 8.788 3.407 0.507 2.579  0.016*

Variable dependiente: Indice FRAX para fractura osteopordtica principal
(medido en %).

Vatriables independientes: 250HD: 25-hidroxivitamina D (medida en ng/ml),
HOMA2-IR: Indice de Insulinorresistencia; HOMA2-%S: Indice de
Insulinosensibilidad; HOMA2-%B: Indice de B-secrecion; Insulina sérica basal
(medida en pU/ml); GB: Glucemia basal (mg/dl); HbAlc: Hemoglobina
glicosilada (medida en %).

* Nivel de significacion: < 0.10.
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6. DISCUSION
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DISCUSION

6.1. Discusion general

La posmenopausia es una etapa fisiologica aunque critica en la vida de la
mujer que va asociada a un aumento de la fragilidad 6sea y del riesgo cardiovascular
(95,136,180). Fragilidad o6sea y ECV clasicamente se han considerado como
procesos independientes, sin embargo, cada vez existen mas evidencias que los

relacionan (141-143,146-148).

La DM2, el SM y la OPPM constituyen grandes problemas de salud publica a
nivel mundial por su alta y creciente prevalencia. Los estudios realizados en
poblacién general han implicado a la vitamina D en la fisiopatologia de la DM2 y el
SM por sus efectos sobre la homeostasis de la glucosa (13,37,55-57,94). Sin
embargo, la importancia de la relacion entre la vitamina D y la resistencia a la

insulina en mujeres con OPPM no ha sido evaluada en profundidad.

Los resultados de nuestro estudio demuestran la relacion existente entre los
niveles séricos de 250HD y la homeostasis de la glucosa en nuestra poblacion de
mujeres “sanas” con OPPM. Las concentraciones séricas de 250HD mostraron una
asociacion inversa con el HOMAZ2-IR, el HOMA2-%B y la insulinemia, y una
asociacion positiva con el HOMA2-%S. Esta asociacion significativa fue

independiente de otros factores como la edad, el IMC, el PMG y la ucOC.

A pesar de que uno de los “efectos antidiabéticos” descritos de la vitamina D
se debe al estimulo de la secreciéon de insulina por las CB pancreaticas, donde el
VDR esta expresado (66,67), nuestros resultados relacionaron un mejor estatus de
vitamina D con un menor indice de insulinosecrecion (HOMAZ2-%B) y una menor
insulinemia. Esto podria explicarse por la mejora de la sensibilidad a la insulina
(HOMAZ2-%YS) o, lo que es lo mismo, la disminucién de la resistencia a la insulina

que se traducirfa en unos menores requerimientos de insulina para conseguir un
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mismo efecto. De este modo, la vitamina D se comportaria como un factor

protector frente al hiperinsulinismo y al agotamiento de las C@ pancreaticas.

Se han propuesto varios mecanismos por los cuales la vitamina D es capaz de
mejorar la sensibilidad a la insulina (31,58,68-70), desde un incremento en la
expresion de receptores insulinicos (60) hasta la modulaciéon de la respuesta
inflamatoria (66,71). Recientemente se ha descrito la implicacioén de la vitamina D en
la modulacién de la sensibilidad a la insulina en el muasculo esquelético a través de

FOXO1 (Forkhead Box O7) (181).

La DM2 se caracteriza principalmente por la resistencia a la insulina. El
musculo esquelético es el responsable del 80% del consumo de glucosa; por lo tanto,
juega un papel importante en la patogénesis de la resistencia a la insulina. La
resistencia a la insulina a nivel del musculo esquelético constituye un defecto
fisiopatologico primario en la mayoria de los pacientes con DM2. Para compensar la
resistencia a la insulina y mantener la euglucemia, las Cp aumentan la secrecion de
insulina. Esta resistencia a la insulina esta presente durante varios afios antes de la
aparicion clinica de la DM2. Cuando los niveles de insulina disminuyen debido a la
disminuciéon del nimero de CB y de su funcién, por el conocido efecto de la
glucotoxicidad, la lipotoxicidad y dafios acumulados por efecto del estrés oxidativo,

se desarrolla la DM2.

FOXOT1 constituye un regulador negativo clave en la homeostasis de la
glucosa. En condiciones fisiolégicas, la insulina inhibe la actividad FOXO1 a través
de la activacion de la via del receptor de insulina/fosfatidilinositol-3-quinasa
(PI3K)/proteina quinasa B (AKT). De esta manera, durante el ayuno, FOXO1
permanece activado, promoviendo la gluconeogénesis hepatica y la oxidaciéon de
lipidos en el musculo esquelético, en detrimento de la oxidacion de glucosa. En el
estado postprandial, la actividad hepatica y muscular de FOXO1 es inhibida por la
insulina, que suprime la gluconeogénesis hepatica y estimula la oxidaciéon de la
glucosa en el musculo. La sobreactivaciéon sostenida de FOXO1 juega un papel

critico en la patogénesis de la resistencia a la insulina. De este modo, el aumento de
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la actividad de FOXO1 por sobreexpresion y/o exceso de translocacion nuclear en
el musculo esquelético conduce a resistencia a la insulina. Estudios realizados con
modelos animales VDR-/- en sus células musculares, asi como estudios in vitro
sobre cultivos de células de musculo esquelético (181), han demostrado el papel de
la vitamina D en la regulacion de la activacién de FOXOT1 y su implicacién en la
génesis de la resistencia a la insulina. I.a deficiencia o ausencia de sefializacion de la
vitamina D a través de su VDR favorece la activacion FOXO1 en el musculo
esquelético, lo que conduce a resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa,
constituyendo una importante via metabodlica implicada en DM2. Asi, la vitamina D
constituye un regulador negativo de FOXO1 en el musculo esquelético; su déficit o
ausencia supone una sobreactivacion de FOXO1 que conduce a la alteracion de la

homeostasis de la glucosa por aumento de la resistencia a la insulina (Figura 24).

Ausencia/déficit de activacion de VDR en el musculo esquelético J

v , !
irooimena - iroo1r

v

TFOX01 — >  TnFOXO1
Translocacion ”‘UCIear/
T TnFOXO01
Promotor PDK4 - TP'I“‘

1 Captacion y oxidacion de glucosa

Resistenciaala insulina/ ITG

Fig. 24. Esquema del posible mecanismo de aumento de la resistencia a la
insulina en el musculo esquelético por ausencia o déficit de sefalizacion
Vitamina D/VDR. Adaptado de Chen, Villalta y Agrawal (20106) (181).

VDR: Receptor de vitamina D; mRNA: RNA mensajero; FOXO1-P: FOXO1
fosforilado; FOXO1-AC: FOXO1 acetilado; nFOXO1: FOXO1 nuclear; PDK4:

Piruvato deshidrogenasa quinasa 4; ITG: Intolerancia a la glucosa.
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También hemos investigado la implicacion de otros factores en la
homeostasis de la glucosa en nuestra poblacion de estudio. Ni la edad, ni el IMC ni
los niveles séricos de ucOC se asociaron con los parametros del metabolismo de la
glucosa y la funcion de la CB en el analisis multivariante, lo que sugiere que el efecto

de la 250HD sobre la homeostasis de la glucosa es independiente de estos factores.

Junto a las concentraciones séricas de 250HD, el PMG también se
comport6é como un factor independiente implicado en la resistencia a la insulina en
nuestra poblaciéon de mujeres con OPPM: mostré una asociaciéon directa con el
HOMAZ2-IR y con la insulinemia, y una asociacioén inversa con el HOMA2-%S. Es
ampliamente conocido que el desarrollo de resistencia a la insulina es multifactorial.
En concreto, la grasa corporal (especialmente la abdominal), la obesidad y el
sobrepeso se han reconocido como predictores de resistencia a la insulina a través
de la disfuncion de los adipocitos (182). ILas mujeres posmenopausicas
experimentan un aumento de peso y un incremento de la grasa visceral. Este dltimo,
se ha relacionado con el desarrollo de resistencia a la insulina y sus consecuencias
clinicas: ITG y DM2, HTA, dislipemia y aumento de las ECV (180,183). Por lo
tanto, y en consonancia con nuestros resultados, el PMG constituye un factor
predictor para el desarrollo de resistencia a la insulina mas importante que el IMC en

mujeres posmenopausicas.

En cuanto a la ucOC, un estudio reciente (Guedes, et al., 2018) (19) ha
demostrado su efecto sobre la mejoria de la resistencia a la insulina en ratones
obesos a través del aumento de la sefializacion de insulina del receptor PI3K/AKT
en el tejido adiposo blanco, entre otros mecanismos. Sin embargo, los resultados
procedentes de la investigacién en humanos no son concluyentes (184-187).
Algunos estudios observacionales realizados en mujeres posmenopausicas (188—190),
han relacionado los niveles de OC y de ucOC con la resistencia a la insulina y
parametros de obesidad abdominal. En nuestro estudio, realizado en mujeres con
OPPM no obesas, los niveles séricos de ucOC no mostraron asociacién con los

parametros del metabolismo de la glucosa y la funciéon de la C3. Nuestros resultados
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sugieren, ademas, que el efecto de la 250HD sobre la homeostasis de la glucosa no

esta mediado por ucOC en esta poblacion.

Sobre la relacién entre vitamina D y composicién corporal, las
concentraciones séricas de 250HD no se correlacionaron con el PMG ni con el
IMC en nuestra poblaciéon de estudio. En el analisis por subgrupos de 250HD,
tampoco se encontraron diferencias significativas en estos parametros en funcion
del estatus de vitamina D. Los resultados de los estudios que tratan de establecer la
relacion entre los niveles de 250HD y la masa grasa corporal no son concluyentes
(83—85). Una reciente revision sistematica y metaanalisis ha sefialado una relacién
inversa entre los niveles de 250HD y el PMG; sin embargo, la suplementaciéon con
vitamina D3 no tuvo ningun efecto sobre el PMG (83). La mayoria de los datos de
correlacion existentes entre vitamina ID y masa grasa corporal tienen justificacion en

el marco del SM (86-89,92).

En los ultimos afios, la relaciéon entre vitamina D y resistencia a la insulina ha
sido demostrada en numerosos estudios y diferentes grupos de poblacion (191,192).
Sin embargo, hasta la fecha ningtin estudio habia evaluado esta relacién en mujeres
no diabéticas con fragilidad 6sea por OPPM. Algunos estudios de tipo longitudinal
han evaluado la relaciéon entre 250HD vy resistencia a la insulina en poblacion
general no diabética (182,193) con resultados que van en la misma linea que
nuestros hallazgos. Pham et al. (2015) (182) estudiaron a una poblacién de 5730
canadienses no diabéticos y sin insulinorresistencia (52% mujeres) con una edad
media de 51 afios. La mejora en el estatus de vitamina D disminuy6 el riesgo de
desarrollar resistencia a la insulina contribuyendo asi a la prevenciéon primaria de
DM2 y ECV. Tepper et al. (2016) (193) evaluaron el efecto de la suplementacion
con vitamina D sobre la homeostasis de la glucosa mediante un ECA doble ciego
controlado con placebo, de 12 meses de duracion, en 130 varones sanos (edad 20-65
afios) con déficit o insuficiencia de vitamina D. La suplementacién con vitamina D
mantuvo estables los niveles séricos de insulina y el HOMA-IR frente al aumento
observado en el grupo control. Por el contrario, los ECA llevados a cabo en

poblacion con prediabetes (194) o con DM2 establecida (73,74), no han demostrado
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que la mejorfa del estatus de vitamina D prevenga la progresion hacia DM2, en el
primer caso, o mejore el control glucémico en el segundo. Jorde et al. (2016) (194)
llevaron a cabo un ECA controlado con placebo entre los afios 2008-2015, con el
objetivo de evaluar si la suplementaciéon con 20000 UI semanales de vitamina D3
prevenia la progresion a DM2 en 511 sujetos con prediabetes (314 varones). Los
autores concluyeron que la suplementaciéon con vitamina D en sujetos sin
deficiencia no evité la progresiéon de prediabetes a DM2. Por otro lado, el ensayo
clinico SUNNY-Trial (Krul-Poel, et al., 2015) (73), de seis meses de duraciéon y
realizado en 275 pacientes adultos con DM2 (60% varones), no encontré mejoria
del control glucémico con la administracion de dosis altas intermitentes de
suplementos de vitamina D3 (50000 Ul/mes). En el recientemente publicado
DDM2-Study (Angellotti, et al., 2018) (74), la suplementacién con 4000 UI/dia de
vitamina D3 durante 48 semanas, no modificé la tasa de secrecion de insulina ni la

HbATlc en 127 pacientes con DM2 bien controlada con metformina.

Estas evidencias junto con nuestros hallazgos, sugieren que los efectos
beneficiosos de la vitamina D podrian estar restringidos a un perfodo de tiempo
concreto clave para la prevencion del desarrollo de DM2, pero no para el
tratamiento de la resistencia a la insulina en la DM2 establecida. De este modo, los
sujetos con alto riesgo de DM2 y de ECV, pero sin alteraciones establecidas en el
metabolismo de la glucosa, como es nuestra poblacion de mujeres con OPPM,
podria constituir una atractiva poblacién diana para el uso de la suplementaciéon con
vitamina D con el objetivo de prevenir el desarrollo de resistencia a la insulina y

disminuir el riesgo cardiovascular.

En cuanto al estatus optimo de vitamina D, la mayoria de las sociedades
cientificas consideran que los depésitos de vitamina D son suficientes para
mantener una adecuada salud o6sea si la concentracion sérica de 250HD esta por
encima de 30 ng/ml y deficientes si estd por debajo de 20 ng/ml (5,123,124,140).
Sin embargo, no se conoce cual seria el valor é6ptimo deseable para conseguir los
beneficios de la vitamina D sobre la homeostasis de la glucosa y la salud

cardiovascular. En nuestra poblaciéon de estudio no se encontraron diferencias
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significativas en cuanto a los parametros del metabolismo de la glucosa y la funcién
de la CB segun el estatus de 250HD establecido como insuficiente (<30 ng/ml) o

suficiente (=30 ng/ml).

Con el objetivo de identificar la concentraciéon 6ptima de 250HD capaz de
influir positivamente sobre la homeostasis de la glucosa en nuestra poblacién de
mujeres con OPPM, se realiz6 un analisis por subgrupos en funcién de los
percentiles mas altos de 250HD (p50 = 37 ng/ml y p75 = 45 ng/ml). Se
identificaron diferencias estadisticamente significativas en el HOMA2-%B y en la
GB en funcién del p50 de 250HD: menor indice HOMA2-%B y mayor cifra de
GB, esta dltima dentro del rango de normalidad y sin relevancia clinica, en las
pacientes con concentraciones séricas de 250HD 237 ng/ml frente a aquellas con
250HD <37 ng/ml. Sin embatgo, el grupo de pacientes con concentraciones
séricas de 250HD =2p75 mostré un perfil de homeostasis de la glucosa
significativamente mas favorable. Las pacientes con concentraciones séricas de
250HD 245 ng/ml presentaron una reduccion del HOMA2-IR del 36.8% (véase
Figura 22.A), un incremento del HOMA2-%S del 52.5% (véase Figura 22.B), una
disminuciéon del HOMA2-%B del 30.1% (véase Figura 22.C) y una disminucién de
la insulinemia del 36.8% (véase Figura 22.D). Estos datos ponen de manifiesto un
perfil de homeostasis de la glucosa y una funcién de la CjB pancreatica
significativamente mas favorable en pacientes con concentraciones de séricas de
250HD 245 ng/ml frente a aquellas con concentraciones de 250HD <45 ng/ml

en nuestra poblacion de estudio.

Hasta el momento, son escasos los datos publicados acerca de la
concentraciéon 6ptima de 250HD capaz de reducir el riesgo de desarrollar
resistencia a la insulina, DM2 y complicaciones cardiovasculares. En un estudio
realizado en mujeres posmenopausicas de diferentes razas con sobrepeso y obesidad,
un valor de 250HD 226 ng/ml se relaciond con una homeostasis glucidica normal
(195). Esta discrepancia en la concentraciéon de 250HD frente a nuestros resultados
podria atribuirse a que el estudio incluyé a mujeres no osteoporoéticas de diferentes

grupos humanos. Muy recientemente se han publicado algunos estudios que van en
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la linea de nuestros hallazgos (196,197). Esteghamati et al. (2015) (1906) realizaron un
estudio de casos y controles que inclufa participantes con DM2, prediabéticos y
controles sanos. Los individuos sanos con concentraciones séricas de 250HD
<20 ng/ml mostraron un aumento significativo del HOMA-IR, de la HbAlc y de la
GB, frente a aquellos con concentraciones de 250HD >40 ng/ml. En los sujetos
no diabéticos, la deficiencia de vitamina D también se asocié con resistencia a la
insulina independientemente de la obesidad. En los pacientes con DM2; se
encontraron ademas diferencias de género en la asociacion entre la 250HD vy la
homeostasis de la glucosa (196). Por otro lado, Park et al. (2018) (197) han
publicado los resultados de un estudio de cohortes prospectivo con 903 adultos sin
diabetes ni prediabetes, que fueron evaluados entre 1977 y 1979. Se determiné la
incidencia de diabetes y de prediabetes en dicha cohorte entre 1997 y 2009. Las
concentraciones de 250HD >30 ng/ml se asociaron con menotres HR de diabetes:
30-39 ng/ml, HR = 0.31, 95% IC [0.14-0.70]; 40-49 ng/ml, HR = 0.29, 95% IC
[0.12-0.68]; >50 ng/ml, HR = 0.19, 95% IC [0.06-0.56]. Hubo un gradiente inverso
dosis-respuesta entre la concentracién de 250HD vy el riesgo de diabetes (p = 0.005):
cada incremento de 10 ng/ml en la concentracién de 250HD se asocié con una HR

de 0.64, 95% IC [0.48-0.86] (197).

En vista de nuestros resultados y las recientes evidencias que los respaldan,
podtia considerarse que el objetivo de 250HD 230 ng/ml es insuficiente para
obtener beneficios sobre la salud cardiovascular. Sugerimos que el valor 6ptimo de
250HD en mujeres con OPPM vy sin alteraciones establecidas en el metabolismo de
la glucosa podtia ser =45 ng/ml, pues se asocia con una disminucién de la

resistencia a la insulina.

Por ultimo, se ha evaluado la relacién entre la homeostasis de la glucosa y la
fragilidad 6sea en nuestra poblaciéon de mujeres con OPPM no diabéticas. Los
niveles de HbAlc se comportaron como un factor independiente directamente
relacionado con el indice FRAX para fractura osteopordtica principal. Las
concentraciones séricas de 250HD vy el resto de parametros del metabolismo de la

glucosa no se asociaron con el riesgo absoluto de fractura a 10 anos medido por el
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indice FRAX. De acuerdo con la reciente evidencia cientifica que relaciona el
metabolismo de la glucosa con la fragilidad 6sea y el riesgo de fractura (148,149), en
nuestra poblaciéon de estudio, a pesar de tratarse de mujeres con OPPM no
diabéticas, la relacioén directa e independiente entre los niveles de HbAlc y el riesgo
de fractura, podrian ser el resultado del efecto negativo del estrés oxidativo y la
acumulaciéon de productos avanzados de la glicaciéon sobre la homeostasis 6sea

desde etapas muy precoces (149).

En conclusion, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral ponen de
manifiesto la relacién de la vitamina D con la homeostasis de la glucosa y la funcién
de la CB pancreatica en una poblacién de mujeres posmenopausicas con fragilidad
6sea no estudiada hasta la fecha. El estatus de vitamina D a través de su efecto sobre
la resistencia a la insulina y su relacién con la DM2 y el SM podria constituir un
mecanismo patogénico de la enfermedad cardiovascular en esta poblacion y, por lo
tanto, podria considerarse como un potencial factor de riesgo cardiovascular

modificable (Figura 25).

Los hallazgos de este trabajo abren nuevas vias de investigacion para
profundizar en el conocimiento de los mecanismos de accién de la vitamina D en
humanos y sus efectos sobre la salud cardiovascular, con la finalidad de plantear

posibles estrategias preventivas frente a la ECV.
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Fig. 25. Esquema representativo de las relaciones complejas entre
vitamina D, sindrome metaboélico, homeostasis de la glucosa y resistencia

a la insulina, enfermedad cardiovascular y fragilidad 6sea.

6.2. Fortalezas y limitaciones del estudio

LLa potencialidad de los hallazgos de este estudio radica en su impacto clinico.
La consideracion del estatus de vitamina D como un factor de riesgo modificable
frente al desarrollo de resistencia a la insulina y sus complicaciones cardiovasculares,
adquiere una mayor relevancia clinica si se tiene en cuenta el elevado nimero de
mujeres con OPPM que reciben suplementacion con vitamina D de forma habitual.
La optimizaciéon de las concentraciones de 250HD a objetivos de salud
cardiovascular mas alla de los objetivos de salud 6sea, podria constituir una

estrategia de prevencion primaria frente a la DM2, el SM y la ECV en esta poblacion.

No obstante, se trata de un estudio exploratorio y presenta algunas

limitaciones. En primer lugar, la poblacién de estudio solo incluye mujeres con
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OPPM no diabéticas, de origen Caucasico y procedentes del area sur de Granada.
Por lo tanto, los resultados no son extrapolables a toda la poblacién de mujeres
posmenopausicas. En segundo lugar, el pequefio tamafio de muestra motivado por
los estrictos criterios de inclusion y exclusion, limita las posibilidades del modelo de
ajuste multivariante, por lo que no se puede descartar por completo la posibilidad de
sesgos por posibles factores de confusion no considerados en el analisis. En tercer
lugar, se trata de un estudio de corte transversal por lo que no pueden establecerse
mecanismos causales ni la direccionalidad del efecto. Por ultimo, la determinacién
del grado de resistencia a la insulina no se ha realizado mediante la técnica de clamp
de glucosa, considerada el gold estandar, sino mediante el modelo de Homeostasis
de la Glucosa (HOMA). No obstante, este modelo presenta buenas correlaciones
con el clamp euglucémico y con el test de tolerancia intravenosa a la glucosa.
Ademas, es el método mas usado y publicado, lo que le confiere un valor anadido ya
que permite la comparacién de los resultados entre los estudios que lo han utilizado.

El método HOMA tiene una ventaja adicional y es que permite valorar la

funcionalidad de 1a C§ (170).

Aunque se necesitan estudios prospectivos a largo plazo y con mayor tamafio
muestral que confirmen los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, los
hallazgos de este trabajo proporcionan una informacién muy valiosa que permitira
plantear nuevas estrategias de prevencion frente al desarrollo de resistencia a la

insulina y sus complicaciones cardiovasculares.
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CONCLUSIONES

Las concentraciones séricas de 250HD estan relacionadas con los
parametros del metabolismo de la glucosa y la funcionalidad de la célula beta
pancreatica en nuestra poblacién de mujeres no diabéticas con osteoporosis
posmenopausica. Las concentraciones séricas de 250HD presentan una
asoclacion lineal inversa con el HOMA2-IR, el HOMAZ2-%B vy la insulinemia,

y una asociacion lineal directa con el HOMAZ2-%S.

Los niveles séricos de 250HD no estan relacionados con el porcentaje de

masa grasa corporal ni con el IMC en nuestra poblacion de estudio.

El estatus de 250HD constituye un factor predictor de resistencia a la
insulina independiente de la edad, el IMC, el porcentaje de masa grasa y los

niveles séricos de osteocalcina infracarboxilada.

En nuestra poblacién, el porcentaje de masa grasa corporal constituye un
factor independiente implicado en la resistencia a la insulina mas importante
que el IMC. El porcentaje de masa grasa se asocia de forma directa con el

HOMAZ2-IR y con la insulinemia, y de forma inversa con el HOMAZ2-%S.

Los niveles circulantes de osteocalcina infracarboxilada no estan relacionados
con los parametros del metabolismo de la glucosa y la funcionalidad de la

célula beta pancreatica en nuestra poblacion.

Los niveles de HbAlc constituyen un factor independiente directamente
relacionado con el riesgo absoluto de fractura osteopordtica principal a 10

anos medido con el indice FRAX.

No existen diferencias en los parametros del metabolismo de la glucosa y la
funcionalidad de la célula beta de acuerdo a los criterios actuales de

insuficiencia o suficiencia de 250HD.
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8. Las mujeres con concentraciones séricas de 250HD 245 ng/ml presentan
un perfil de homeostasis de la glucosa mas favorable que aquellas con
concentraciones séricas de 250HD <45 ng/ml. Sugerimos que el valor
optimo de 250HD en mujeres con osteoporosis posmenopausica y sin
alteraciones establecidas en el metabolismo de la glucosa podria ser 245

ng/ml.

9. Este grupo de pacientes podria constituir una poblacion diana para la
suplementaciéon con vitamina D y la optimizacién de las concentraciones
séricas de 250HD con el objetivo de prevenir el desarrollo de resistencia a la
insulina y contribuir asf a la prevencién primaria de la diabetes mellitus tipo 2

y la enfermedad cardiovascular.

10. Son necesarios estudios de intervenciéon prospectivos a largo plazo con un

disefo adecuado para confirmar esta hipotesis.
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TESIS DOCTORAL: VITAMINA D Y RESISTENCIA A LA INSULINA
EN MUJERES CON OSTEOPOROSIS POSMENOPAUSICA.

INTRODUCCION

En los dltimos anos se ha producido un creciente interés por la vitamina D y
su relaciéon con la enfermedad cardiovascular (ECV). Los estudios realizados en
poblacion general han implicado a la vitamina D en la fisiopatologia de la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) y el sindrome metabdlico (SM) por sus efectos sobre la
homeostasis de la glucosa y la resistencia a la insulina. La fragilidad 6sea también se
ha relacionado con el riesgo de ECV a través de diversos factores. Sin embargo, la
importancia de la relacion entre la vitamina D y la resistencia a la insulina en mujeres
con osteoporosis posmenopausica (OPPM) no ha sido evaluada en profundidad. En
general, existe un consenso sobre las concentraciones séricas de vitamina D
(250HD) suficientes para mantener una adecuada salud 6sea. Sin embargo, no se
conoce cudl serfa el valor 6ptimo de 250HD para conseguir beneficios sobre la
homeostasis de la glucosa y la salud cardiovascular. Basandonos en estas premisas, la
consideracion del estatus de vitamina D como un factor de riesgo cardiovascular
(FRCV) modificable tendria un gran impacto sobre la salud publica, sobre todo en
aquellos grupos de poblaciéon con mayor riesgo de ECV como son las mujeres con
OPPM. Esta atractiva hipotesis justifica el desarrollo del trabajo de investigacion de

esta Tesis Doctoral.

OBJETIVOS

Evaluar si las concentraciones séricas de 250HD estan relacionadas con
parametros del metabolismo de la glucosa y la composiciéon corporal en una cohorte
de mujeres con OPPM. Identificar el umbral de concentracion sérica de 250HD a
partir del cual se evidencien beneficios sobre la homeostasis de la glucosa.
Determinar si los niveles séricos de osteocalcina infracarboxilada (ucOC) estan
relacionados con la homeostasis de la glucosa. Evaluar si existe relaciéon entre

250HD, parametros del metabolismo de la glucosa y fragilidad 6sea.
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PACIENTES Y METODOS

Estudio exploratorio de corte transversal sobre una muestra de 40 mujeres
con OPPM, no diabéticas y sin tratamiento antiosteoporotico, evaluadas en la
Unidad de Metabolismo Oseo de la UGC Endocrinologia y Nutricién del Hospital
Universitario San Cecilio de Granada y seleccionadas de forma consecutiva entre
junio de 2012 y enero de 2014, segtin los criterios de inclusiéon y exclusion
establecidos. Se determinaron variables clinicas y epidemiolégicas, parametros
antropométricos, concentraciones séricas de 250HD y parametros analiticos
relacionados con el metabolismo de la glucosa y la funcionalidad de la célula beta
pancreatica (glucosa en ayunas, HbAlc, insulina, modelo de homeostasis de la
glucosa [HOMAZ2-Calculator]) y con el metabolismo mineral (osteocalcina

infracarboxilada [ucOC]).

RESULTADOS

Las concentraciones séricas de 250HD se relacionaron con los parametros
del metabolismo de la glucosa. Mostraron una asociaciéon lineal inversa con el
HOMAZ2-IR, el HOMA2-%3B y la insulinemia, y una asociacion lineal directa con el
HOMAZ2-%S. Los niveles séricos de 250HD no se relacionaron con el porcentaje
de masa grasa corporal ni con el IMC. El estatus de 250HD fue un factor predictor
de resistencia a la insulina independiente. El porcentaje de masa grasa corporal
también se comporté como un factor independiente implicado en la resistencia a la
insulina mas importante que el IMC. Se asoci6é de forma directa con el HOMA2-IR
y con la insulinemia, y de forma inversa con el HOMA2-%S. Los niveles circulantes
de ucOC no se relacionaron con los parametros del metabolismo de la glucosa. La
HbAlc se comporté como un factor independiente directamente relacionado con el
indice FRAX para fractura osteoporotica principal. No se observaron diferencias en
los parametros del metabolismo de la glucosa de acuerdo a los criterios actuales de
insuficiencia o suficiencia de 250HD. Las mujeres con concentraciones séricas de
250HD 245 ng/ml presentaron un perfil de homeostasis de la glucosa mas

favorable.
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CONCLUSION

Las concentraciones séricas de 250HD se relacionaron con la homeostasis
de la glucosa comportandose como un factor predictor de resistencia a la insulina y,
por tanto, podria constituit un FRCV modificable en mujeres con OPPM.
Sugerimos que el valor 6ptimo de 250HD en mujeres con OPPM vy sin alteraciones
establecidas en el metabolismo de la glucosa podtia ser 245 ng/ml. Sin embargo,
son necesarios estudios de intervencion prospectivos a largo plazo para confirmar

esta hipotesis.
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Higher Levels of Serum 25-Hydroxyvitamin D Are Related to Improved

Glucose Homeostasis in Women with Postmenopausal Osteoporosis.

Adaptado de: Higher Levels of Serum 25-Hydroxyvitamin D Are Related to

Improved Glucose Homeostasis in Women with Postmenopausal Osteoporosis.

Avila-Rubio V., Garcia-Fontana B., Novo-Rodriguez C., Cantero-Hinojosa J.,

Reyes-Garcia R., Mufioz-Torres M.
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DOI: 10.1089/jwh.2017.6806.

1. Abstract

Background: Postmenopausal osteoporosis (PMO) is associated with other
comorbidities such as impaired glucose homeostasis and cardiovascular disease.
Vitamin D insufficiency is highly prevalent and may be a common link between
these disorders. However, the relationship between circulating 25-hydroxyvitamin D
[25(OH)D] and insulin resistance in women with PMO has not been well evaluated.
The aim of this study was to assess the relationship between circulating levels of
25(OH)D and parameters of glucose homeostasis in a cohort of women with PMO
to establish a serum concentration threshold of 25(OH)D for improved glycemic

parameters.

Materials and Methods: This cross-sectional study included 40 women with
PMO. We measured 25(OH)D serum levels and glucose homeostasis parameters
(glucose and insulin levels, insulin sensitivity, and b-secretion index HOMAZ2-%S
and HOMAZ2-%B, respectively). Anthropometric, biochemical, and clinical

parameters and bone markers were also evaluated.

Results: Circulating levels of 25(OH)D were related to glucose parameters
(negatively with HOMAZ2-%B and insulin levels and positively with HOMA2-%S) in

women with PMO, resulting in an indicator of insulin sensitivity independent of age,
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body mass index, percent body fat, and undercarboxylated osteocalcin. Patients with
sertum 25(OH)D 245 ng/mlL showed lower HOMA2-%B values and insulinemia
and greater HOMAZ2-%S.

Conclusions: Our results support the hypothesis that circulating 25(OH)D
levels are related to improved glucose homeostasis in women with PMO. However,
this relationship was apparent only in the presence of high circulating levels of

25(0OH)D.

2. Introduction

Currently, vitamin D insufficiency affects more than half the population of
all ages!. 25-Hydroxyvitamin D [25(OH)D] is the main circulating form of vitamin
D used to determine the vitamin D status? In addition to the well-known role of
vitamin D in bone health, it may play a role in extraskeletal functions. Since most
tissues and organs have receptors for vitamin D, it is involved in numerous
biological functions. Furthermore, it acts as a chemical messenger* and participates

in the regulation of the transcription of ~3% of the human genome®.

Owing to its numerous functions, interest in vitamin D has increased
considerably. Recently, decreased vitamin D levels have been linked to several
diseases such as cancer, autoimmune diseases, hypertension (HTN), cardiovascular
disease (CVD), and metabolic syndrome (MS). Likewise, several studies have

reported lower mortality in people with higher vitamin D levels”.

Postmenopausal osteoporosis (PMO) is a global health problem that has
become increasingly important with the aging population. In Spain, it affects 35% of
women older than 50 years and 52% of those older than 70 years!®. In recent years,
an association between bone fragility and CVD independent of age has been shown,
in conjunction with the increased cardiovascular mortality in women with decreased
bone mass. This suggests that osteoporosis and CVD share common
pathophysiological mechanisms. However, the mechanism of connection between

bone fragility and CVD is not accurately known. Recently, it has been suggested that
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vitamin D may be involved in the observed relationship between bone fragility and
CVD!. In contrast, alterations in glucose metabolism are an important common
risk factor for bone fragility and vascular disease. However, no previous studies
have examined in depth the relationship between circulating 25(OH)D levels and

glucose homeostasis in a similar population to that in our study.

Moreover, the definition of adequate 25(OH)D concentrations remains
controversial and there is no clear cutoff point for defining optimal levels of vitamin
D', According to several studies, serum 25(OH)D above 30 ng/ml would ensure
proper bone health. However, there has been no evidence regarding which levels of
25(OH)D would be optimal to obtain benefits with respect to glucose and energy

metabolism and other health targets such as CVD?12,

The aim of this study was to assess the relationship between circulating levels
of 25(OH)D and parameters of glucose homeostasis in a cohort of women with
PMO and to establish a threshold of 25(OH)D serum concentration able to
influence glucose homeostasis in a population of postmenopausal women with

osteoporosis.

3. Materials and Methods

Study population

Our cross-sectional study included 40 postmenopausal women aged 50-85
years, recruited consecutively from June 2012 to January 2014 in primary care

centers in the area covered by the University Hospital of Granada (Spain).

All participants were Caucasian and ambulatory, with at least 1 year of
amenorrhea and with a bone mineral density (BMD) expressed as a T-score that was
less than or equal to -2.5 standard deviation (in total hip, femoral neck, or lumbar
spine) and/or a history of fragility fracture and absence of nutritional deficits. All

patients were given instructions at their primary care center regarding a diet rich in
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calcium and were receiving 266 pg calcifediol monthly for at least 3 months,
according to the latest Spanish clinical practice guidelines!3. All participants received
specific antiosteoporotic treatment that was initiated immediately after the

evaluation and the baseline analysis.

Patients treated with any antiosteoporotic drug during the last year or with
drugs that interfere with carbohydrate metabolism or bone were excluded.
Additional exclusion criteria were the presence of metabolic bone diseases other
than PMO, secondary osteoporosis, type 1 and 2 diabetes, chronic kidney or liver

disease, or active neoplastic diseases.

The study was conducted with the approval of the Ethics Committee of San
Cecilio University Hospital and in accordance with the code of ethics of the World
Medical Association (Declaration of Helsinki). Written informed consent was

obtained from all subjects.

Clinical evalnation

Height and weight were measured at baseline according to standard
procedures. Participants reported their alcohol use, smoking status, and level of
physical activity in response to specific health questionnaires. For physical activity,
the Spanish version of the questionnaire for Rapid Assessment of Physical Activity,
validated in a U.S. Latin population aged 16-74 vyears!¥, was used. Body
composition, including percentage of body fat (PBF) and body mass index (BMI),
was assessed by bioelectrical impedance using the Tanita TBF-300A equipment (IL).
Daily calcium intake was estimated from a nutritional survey assessing the frequency

of consumption of various, mainly dairy, products!>.

Serum measurements

Samples of venous blood were taken in the morning after fasting overnight.

Serum was stored at -80°C until it was analyzed. Serum glucose levels, albumin, and
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lipid profile (high-density and low-density lipoprotein cholesterol and triglyceride
levels) were measured using standard automated laboratory techniques. Glycated
hemoglobin  (HbAlc) was determined wusing high-performance liquid
chromatography (ADAMS Alc, HA-8160; Menarini, Florence, Italy) and expressed
as a percentage. The b-secretion index (HOMAZ2- %B) and the insulin sensitivity

index (HOMAZ2-%S) were calculated using HOMAZ2 calculator version 2.

Bone metabolism parameters

Calciotropic hormone measurements included serum intact parathormone
(iPTH) determined using the two-site immunoassay for iPTH (Roche Diagnostics
SL, Barcelona, Spain) and 25(OH)D determined using a chemiluminescence assay
(CLIA) (Beckman Coulter UniCel DxI 800; CA). Bone turnover markers were
measured as follows: total osteocalcina (OC) by CLIA (N-Mid Osteocalcin;
Immunodiagnostic Systems iSYS, Boldon, United Kingdom, [IDS-iSYS] automated
analyzer) and serum carboxyl-terminal crosslinked telopeptide of type I collagen
(CTX) by enzyme immunoassay (Elecsys b-CrossLaps; Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland). Serum undercarboxylated OC (ucOC) was measured using a

quantitative enzyme immunoassay kit developed by Takara Bio Inc. (Shiga, Japan).

Bone density measurement and vertebral fracture assessment

BMD at the lumbar spine (vertebrae L1, L2, 1.3, and L4) and proximal femur
(femoral neck and total hip) was determined by dual X-ray absorptiometry using a
Hologic QDR 4500 densitometer (Waltham, MA) with a variation coefficient of 1%.
The vertebral fractures identified by lumbar spine radiographs were excluded from
the analysis to avoid false measurements. Measurements were made according to the
criteria of Genant!¢. The assessment of fracture risk was established according to

the Fracture Risk Assessment Tool (FRAX) index!”.
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Statistical analysis

Data for continuous variables are presented as mean * standard deviation.
Data for categorical variables are presented as numbers and/or percentages. The
Kolmogorov—Smirnov test was used to test the normality of distribution of
continuous variables. When the sample size was greater than 30, tests for normal
variables were applied independently of their characteristics using the central limit

theorem.

Comparisons of continuous variables among groups were performed using
the unpaired Student’s 7 test for normally distributed variables or the Mann—
Whitney U test for variables without a normal distribution. The X2 test was used to
compare categorical variables between groups. Associations between continuous
variables were evaluated using a univariate linear regression test. Multiple linear
regression was performed to identify the variables influencing glucose homeostasis
(dependent variable), including as independent variables those that correlated
significantly in univariate analysis with serum levels of 25(OH)D, as well as other
possible variables related to glucose homeostasis. Statistical significance was set at
P < 0.05 (two tailed) and at p < 0.70 for the multiple regression analysis. Data were

recorded and analyzed using SPSS version 18.0 software (SPSS, Inc., Chicago, IL).

The sample size was calculated using the Student’s 7 test for equality to
compare the means of two independent samples. A statistical power of 90%,
confidence level of 95%, accuracy of 3%, and significance level of 5% required a

sample size of 40 study subjects.

4. Results

Characteristics of the study population

Table 1 shows the descriptive analysis of the demographic, anthropometric,

and biochemical characteristics of the study population. Regarding bone and mineral
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metabolism status, 60% of the subjects reached a daily calcium intake between 500
and 1000 mg/day, 42.5% of the women reported a history of osteoporotic fractures,
and 12.5% of the study population had 25(OH)D levels lower than 30 ng/ml. We

found no relationship between 25(OH)D concentrations and physical activity.

Table 1. Mean values of the characteristics of the study population.

VARIABLES Mean | SD
Age(years) 62 8.5
Height (m) 1.56 | 0.05
Weight (kg) 61.8 | 104
BMI (kg /m?) 254 | 39
Cardiovascular risk factors

Smokers (%0) 15

Alcohol (%) 0
Sedentarism (%) 65

HTN (%) 27.5
Dyslipidemia (%) 425
Overweight or obesity (%) 47.5
Glucose metabolism

Fasting glucose (mg/dL) 87 9
HbAlc (%) 5.4 0.3
Insulin (uU/mL) 8.7 3.9
HOMA2-%S (%) 107 46
HOMA2-%B (%) 109 30
Lipid profile (mg/dL)

Total Cholesterol 201 23
Cholesterol HDL 67 11
Cholesterol LDL 118 22
Tryglicerides 80 28
Body composition

PBF (%) 339 | 69
25(OH)D (ng/mL) 43 20
Bone metabolism

OC (ng/mlL) 185 | 8.5
ucOC (ng/mL) 8.3 10.0
CTX (ng/mL) 0.473 [0.198
iPTH (pg/mL) 499 | 15.6
BMD measurement

LS T-score (SD) -2.9 0.6
FN T-score (SD) -1.8 0.7
TH T-score (SD) -1.6 0.8
Prevalence of fracture (%) | 42.5
Vertebral fracture (%) 17.5
Non-vertebral fracture (%0) 30
Calcium intake

2500 mg/day (%) 60
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HTN: Hypertension; HbAlc: Glycated haemoglobin; HOMA2-%S: Insulin sensitivity index;
HOMA2-%B: B-secretion index; PBF: Percentage of body fat; 25(OH)D: 25-hydroxyvitaminD; OC:
Osteocalcin; ucOC: Undercarboxilated osteocalcin; CTX: Serum carboxyl-terminal cross-linked
telopeptide of type I collagen; iPTH: Serum intact parathormone; BMD: Bone mineral density; LS:
Lumbar spine; FN: Femoral neck: TH: Total hip.

Data for continuous variables are presented as mean * SD. Data for categorical variables are

presented as percentages.

Relationship between serum 25(OH)D concentrations and glucose metabolism parameters

A univariate linear regression analysis showed a significant positive
association between the serum 25(OH)D level and HOMA2-%S (p = 0.018) (Fig.
1A). Likewise, inverse associations between the serum 25(OH)D level and
HOMA2-%B (p = 0.003) (Fig. 1B) and serum insulin levels (p = 0.048) (Fig. 1C)
were observed. For each increase of 10 ng/mlL in the serum 25(OH)D
concentration, an increase of 8.86% in HOMAZ2-%S and a decrease of 7.10% and
0.65 pg/mL in HOMA2-%B and serum insulin levels, respectively, occurred.
However, no association was observed between circulating concentrations of

25(OH)D and serum fasting glucose or HbAlc levels.

Relationship between 25(OH)D and fracture risk

To determine the relationship between levels of 25(OH)D and the risk of
fracture in our study population, the association between FRAX index, 25(OH)D,
and the parameters of glucose homeostasis was evaluated. In the correlation analysis
a significant positive association between HbAlc and the risk of major osteoporotic
fracture was found (r = 0.434, p = 0.006). However, this association was not
observed between HbAlc and absolute risk of hip fracture (r = 0.229, p = 0.167). In
a linear regression model, including FRAX index for major osteoporotic fracture as
dependent variable and the parameters of glucose homeostasis (HbAlc, serum
fasting glucose, serum insulin levels, HOMA2-% B, and HOMA2-% §) and
25(OH)D as independent variables, we found that HbAlc is the only variable

155



related to FRAX index (B = 8.788, 95% CI [1.785-15.792], p = 0.016). No

association was found between absolute fracture risk measured by FRAX and the

rest of the glucose homeostasis parameters analyzed.

The association between bone remodeling markers (ucOC, CTX, and OC)

and 25(OH)D was evaluated in a correlation analysis. No significant relationship

was observed between bone remodeling markers and 25(OH)D.
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FIG. 1. Scatter plot showing the relationship between serum levels of 25(OH)D and glucose
metabolism parameters by linear regression analysis. (A) 25(OH)D and HOMA2-%S; (B) 25(OH)D
and HOMAZ2-%B; (C) 25(OH)D and insulin levels. 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; HOMA2-%S,

insulin sensitivity index; HOMA2-%B, b-secretion index.
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Effect of serum 25(OH)D on glucose homeostasis parameters

To determine the independent effect of serum 25(OH)D on glucose
metabolism parameters, multiple linear regression analysis, adjusted for the effect of
other related variables, was performed. For this purpose, besides 25(OH)D, other
variables that are biologically linked to glucose metabolism were included in the
models (age, BMI, PBF, and ucOC) as independent variables. As dependent
variables, the HOMA2- %S HOMA-2%B and insulin levels were included in

multiple linear regression analysis (Table 2).

Considering HOMAZ2-%S as the dependent variable and after adjustment for
the variables that were included, a positive influence of 25(OH)D levels on the
index of insulin sensitivity independently of age, BMI, PBF, and ucOC was
observed. Likewise, the results showed an inverse effect of PBF on HOMA2-%S

after adjusting for the other variables included in the model (Table 2).

The opposite effect was observed when HOMA2-%B was considered a
dependent variable showing a significant negative effect of serum 25(OH)D on the
insulin secretion index after adjusting for the effect of all variables included in the
model. The PBF showed no effect on HOMA2-%B. Similar results were found for
the effect of serum 25(OH)D on serum insulin levels. In this case, the results
showed a negative effect of 25(OH)D and a direct influence of PBF on circulating

concentrations of insulin independent of age, BMI, and ucOC (Table 2).

157



Table 2. Multiple linear regression analysis.

Dependent Non-Standardized Typified
variable Coefficients Coefficients
Error
B Typ. Beta t P
HOMAZ2-%S
Age (years) -.422 931 -.079 -.454 .653
BMI (kg/m?) 6.267 4.049 .524 1.548 132
PBF (%) -4.738 2.327 -.687 -2.036 .050%*
ucOC (ng/mlL) -.099 703 -.022 -.140 .889
25(OH)D(ng/mL) .842 .366 368 2.297 .029%
HOMA2-%B
Age (years) 301 .631 .085 AT7 .637
BMI (kg/m?) -1.446 2.744 -.182 -.527 .602
PBF (%) .580 1.576 127 368 716
ucOC (ng/mL) -.284 476 -.096 -.596 .555
25(0OH)D(ng/mlL) -.755 .248 -.498 -3.042 .005%
Insulin
(nU/mL)
Age (years) .036 .085 077 420 .677
BMI (kg/m?) -.641 .368 -.601 -1.741 .092
PBF (%) .395 217 .627 1.822 .078*
ucOC (ng/mlL) -.032 .064 -.083 -.498 .622
25(0OH)D(ng/mL) -.065 .033 -.332 -1.945 .061*

BMI: Body mass index; PBF: Percentage of body fat; ucOC: Undercarboxilated osteocalcin;
25(OH)D: 25-hydroxyvitamin D; HOMAZ2-%S: Insulin sensitivity index; HOMAZ2-%B: B-secretion

index. *Level of significance: <0.10.
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Subgroup analysis according to 25(OH)D concentrations

To study differences in glucose metabolism in the study population
depending on the serum levels of 25(OH)D, a subgroup analysis was performed.
When the sample was divided into two groups according to a cutoff of 30 ng/mL of
25(OH)D, which is considered sufficient for bone health, no significant differences

were obtained in the parameters related to glucose metabolism (Table 3).

Table 3. Comparison of the glucose metabolism parameters according to the levels

of 25(OH)D (= 30 ng/mL 25 < 30 ng/mlL).

<30 ng/mL 230 ng/mL
(n=15) (n = 35) P

HOMA2-%S (%) | 103.4 =474 108 £ 46.5 0.837

HOMA2-%B (%) | 131.4 = 40.6 106.5 £ 27.9 0.090

Insulin (uU/mL) 9.4+ 49 8.5+ 39 0.666
Glucose (mg/dL) 82+ 11 878 0.168
HbA1lc (%) 5.7 £0.08 54103 0.12

HOMA2-%S: insulin sensitivity index; HOMAZ2-%B: Index B-secretion; basal plasma insulin; basal
plasma glucose; HbAlc: glycated hemoglobin.

Data for continuous variables are presented as mean * SD. Data for categorical variables are
presented as percentages. Unpaired t test or Mann—Whitney test were used for comparisons

between quantitative variables and y? test for categorical variables. Level of significance: < 0.05.

Subgroup analysis by 25(OH)D percentiles

To assess the level of 25(OH)D that determines significant differences in the
glucose homeostasis of the study population, the whole sample was divided into
subgroups based on 25(OH)D percentiles. A comparative study was performed
according to the 50 percentile (37 ng/ml) and the 75 percentile (45 ng/mlL).
Statistically significant differences in HOMAZ2-%B and basal glucose were observed

when the study groups were divided according to the 50 percentile (Table 4).
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Table 4. Comparison of the glucose metabolism parameters according to the 50

and 75 percentiles of 25(OH)D (37 ng/mL and 45 ng/mL respectively).

p50 P75
<37 ng/mL 237 ng/mL <45ng/mL 245ng/mL
(n=18) (n=22) p (n=28) (n=12) p
HOMA2-
o 101.6x40.3 112.81£51.2 0.46 95.2136.1 145.2154.6 0.03*
%S (%)
HOMA2- 122.7+28.2 97.6+27.9 0.01* 118.5+27.7 82.8+22.5 0.001*
%B (%)
I 1i
NSWIR 90443 8.243.7 0.44 9.5+4.0 6.042.3 0.02%
(nWU/mL)
Glucose
83.518.6 90.417.9 0.01%* 86.319.1 89.5+8.1 0.34
(mg/dL)
HbA1
%) ¢ 5.4%0.3 5.5%0.2 0.67 5.49+0.3 5.45+0.3 0.7
0

HOMAZ2-% S: insulin sensitivity index; HOMA2-% B: Index 3-secretion; basal plasma insulin; basal

plasma glucose; HbAlc: glycated hemoglobin.

Data for continuous variables are presented as mean * SD. Data for categorical variables ate

presented as percentages. Unpaired t test or Mann—Whitney test were used for comparisons

between quantitative variables and X? test for categorical variables. Level of significance: <0.05.

Considering the 75 percentile, we found that the patients with serum
25(OH)D 245 ng/ml. showed greater HOMA2- %S wvalues (Fig. 2A), lower
HOMAZ2-%B values (Fig. 2B), and lower insulinemia (Fig. 2C).
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FIG. 2. Box plot representing glucose metabolism parameters according to the 75 percentile of
25(OH)D levels. (A) HOMA2-%S; (B) HOMA2-%B; (C) insulinemia. Differences between groups
were determined by the Mann—Whitney t test. The statistical significance was set at p < 0.05 (two
tailed).

5. Discussion

Postmenopausal women with bone fragility commonly have other
comorbidities such as MS, type 2 diabetes (IT2D), or CVD?3¢. Moreover, inadequate
circulating concentrations of 25(OH)D have been associated with cardiometabolic
complications in addition to their effects on bone health in the general population.
However, the association between these disorders in women with PMO has not
been established. Serum levels of 25(OH)D showed a significant positive association
with HOMA2-%S and an inverse association with HOMA2-%B and insulin levels,
independent of other factors usually associated with insulin resistance such as age,

BMI, PBF, and ucOC.
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Although one of the antidiabetic effects attributed to vitamin D is the
stimulation of insulin secretion by pancreatic beta cells where the vitamin D
receptor is expressed?>?4, our results seem to link a better vitamin D status with a
lower rate of insulin secretion (HOMA2-%B) and insulinemia. This could be
explained by the improved insulin sensitivity (HOMAZ2-%S), which results in a
lower requirement of insulin to achieve the same effect. This would constitute a
protective mechanism against hyperinsulinism and exhaustion of pancreatic beta

cells.

Several mechanisms have been proposed to explain the improvement in
insulin sensitivity caused by vitamin D, from an increased expression of insulin
receptors to a modulation of the inflammatory response?327. Recently, involvement
of vitamin D in the modulation of insulin sensitivity at the skeletal muscle level
through Forkhead Box O1 factor (FOXOT1) has been shown?8. FOXO1 is a key
negative regulator in glucose homeostasis inhibited by insulin under physiological
conditions. In vitro and animal model studies have demonstrated the role of vitamin
D in the regulation of FOXOT1 activation and its involvement in the genesis of
insulin resistance?®, constituting an important metabolic pathway involved in the
development of MS and T2D. Our results show no relationship between ucOC and
parameters of glucose homeostasis, suggesting that the influence of the 25(OH)D in

the glucose metabolism is not mediated by ucOC.

Furthermore, our results show that PBF, rather than BMI, in
postmenopausal women is an important indicator for the development of insulin
resistance. According to this, we found a direct association between PBF and insulin
levels and an inverse association with HOMAZ2-%S. This could be explained by the
weight gain and visceral fat that postmenopausal women experience, promoting the
development of insulin resistance and its clinical consequences such as glucose

intolerance, T2D, HTN, and dyslipidemia?.

The relationship between vitamin D deficiency and insulin resistance has
been evidenced in numerous studies in recent years'-32. However, to date, there are

no studies that have evaluated this relationship in nondiabetic women with PMO. In
162



agreement with our results, some longitudinal studies have examined the
relationship between 25(OH)D and insulin resistance in a nondiabetic general
population?-34, suggesting that the improvement in the status of vitamin D reduces
the risk of developing insulin resistance, contributing to the primary prevention of
T2D and CVD3-34 However, the studies conducted in populations with prediabetes
or established T2D have not shown the benefits of the improvement of vitamin D
status on glycemic control or prevention of T2D3-3¢. These findings suggest that the
beneficial effects of vitamin D could be restricted to subjects without established
T2D, but not for the treatment of insulin resistance in T2D. Thus, subjects with no
established disturbances in glucose metabolism but at high risk of developing MS,
T2D, and/or CVD, such as women with PMO, could constitute an attractive target
population to optimize circulating 25(OH)D levels. In this way, this strategy could
contribute to the primary prevention of glucose metabolism disorders and the

development of cardiovascular complications.

Therefore, it is of great interest to determine the optimal levels of 25(OH)D
associated with improved glucose metabolism in postmenopausal women. Most
scientific societies consider that serum 25(OH)D concentrations above 30 ng/mlL.
are sufficient to maintain appropriate bone health!. However, our results show no
apparent differences in glucose metabolism parameters considering vitamin D levels
230 ng/ml. Our most consistent finding was observed when we set the cutoff
point at 45 ng/ml.. Patients with 25(OH)D levels above this cutoff point showed an
increase of 52.5% in HOMAZ2-%S, a reduction of 30.1% in HOMA2-%B, and a

decrease of 36.8% in basal plasma insulin concentrations.

Thus far, there are few data regarding the optimal concentration of 25(OH)D
to reduce the risk of developing insulin resistance, T2D, and the subsequent
complications. A recent study showed that 25(OH)D concentrations =26 ng/mlL
support normal glucose homeostasis in overweight and obese postmenopausal black
and white women?”. The discrepancy in the results on the level of 25(OH)D may be
because that study included black and white women who were not osteoporotic.

Moreover, the authors mention that a large prospective interventional study is
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needed to confirm that increasing 25(OH)D concentration above 26 ng/mL
improves glucose homeostasis and insulin sensitivity?’. Consistent with our findings,
a recent study has shown a significant increase in HOMA-IR, HbAlc, and fasting
plasma glucose in healthy individuals with serum concentrations of 25(OH)D <20

ng/mL versus those with 25(OH)D concentrations >40 ng/mI 8.

Our study has some limitations. First, our study population included only
nondiabetic women with PMO, all of them Caucasians and from southern Granada.
Therefore, our results cannot be extrapolated to the entire population of
postmenopausal women. Second, the small sample size due to strict inclusion and
exclusion criteria limits the ability to adjust for other potential confounders in our
model, and therefore, the possibility of bias cannot be excluded completely. Third,
we do not have specific measurements of visceral fat in our study population, which
could provide additional information to our results. Finally, a cross-sectional study
does not allow us to establish a cause—effect relationship or the direction of the
results. However, although additional studies are needed to confirm our results, the
present findings, for a population of women with PMO that has not been studied
thus far, provide valuable information to augment these preliminary results to
establish new preventive strategies to minimize glucose and cardiovascular
disturbances. Moreover, the potential of the data obtained in our study lies in its
clinical impact. If we consider 25(OH)D status as a modifiable risk factor against the
development of MS, T2D, and CVD, our results could be of great importance,
taking into account the high number of women with PMO receiving vitamin D

supplementation.

6. Conclusions

Our results show that 25(OH)D status may be related to glucose homeostasis.
We suggest that the optimization of 25(OH)D serum levels in women with PMO
without established disturbances in glucose metabolism could represent a preventive
strategy against the development of comorbidities associated with PMO such as MS,

T2D, and CVD, in addition to its known benefit on bone health. We suggest that
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the established aim of achieving a 25(OH)D level 230 ng/ml. is insufficient to
improve glucose metabolism and propose that the optimal 25(OH)D status should
be 245 ng/ml to achieve this putpose. However, future prospective intervention

studies with a larger sample size are necessary to confirm this hypothesis.

7. References

1. Hilger ], Friedel A, Herr R, et al. A systematic review of vitamin D status in populations
wortldwide. Br ] Nutr. 2014;111(1):23-45. doi:10.1017/S0007114513001840

2. Holick MF. Vitamin D deficiency. N Engl ] Med. 2007;357(3):266-281.
doi:10.1056/NEJMra070553

3. Holick MF. Vitamin D: extraskeletal health. Endoctinol Metab Clin North Am.
2010;39(2):381-400. doi:10.1016/j.ec1.2010.02.016

4. Pike JW, Meyer MB. The vitamin D receptor: new paradigms for the regulation of gene
expression by 1,25-dihydroxyvitamin D(3). Endocrinol Metab Clin North Am. 2010;39(2):255-
269. doi:10.1016/j.ec1.2010.02.007

5. Mizwicki MT, Norman AW. The vitamin D sterol-vitamin D receptor ensemble model
offers unique insights into both genomic and rapid-response signaling. Sci Signal
2009;2(75):re4. doi:10.1126/scisignal.275re4

0. Pittas AG, Lau J, Hu FB, Dawson-Hughes B. The role of vitamin D and calcium in type 2
diabetes. A systematic review and meta-analysis. ] Clin Endocrinol Metab. 2007;92(6):2017-
2029. doi:10.1210/jc.2007-0298

7. Melamed ML, Michos ED, Post W, Astor B. 25-hydroxyvitamin D levels and the risk of
mortality in the general population. Arch Intern Med. 2008;168(15):1629-1637.
doi:10.1001 /archinte.168.15.1629

8. Schéttker B, Haug U, Schomburg L, et al. Strong associations of 25-hydroxyvitamin D
concentrations with all-cause, cardiovascular, cancer, and respiratory disease mortality in a large
cohort study. Am | Clin Nutr. 2013;97(4):782-793. doi:10.3945/2jcn.112.047712

9. Zittermann A, Iodice S, Pilz S, Grant WB, Bagnardi V, Gandini S. Vitamin D deficiency and
mortality risk in the general population: a meta-analysis of prospective cohort studies. Am J
Clin Nutr. 2012;95(1):91-100. doi:10.3945/ajcn.111.014779

10. Reyes-Garcfa R, Rozas-Moreno P, Mufioz-Torres M. [Cardiovascular disease, osteoporosis
and risk of fracture]. Rev Clin Esp. 2012;212(4):188-192. d0i:10.1016/j.rce.2011.06.006

11. Manson JE, Brannon PM, Rosen CJ, Taylor CL. Vitamin D Deficiency - Is There Really a
Pandemic? N Engl ] Med. 2016;375(19):1817-1820. doi:10.1056/NEJMp1608005

165



12. Bischoff-Ferrari HA, Giovannucci E, Willett WC, Dietrich T, Dawson-Hughes B.
Estimation of optimal serum concentrations of 25-hydroxyvitamin D for multiple health
outcomes. Am J Clin Nutr. 2006;84(1):18-28.

13. Gonzalez-Macias ], Del Pino-Montes J, Olmos JM, Nogués X, en nombre de la Comision
de Redaccion de las Guias de Osteoporosis de la SEIOMM. Clinical practice guidelines for
posmenopausal, glucocorticoid-induced and male osteoporosis. Spanish Society for Research
on Bone and Mineral Metabolism (3rd updated version 2014). Rev Clin Esp. 2015;215(9):515-
526. doi:10.1016/j.rce.2015.08.003

14. Topolski TD, LoGerfo ], Patrick DL, Williams B, Walwick ], Patrick MB. The Rapid
Assessment of Physical Activity (RAPA) among older adults. Prev Chronic Dis. 2006;3(4):A118.

15. Mezquita-Raya P, Mufoz-Torres M, Luna JD, et al. Relation between vitamin D
insufficiency, bone density, and bone metabolism in healthy postmenopausal women. ] Bone
Miner Res Off ] Am  Soc Bone Miner Res.  2001;16(8):1408-1415.
doi:10.1359/jbmr.2001.16.8.1408

16. Genant HK, Jergas M. Assessment of prevalent and incident vertebral fractures in
osteoporosis research. Osteoporos Int ] Establ Result Coop Eur Found Osteoporos Natl
Osteoporos Found USA. 2003;14 Suppl 3:543-55. doi:10.1007 /s00198-002-1348-1

17. Leslie WD, Majumdar SR, Lix LM, et al. High fracture probability with FRAX usually
indicates densitometric osteoporosis: implications for clinical practice. Osteoporos Int | Establ
Result Coop Eur Found Osteoporos Natl Osteoporos Found USA. 2012;23(1):391-397.
doi:10.1007/s00198-011-1592-3

18. Napoli N, Chandran M, Pierroz DD, et al. Mechanisms of diabetes mellitus-induced bone
fragility. Nat Rev Endocrinol. 2017;13(4):208-219. doi:10.1038 /nrendo.2016.153

19. Sellmeyer DE, Civitelli R, Hofbauer L.C, Khosla S, Lecka-Czernik B, Schwartz AV. Skeletal
Metabolism, Fracture Risk, and Fracture Outcomes in Type 1 and Type 2 Diabetes. Diabetes.
2016;65(7):1757-1766. doi:10.2337 /db16-0063

20. Shanbhogue VV, Mitchell DM, Rosen CJ, Bouxsein ML. Type 2 diabetes and the skeleton:
new insights into sweet bones. ILancet Diabetes Endocrinol. 2016;4(2):159-173.
doi:10.1016/52213-8587(15)00283-1

21. Garcia-Martin A, Rozas-Moreno P, Reyes-Garcfa R, et al. Circulating levels of sclerostin are
increased in patients with type 2 diabetes mellitus. | Clin Endocrinol Metab. 2012;97(1):234-241.
doi:10.1210/jc.2011-2186

22. Janghorbani M, Van Dam RM, Willett WC, Hu FB. Systematic review of type 1 and type 2
diabetes mellitus and risk of fracture. Am ] Epidemiol. 2007;166(5):495-505.
doi:10.1093/aje/kwm106

23. Pilz S, Tomaschitz A, Mirz W, et al. Vitamin D, cardiovascular disease and mortality. Clin
Endoctinol (Oxf). 2011;75(5):575-584. doi:10.1111/}.1365-2265.2011.04147.x

166



24. von Hurst PR, Stonehouse W, Coad J. Vitamin D supplementation reduces insulin
resistance in South Asian women living in New Zealand who are insulin resistant and vitamin

D deficient - a randomised, placebo-controlled trial. Br J Nutr. 2010;103(4):549-555.
doi:10.1017/S0007114509992017

25. Belenchia AM, Tosh AK, Hillman LS, Peterson CA. Correcting vitamin D insufficiency
improves insulin sensitivity in obese adolescents: a randomized controlled trial. Am J Clin Nutr.

2013;97(4):774-781. doi:10.3945 /ajcn.112.050013

26. Harris SS, Pittas AG, Palermo NJ. A randomized, placebo-controlled trial of vitamin D
supplementation to improve glycaemia in overweight and obese African Americans. Diabetes

Obes Metab. 2012;14(9):789-794. doi:10.1111/7.1463-1326.2012.01605.x

27. Holick MF. Nutrition: Diabetes and Death Defying vitamin D. Nat Rev Endocrinol.
2012;8(7):388-390. doi:10.1038 /nrendo.2012.84

28. Chen S, Villalta SA, Agrawal DK. FOXO1 Mediates Vitamin D Deficiency-Induced Insulin
Resistance in Skeletal Muscle. ] Bone Miner Res Off ] Am Soc Bone Miner Res.
2016;31(3):585-595. doi:10.1002/jbmt.2729

29. Tchernof A, Després J-P. Pathophysiology of human visceral obesity: an update. Physiol
Rev. 2013;93(1):359-404. doi:10.1152/physrev.00033.2011

30. Mirhosseini N, Vatanparast H, Mazidi M, Kimball SM. The Effect of Improved Serum 25-
Hydroxyvitamin D Status on Glycemic Control in Diabetic Patients: A Meta-Analysis. | Clin
Endoctinol Metab. 2017;102(9):3097-3110. doi:10.1210/j¢.2017-01024

31. Santos RKF, Brandao-Lima PN, Tete RMDD, Freire ARS, Pires LV. Vitamin D ratio and
glycaemic control in individuals with type 2 diabetes mellitus: A systematic review. Diabetes
Metab Res Rev. November 2017. doi1:10.1002/dmrr.2969

32. Tao S, Yuan Q, Mao L, Chen F-L, Ji F, Cui Z-H. Vitamin D deficiency causes insulin
resistance by provoking oxidative stress in hepatocytes. Oncotarget. 2017;8(40):67605-67613.
doi:10.18632/oncotarget.18754

33. Pham T-M, Ekwaru JP, Loehr SA, Veugelers P]. The Relationship of Serum 25-
Hydroxyvitamin D and Insulin Resistance among Nondiabetic Canadians: A Longitudinal
Analysis of Participants of a Preventive Health Program. PloS One. 2015;10(10):e0141081.
doi:10.1371/journal.pone.0141081

34. Tepper S, Shahar DR, Geva D, Ish-Shalom S. Differences in homeostatic model
assessment (HOMA) values and insulin levels after vitamin D supplementation in healthy men:
a double-blind randomized controlled trial. Diabetes Obes Metab. 2016;18(6):633-637.
doi:10.1111/dom.12650

35. Jorde R, Sollid ST, Svartberg J, et al. Vitamin D 20,000 IU per Week for Five Years Does
Not Prevent Progression From Prediabetes to Diabetes. ] Clin Endocrinol Metab.
2016;101(4):1647-1655. doi:10.1210/jc.2015-4013

167



36. Krul-Poel YHM, Westra S, ten Boekel E, et al. Effect of Vitamin D Supplementation on
Glycemic Control in Patients With Type 2 Diabetes (SUNNY Trial): A Randomized Placebo-
Controlled Trial. Diabetes Care. 2015;38(8):1420-1426. doi:10.2337/dc15-0323

37. Sorkin JD, Vasaitis TS, Streeten E, Ryan AS, Goldberg AP. Evidence for threshold effects
of 25-hydroxyvitamin D on glucose tolerance and insulin resistance in black and white obese
postmenopausal women. ] Nutr. 2014;144(5):734-742. doi:10.3945/jn.114.190660

38. Esteghamati A, Aryan Z, Esteghamati A, Nakhjavani M. Vitamin D deficiency is associated
with insulin resistance in nondiabetics and reduced insulin production in type 2 diabetics.

Horm Metab Res. 2015;47(4):273-279. doi:10.1055/5-0034-1389903

168



169



Verénica Avila Rubio

Tesis Doctoral

Granada, 2018





